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1. ImTBODOÇXO 

Os seres vivos estão, permanentemente, sujeitos 

« ação de vários tipos de radiações ionixantes, sejam de fonte 

natural ou artificial. Rum sentido amplo, qualquer transferin 

cia de energia da radiação para os organismos vivos pode deter 

minar um efeito biológico. As alterações flsico-qulmicas de­

correntes da ionizaçâo dos átomos da matéria viva ocorrem numa 

fração de segundos, enquanto que os processos por meio dos 

quais estas mudanças eventualmente levam ãs manifestações bio 

lógicas podem levar horas, meses ou mesmo décadas. No entanto, 

pouco se sabe ainda hoje dos eventos envolvidos entre a inte­

ração da radiação com a matéria viva e os efeitos biológicos 

resultantes, isto ê, a inter-relação entre os fenômenos quími­

cos, bioquímicos e biológicos. 

A potencialidade da radiação ionizante para pro 

duzir danos em seres vivos é conhecida desde a descoberta dos 

raios X e da radioatividade natural no fim do século passado. 

Já em 1902 foi publicado o primeiro caso de indução de câncer 

por radiação (Prasard, 1984) e em 1927, Muller, trabalhando com 

Drosophila, foi o primeiro a demonstrar que os raios X podem 

induzir mutações. A extensão do dano produzido pela radiação 

ionizante só foi avaliada mais pormenorizadamente após a segun 

da guerra mundial, sendo então reconhecida a necessidade de 

proteção contra esses efeitos. Assim, o estudo dos efeitos 

biológicos da radiação ionizante recebeu um enfoque maior nas 
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últimas décadas, em consonância com a maior utilização de vá­

rios tipos de radiação para as mais diversas finalidades, na 

medicina, na indústria, na agricultura e na geração de energia 

elétrica. Tem-se então, de um lado, numerosos benefícios ad­

vindos da energia nuclear que não podem ser ignorados e, por 

outro lado, os efeitos nocivos que as radiações ionizantes po­

dem apresentar para o homem. 

Relevantes para os organismos vivos são as alte 

rações induzidas no material genético, podendo acarretar conse 

qftencias de grande significado biológico. Entre elas incluem­

-se a indução de mutação, malignidade, malformações e até a 

morte do indivíduo (Casarett, 1968; Hall, 1978; Pizzarello ft 

Colombetti, 1982; Prasard, 1984). De acordo com o relatório 

da "united Nations, Scientific Committee on the Effects of 

Atomic Radiation" (UNSCEAR, 1962) não existiria uma dose "segu 

ra" de radiação scb o ponto de vista genético, sendo que qual­

quer exposição â radiação pode envolver um certo risco de in­

dução de efeitos somáticos e genéticos. 

Estudos sobre os efeitos da radiação ionizante 

no desenvolvimento de embriões vêm despertando grande interes­

se não somente do ponto de vista da embriologia experimental , 

como também na avaliação das injúrias da radiação nos proces­

sos iniciais do desenvolvimento ontogenético. Assim, diferen­

tes organismos têm sido utilizados, entre os quais figuram hel̂  

mintos (Suzuki ft Egami, 1983), insetos (Mavor, 1927; Yang ft 
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Ducoff, 1969; Rossmoore & Hoffman, 1971; Burgess & Bennett,1972; 

Nauman & Whitten, 1976; Varanda et alii, 1985), crustáceos 

(Snider 4 Kersten, 1936), peixes (Welander et alii, 1948; We-

lander, 1954; McGregor & Newcombe, 1968), anfíbios (Butler,1936; 

Rugh, 1954) e mamíferos (Job et alii, 1935; Warkany ft 

Schraffenberger, 1947; Russell ft Russell, 1954; Wilson, 1954; 

Phemister et alii, 1969; Rugh, 1969; Strange ft Murphree, 1972; 

Kusama ft Yoshizawa, 1984; Brent et alii, 1986). Os dados obti 

dos enfatizam diferentes efeitos produzidos durante o desenvo^ 

vimento embrionário, como o retardo no crescimento, indução de 

malformações e morte dos embriões. Entretanto, pouco se sabe 

ainda hoje sobre os mecanismos de ação da radiação ionizante. 

Embora a idade do embrião no momento da irradia 

ção e a dose aplicada sejam consideradas como fatores fundamen 

tais na determinação da radiossensibilidade, outros fatores,fí 

sicos (o tipo de radiação, a taxa e o fracionamento de dose) , 

químicos (a pressão de oxigênio, substâncias radiomodifiçado -

rae) ou biológicos (constituição genética) podem influenciar as 

manifestações do dano da radiação. 

Certos animais, por exemplo, moluscos, ouriços-

do-mar, peixes e anfíbios podem ser considerados como organis­

mos bem adaptados para serem utilizados no estudo dos efeitos 

das radiações nos processos iniciais do desenvolvimento (Rus­

sell ft Russell, 1954; McGregor & Newcombe, 1968; Wolsky, 1982). 

A natureza semitransparente dos ovos de moluscos, fato que per 
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mite a identificação de qualquer estádio de desenvolvimento IN 

VIVO, bem como a possibilidade de obtenção de um número relati 

vãmente grande de ovos são fatores que tornam esses animais um 

material excelente para analise. 

Para a avaliação da resposta biológica dos orga 

nismos frente ã radiação, uma variedade de parâmetros pode ser 

analisada. Dentre eles merecem consideração especial: morta­

lidade, malformações, eclosão e aberrações cromossômicas. 

1.1. Considerações Gerais sobre Mortalidade 

Um critério prático para avaliar a letalidade 

produzida por irradiação externa de corpo inteiro em um orga­

nismo consiste na utilização da chamada DI#5Q que corresponde ã 

dose letal para 50% dos integrantes da população exposta. A do 

se DL5Q(30)' i s t o ê, a dose de radiação que mata 50% da popula 

ção em 30 dias é muito empregada, por exemplo, em mamíferos,mas, 

dependendo do sistema biológico, qualquer outro período de tem 

po ou fração letal pode também ser usado. 

De modo geral, os embriões são mais radiossensí 

veis do que os adultos da mesma espécie. Assim sendo, achamos 

interessante relacionar a dose letal da radiação estimada por 

vários autores em diferentes espécies de organismos adultos de 

moluscos (TABELA I). As unidades de dose de radiação apresen­

tadas foram aquelas utilizadas pelos autores. 
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TABELA It Estimativa da doa* lttal d* radiação ionlzante (*) am aspâcimaa adultos da moluscos 

IDADE 00 TWULSHO 

DA COUCH* 

DOSE LETAL (DIAS) DOSE 
(TAX* DE DOSE) 

REFERENCIA 

£ japonic»(Jay) 

that» lemellosa 

"40(20 ) 

"íOUO) 

"HOÍBO) 

•"•sot to) 

"•SOliO) 

•"•sooo) 

12kR 

SkR 

2kR da raios X 
(120-ÍO0 R/kin) 

17kR 

13KR 

CkR da raios X 
(100-CSOR/min) 

Botina* • Paluabo.1951 

l a tamerculata 

Australorbis glabratus 

Planobariua — t l d i e n s l s 

Bloachalarla p f e l f i e r i 

213R 

1.200R 

1.750R 

1.7S0R 

Azevedo t COINS, 1956 

Planoberius cornaua 
lau inns ) 

Australorbls «labratus 

mutante da Brasi l a 
Porto Rico 

f t w a acuta 

Oneoaalania formosa 

2 a 210 dias 

-

4,5 a 5,5 an 
da comprimento 

"•SOííO) 

morte apoa 
3 dias 

^lOOISO) 

1.800R da Co-60 
(2,6 R/h) 

6.000 a 9.000 R da 
raios X 
(1.000 a 1.500 R/Wn) 

220k» da raios X 
(1.000 a 2.000 R/min) 

20.000 R da raios X 

Perlovagora-5xunlawiez, 

1964a 

Ravara, 1966 

Chi a Boallar, 1966 

Biompnelaria alahrata. 

capa da Porto Rico 

14-16 «as da OLioafsO) 
diâmetro da concha "<MM> 

DI*80(60) 
D t20(60) 

32.000 rad 

16.000 rad 

8.000 rad da Co-60 
(670 rad/min) 

Liard at alii, 1968 

•loaphalaria glabrata, 

capa da Porto Rico 

3 a 5 aasas da 
idada 

norta dantro da al 
gumai horas 

morta dsntro da a^ 
gun» dias 7 

150 a 250 krad 

75 a 100 krad da 
Co-60 <125krad/W 

Farvar 6 Cambar, 1969 

Massarlus obsolatus DI. 50(30) 
>70 krad 
1310 rad/min) 

Engel • Davis, 1973 

•iompnalarla glabrata. 

capa da Porto Rico 

4-7 mm da 
dlimatro da concha 

DL, 50(30) 4.900 rad da Co-60 Hichalson i Ou Bois , 
(322 iad/sag) 1981 

Physa acuta 1 a 3 mases DL, 50(80) 40 kR da raios ga- Fujita 6 Egami, 1984 
ma (250 ou S00 R/min) 

(*) Roantaan (R) é a unldada da medida da exposição da raioa X a gam. Corraseonda a produção da una carga elétrica da 2,58 x 10 
QBiaanBa em lKa de ar *8co. Rad ("radiation assorted dose") é a unidade de medida de dose de radiação absorvida. Eqüivale a 100 
erg da energia denosiMda em T^rsn da material. Core regra geral, pode-ee considerar que, para o tecido mole, 1 rad i aproxi­
madamente igual â dose resultants d* exposição ií 1 roentgan da raio* X ou radiação gama de energia intermediária. A nova unida 
da, que substitui o rad é o gray (Gy), introduzida pala CÕnlssão Internacional de Unidade* d* Radiação (OUR). Eqüivale a vrã 
energia absorvida da 1 Joule por kllogrsma da mataria. Portanto, a relação entre a unidade antiga e a nova éi 1 Cy • 100 rad. 
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Como se pode verificar na TABELA I, existe uma 

grande variabilidade nas doses de efeito letal entre os diver 

sos organismos e muitas vezes é difícil a comparação dos dados 

obtidos por diferentes autores, em virtude das diferenças nos 

métodos experimentais e nos critérios de analise adotados. Me£ 

mo dentro de uma mesma espécie, diferentes cepas podem mostrar 

graus diferentes de radios sensibilidade (Bacg & Alexander, 1961). 

Um dos primeiros trabalhos sobre a avaliação dos 

efeitos da radiação ionizante em ovos de caramujo, mutante hí­

brido de Australorbis glabratus, vetor do Schistosoma mansoni 

foi realizado por Perlowagora-Szumlewicz & Berry (1964). Na 

tentativa de averiguar a possibilidade de controlar caramujos 

transmissores da doença, os autores utilizaram doses de 2.000 

a 40.000 R de raios X nos diferentes estádios de desenvolvimen 

to. As doses de 2.000 a 4.000 R foram letais após alguns dias 

em ovos de 1-2 e 4-5 dias, respectivamente, enquanto que em­

briões de 9-10 dias resistiram a dose de 40.000 R. Perlowagora 

Szumlewicz (1964 b, 1966) verificou também um decréscimo na so 

brevida de caramujos nascidos de ovos irradiados com doses sub 

letais, em função da idade (3 a 9-10 dias) e da dose aplicada 

(2.000 a 10.000 R de raios X). Os caramujos "juvenis" (primejL 

ras seis semanas apôs a eclosão) foram os mais atingidos pela 

radiação. No entanto, apesar do pequeno número de sobreviven­

tes, os originários de ovos irradiados que conseguiram atingir 

a maturidade sexual apresentaram o mesmo padrão de crescimento 

e sobrevida encontrado em caramujos adultos controle. A auto­

ra demonstrou que a intensidade dos efeitos da radiação foi su 
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ficiente para reduzir a população de caramujos, mas não impe­

diu o reestabelecimento da população normal em gerações subse­

quentes. 

Mais recentemente, Kawano (1982) analisou os e-

feitos da cafeína e radiação gama (1.000 R) no desenvolvimento 

embrionário de mutante albino (SL) de Biomphalaria glabrata(*) 

observando também uma maior susceptibilidade dos embriões nos 

estádios mais precoces de desenvolvimento. 

A análise da radiossensibilidade de embriões do 

caramujo Physa acuta foi realizada por Ravera (1966). O efei­

to da radiação diminuiu com o aumento da idade e com o decrés­

cimo da dose de radiação. Os valores de DL50 estimados para 

os estádios de segunda clivagem (quatro blastõmeros), trocõfo-

ra, veliger e veliger evoluído ("hippo stage") submetidos a 

doses de 200 a 10.000 R de raios X (200 R/min.) foram 1075,2350, 

4900 e 10.750 R, respectivamente. Segundo Fujita ft Egami (1984), 

os valores de D L5Q(80)
 e s t i m a d o s para embriões de 0 a 7 dias, 

irradiados com doses de 0,5, 2 e 4kR de radiação gama de Cs-

137 (250 ou 500 R/min.) foram cerca de 0,9 e 2 kR para os está 

dios de ovo (0 dia) e morula (1 dia), respectivamente. A dose 

de 4 kR não afetou a taxa de sobrevida de embriões de sete dias 

apôs a oviposição. 

Em relação aos ovos do caramujo Helisoma sucre-

natum, Bonham (1955) observou uma susceptibilidade maior ã ra-

(*) 0 nane genérico Bianphalaria é considerado pela Comissão Internacional 
de Nomenclatura Zoológica como sinônimo de Australorbis (Paraense,1966). 
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diação no estádio de primeiras clivagens, especialmente nas fa 

ses de metãfase e anãfase do que nos estádios subseqüentes do 

desenvolvimento. Os valores da DL5Q no momento da eclosão pa­

ra os ovos em divisão foi 100 R e daqueles em inter fase foram 

de 300-400 R de raios X (400 R/min.). Para os estádios de tro 

cÕfora e embrião já com inicio de formação de concha (estádios 

3 - 6 ) , a DL50 oscilou entre 500 e 1.000 R. 

1.2. Considerações Geral» sobre Malformações 

A radiação ionizante é um potente indutor de 

malformações em organismos vivos. Embora muitos estudos te­

nham sido realizados em diferentes espécies de animais, os me­

canismos que levam a estas anomalias são pouco conhecidos. Sa 

be-se, no entanto, que o efeito final é precedido por uma sé­

rie de eventos anormais e complexos durante a embriogênese, re 

suitando no desvio do desenvolvimento normal dos embriões (Rus 

sell t Russell, 1954; Wilson, 1954; Wolsky, 1982). 

Os primeiros trabalhos sobre a embriologia expe 

rimental em moluscos datam do final do século passado (Crampton, 

1896). Estes organismos têm sido empregados como materiais Ci­

tei! ao estudo da enbriologia experimental, em razão de possuí 

rem as diferentes regiões do ovo já destinadas a formar os fu­

turos órgãos logo apôs a fertilização e antes da primeira d i ­

vagam. Muitos experimentos têm sido realizados utilizando pro 
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cessos ou agentes químicos ou físicos, por exemplo, várias, 

substâncias, deleção, centrifugação e choque térmico. Assim, 

consideramos interessante mencionar os principais tipos de majL 

formações encontrados em embriões de moluscos, resultantes de 

diversos tratamentos. 

Vários autores (Raven, 1942; 1949; Raven * Bur­

gers, 1952; Verdonk, 1965; Geilenkirchen, 1967; Biggelaar,1971a) 

submetendo ovos de Limnaea stagnalis de diferentes idades ã a-

çio de LiCl, obtiveram: 

. exogãstrula: embrião com aspecto vesicular sem 

a invaginação dos endômeros durante a gastru-

laçlo; 

. malformação da concha: com alteração na forma 

e no tamanho ou quando a concha é rudimentar; 

. embrião hidrõpico: com intumescimento no cor­

po e pouco desenvolvimento dos órgãos inter­

nos; 

. embrião com evaginação do estomodéo (futura 

boca); 

. malformação cefálica, principalmente aquela as 

sociada a anomalias de número e posição dos 

olhos: 

. mcnoftalmia: ausência de um dos olhos; 

. microftalmia: olhos pequenos, freqüentemente 

desiguais em tamanho e forma; 
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. trijftalmina: um olho extra na região mediana; 

. sinoftalmia: convergência dos olhos na região 

mediana; 

. ciclopia: um único olho central; 

. anoftalmia: ausência completa dos olhos; 

. duplicação dos olhos: um ou ambos os olhos du 

plicados. 

. malformação inespecífica: embrião que chega a 

gastrular, porém apresenta um desenvolvimento 

anormal e que não pertence ãs classes de mal­

formações acima descritas. 

Verdonk (1965) verificou em ovos de L.stagnalis 

—5 

que o tratamento com lltio (2, 2,5 e 3,5 x 10 M) causou mal­

formações cefálicas especificas, dependendo do estádio de de­

senvolvimento submetido ao tratamento. Verificou que os ovos, 

antes da primeira clivagem e no início da gãstrula, foram mui­

to resistentes aos distúrbios morfogenéticos, pelo menos na ai 

teração do padrão cefálico. As susceptibilidades maiores fo­

ram encontradas nos estádios de segunda e quarta clivagenj e 

blãstula, obtendo, respectivamente, malformações cefálicas dos 

tipos teratomórfico, acefãlico e monoftálmico. As malforma­

ções da série ciclocefãlica, que, segundo o autor, incluem si­

noftalmia, ciclopia, anoftalmia e acefalia e que seriam resul­

tantes da alteração da simetria bilateral da região cefálica , 

foram obtidas quando os embriões foram tratados com LiCl no es 

tãdio final da biástula. Na tentativa de explicar a origem de 
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vários tipos de malformações encontrados, o autor partiu da hi 

pôtese de que as substâncias ditas morfogenéticas representa -

riam um importante papel na determinação de estruturas da re­

gião cefãlica nestes organismos. 

A natureza das substâncias morfogenéticas é ma­

teria de especulação, mas vários autores (Geilenkirchen, 1964; 

Bocn-Nierroeijer, 1987) admitem que elas estariam localizadas no 

pólo animal do ovo, antes da primeira clivagem e que seriam 

responsáveis pelo destino dos blastômeros dos ovos de moluscos 

(Dongen et alii, 1981}. Durante as clivagens subseqüentes, es 

tas substâncias seriam distribuídas entre os micrõmetos do pri 

meiro quarteto no pólo animal. As malformações cefãlicas expe 

rimentais seriam, segundo Verdonk, resultantes da interferên -

cia do litio na clivagem, que afetaria o desenvolvimento do pa 

drão cefãlico muito seriamente, especialmente nos estádios de 

dois ou quatro blastômeros, causando malformações cefãlicas te 

ratomõrficas, enquanto que uma distribuição anormal de fatores 

morfogeneticos seria consolidada por subseqüentes clivagens. A 

pôs a terceira clivagem, o litio interferiria, interrompendo a 

clivagem em todas as linhagens do primeiro quarteto de micrôrae 

ros, produzindo embriões acefãlicos ou em certas linhagens ce­

lulares somente, originando embriões monoftãlmicos, dependendo 

da fase de desenvolvimento no momento do tratamento. Eventual 

mente, a determinação da simetria bilateral da região cefãlica 

seria influenciada pelo tratamento com litio, resultando em 

malformações ciclocefálicas. 



12 

Raven (1942) obteve exogâstrula utilizando solu 

ção de LiCl em ovos de L.stagnalis. A fase de maior sensibili^ 

dade para o desenvolvimento de exogâstrula, segundo Raven et 

alii (1947) foi no estádio de dois a quatro blastômeros. Gei-

lenkirchen (1967) verificou também em ovos de L.stagnalis tra 

-2 tados com LiCl (5 x 10 M) que, entre a oviposiçao e a terceira 

clivagem, a maior freqüência de exogâstrula ocorreu entre a 

prõfase da segunda e da terceira clivagem, sendo que estádios 

anteriores e posteriores a este período de desenvolvimento ra­

ramente resultaram em exogâstrula. O autor sugeriu que, por 

ocasião da segunda clivagem, ocorreria um processo especifico 

relacionado com a gastrulação e que o tratamento com litio afe 

taria o processo indutivo importante para a gastrulação. Big-

gelaar (1971 a) observou ainda que nessas exogástrulas induzidas por n _ 

tio ocorre uma sincronia na divisão de todas as células do pri 

meiro quarteto de micrômeros Ia - ld após o estádio de 24 

blastômeros (blãstula), enquanto que, em embriões normais, o 

blastomero ld se divide trinta minutos apôs os outros três mi 

crômeros pertencentes ao mesmo quarteto (Biggelaar, 1971b), is 

to é, este quarteto de blastômeros em condições normais não se 

dividem sincronicamente. 0 mesmo autor observou ainda que as 

futuras exogástrulas atingem a fa3s de 16 células (quinta cli­

vagem) normalmente, mas as células vegetativas que seguem a dî  

visão são consideravelmente retardadas. 0 autor admitiu que 

este atraso está associado à supressão da assincronia de divi­

são do primeiro quarteto de micrômeros e ao bloqueio de gastru 

lação. Em embriões que não se desenvolveram em exogâstrula, a 
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cronologia da divisão não foi influenciada. 0 fato do trata­

mento por lítio aplicado no estádio de quatro blastômeros in­

terferir o padrão de clivagem somente após a quinta clivagem , 

levou o autor a sugerir que, durante o desenvolvimento normal, 

as divisões no estádio de 16 células provavelmente já estejam 

programadas no início do estádio de quatro blastômeros. 

Kawano et alii (1979) analisaram os efeitos da 

cafeína (0,1%) sobre os vários estádios do desenvolvimento em­

brionário de um mutante (albino) de Biomphalaria glabrata. A-

lém da malformação da concha, encontraram embriões teratomor -

fos, cuja freqüência aumentou consideravelmente após a primeî  

ra clivagem, atingindo o máximo no estádio de gãstrula ( 34% ) 

e finalmente decaindo no estádio de trocófora (2%). Posterior 

mente, Simões ft Kawano (1982) e Kawano ft Simões (1987) utili­

zando o tipo selvagem de B.glabrata encontratam malformações ce 

fálicas dos tipos monoftalmia e duplicação destra e sinistra 

dos olhos em embriões, tratados com cafeína no estádio de pri­

meira clivagem. 

Os efeitos de substâncias como cloreto de 2-clo 

ro-etil trimetil amõnio (CCC) nas concentrações de 10" e 10 M 

e giberellna (GA3) a 0,25 ppm (Kawano et alii, 1982) foram ana 

Usados em embriões de B.glabrata. Os autores obtiveram vári 

os tipos de malformações, por exemplo, exogãstrula, malforma -

ção da concha, malformações inespecíficas e diversas anomalias 

cefSlicas como monoftalmia, duplicação dos olhos e anoftalmia. 



14 

Experimentos de deleção para verificar a poten­

cialidade morfogenética de blastômeros foram realizados por 

Cather et alii (1976) em L.stagnalis, L.(stagnicola) palustris 

e Bithynia tentaculata e por Clement (1967) em Ilyanassa obso­

leta. Os resultados mostraram que a remoção de um determinado mi 

crõmero no estádio de terceira clivagem acarretou ausência do 

olho direito (monoftalmia sinistra) ou esquerdo (monoftalmia 

destra) do embrião, dependendo do micromero removido (Ia ou lc). 

Por outro lado, Cather (1967) observou em embrião de I.obsoleta 

que a deleção de um determinado micromero (2d) no estádio de 

quarta clivagem causou uma anomalia na concha. 

Efeitos da centrifugação (640 Xg por 10 minu­

tos) em ovos de L. stagnalis nos estádios entre a oviposição 

e a terceira clivagem foram analisados por Geilenkirchen (1964X 

Em decorrência desse tratamento, foram obtidos vários tipos de 

malformações, entre as quais, exogástrula, malformações cefãli 

cas e inespeclficas. Verificou-se um atraso na clivagem, sen­

do maior na prõfase da segunda e terceira clivagens, enquanto 

que os efeitos morfogenêticos foram mais acentuados na telófa-

se da primeira, segunda e terceira clivagens. 0 autor atri­

buiu o atraso ao rompimento do aparelho mitõtico, e o efeito 

morfogenético da centrifugação a um distúrbio na distribuição 

normal das substâncias ntorfogenêticas entre os blastômeros. 

Geilenkirchen (1966) e Boon-Niermeijer (1976)ve 

rificaram os efeitos de choque térmico (379 - 38<?C) em ovos 
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de Lymnaea nos estádios de primeiras clivagens. Observaram a 

ocorrência de anomalia da concha, malformações cefâlicas e i-

nespeclficas, exogâstrula e embriões hidrôpicos. Os autores 

verificaram também um maior ou menor grau de susceptibilidade 

ã indução de malformações relacionado con o estádio do ciclo 

celular durante o qual as células foram submetidas a choque 

térmico. Quando o estresse térmico foi aplicado antes da me-

táfase, observou-se um atraso na clivagem, mas com completa re 

cuperação, não se verificando efeitos morfogenéticos. Entre­

tanto, quando o tratamento térmico se deu durante a metãfase -

anãfase, houve um dano irreversível na mitose, causando anoma­

lias morfogenêticas. Estas observações conduziram ã hipótese 

de que o choque térmico interferiria num processo relevante pa 

ra a divisão celular, e que o distúrbio na norfogenese seria 

resultante da alteração na cronologia da divisão celular. 

Labordus (1971) analisou os efeitos da radiação 

ÜV (2.400 a 2.800 A) em ovos de L.stagnalis entre a oviposição 

e a quarta clivagem e obteve exogâstrula, embriões hidrôpicos 

e malformações cefâlicas. Verificou-se que os distúrbios na 

morfogênese eram, em parte, decorrentes da perda ou da distri­

buição anormal is material cormossômico entre os blastômeros. 

Em relação a malformações obtidas pela ação da 

radiação ionizante durante o desenvolvimento embrionário de mo 

luscos pode-se mencionar o trabalho de Kawano (1982) que analî  

sou os efeitos de uma dose de 1.000 R de Cs-137 e cafeína (0,1%) 
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em mutante de B.glabrata. A autora verificou a ocorrência de 

embriões teratomorfos em todos os estádios analisados, verifi­

cando também uma maior incidência de malformação da concha em 

trocõfora jovem, estádio em que se inicia a formação da glindu 

Ia da concha. 

Tendo em vista o que foi exposto, tanto a idade 

do embrião, como a fase do ciclo celular no momento do trata­

mento parecem estar intimamente relacionadas com a indução de 

anomalias mor0fogenéticas. Aparentemente, os mesmos tipos de 

malformações são produzidos por diferentes tratamentos em em­

briões de moluscos. 

1.3. Considerações Gerai» sobre Eclosão 

Carvalho et alii (1974) verificaram os efeitos 

da radiação gama nas doses de 500 a 4.000 rad (2.890 rad/min.) 

sobre a eclosão dos ovos de Pomacea haustrum (Prosobranchia,Pi^ 

lidae) com menos de 24 horas apôs a oviposição. Verificaram u 

ma inibição e atraso na eclosão, dependentes da dose aplicada. 

Mos grupos controlo e irradiados com 500, 1.000 e 1.500 rad, a 

eclosão ocorreu entre o 119 e o 149 dia apôs a postura, com 

89,0, 41,6, 35,5 e 21,1%, respectivamente. Os grupos irradia­

dos com 2.000, 3.000 e 3.500 rad, a eclosão ocorreu entre o 

129 e o 169 dia, cujas taxas de eclosão foram sensivelmente 

mais baixas em relação ao controle, com 7,9, 4,9 e 0,3%, res-
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pectivãmente. Nas desovas irradiadas com 2.500 e 4.000 radnão 

se verificou a eclosão até 30 dias após a exposição. 

A taxa de eclosão foi também grandemente reduzjL 

da pela radiação em embriões de Physa acuta, irradiados com 

200 a 10.000 R de raios X (200 R/min.) nos vários estádios de 

desenvolvimento (Ravera, 1966}. O efeito foi mais pronunciado 

irradiando os estádios menos evoluídos. A porcentagem de eclo 

são diminuiu com o aumento da dose e, para a mesma dose, com o 

decréscimo da idade do embrião irradiado. Similarmente, o au­

mento da dose ampliou o intervalo da oviposição até a eclosão, 

e a mesma dose, em estádios mais precoces, ampliou ainda mais 

os intervalos. 

Perlowagora-Szumlewicz & Berry (1964) e Perlowa 

gora-Szumlewicz (1966) observaram que 40% dos embriões de Aus-

tralorbis glabratus com 3 dias de idade, submetidos a 2.000 R 

de raios X, se desenvolveram e eclodiram, enquanto que 72% dos 

embriões de 4-5 dias, irradiados com a mesma dose, eclodiram e 

apenas 24% nasceram de ovos irradiados com 3.000 R da mesma i-

dade embrionária. Doses de exposição de 25.000 a 40.000 R não 

impediram a eclosão de emb.ioes de 9-10 dias, chegando a nas­

cer 68% dos caramujos. Verificou-se ainda que, enquanto os o-

vos controle eclodiram entre o 89 ao 119 dia , os ovos trata­

dos eclodiam com uma defasagem relativamente grande, entre o 

209 e o 299 dia após a postura. Com base nestas observações,a 

autora sugeriu que durante o período de atraso possa ocorrer u 
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ma recuperação de danos subletais de radião antes de atingir a 

eclosão. 

1.4. Considerações Gerais sobre Aberrações Croaossõalcas 

£ fato conhecido que a radiação ionizante ê efi 

caz em produzir aberrações cromossomlcas em células de eucario 

tos. Dependendo da organização submicroscõpica dos cromossomos, 

diferentes tipos de aberrações podem ser produzidos nas várias 

fases do ciclo celular: do tipo cromossõmico com irradiação na 

inter fase Gi, antes da duplicação do DNA; do tipo cromatídlco em 

G2, apôs a duplicação do DNA; uma mistura destes dois tipos em 

S e do tipo subcromatldico, na prõfase tardia (Casarett, 1968; 

Kihlman, 1977; Natarajan & Zwanenburg, 1982; Stephan, 1986). 

Estes grupos de aberrações estruturais são clas_ 

sifiçados de acordo com a porção afetada dos cromossomos. Sua 

formação exige quebras nos cromossomos, isto é, descontinuida-

des maiores que a largura da própria cromátide. A ocorrência 

de descontinuidade menor do que a largura de uma cromátide, eu 

ja porção distai permanece na mesma direção da porção proxi -

ai é chamada de falha acromática ou "gap". Originalmente, as 

falhas foram classificadas como quebras, mas uma vez que elas 

não produzem fragmentos acêntricos na anãfase, deixaram de ser 

consideradas como descontinuidades verdadeiras. Nu entanto, 

muitos autores sustentam a hipótese de que as falhas devem ser 

incluídas entre as aberrações cromossomlcas estruturais, e que, 
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se não são fraturas verdadeiras, devem ser locais predispos­

tos a essas lesões. 

Uma quantidade considerável de dados aponta o 

DNA como a principal molécula critica do dano da radiação e 

que alterações na estrutura do DNA podem levar ã formação de a 

berrações cromossômicas (Bender et alii, 1974; Scott & Zampet-

ti-Bosseler, 1980, 1982; Zampetti-Bosseler ft Scott, 1981; Aar-

dema ft Preston, 1986; Takahashi et alii, 1986). Há, essencial 

mente, quatro tipos de lesões induzidas no DNA por radiação io 

nizante (Radford, 1986; UNSCEAR, 1986): quebra na fita sim­

ples, quebra na fita dupla, danos de base, e ligações cruzadas 

entre DNA-DNA, DNA-protelna etc. Muitas dessas lesões primá­

rias são, contudo, reparadas rapidamente para reverter ã confi 

guração original; um erro neste reparo, entretanto, pode levar 

â formação de aberrações cromossômicas (Bender et alii, 1974). 

Dentre os diferentes tipos de lesões induzidas no DNA pela ra­

diação, as quebras na fita dupla parecem ser uma das princi­

pais lesões envolvidas na produção de aberrações cromossômi­

cas (Natarajan & Zwannenburg, 1982; Natarajan et alii, 1986; 

UNSCEAR, 1986). Contudo, pouco se sabe ainda hoje sobre o 

mecanismo de formação de aberrações cromossômicas. Há, básica 

mente, duas hipóteses que tentam explicar como se origina uma 

mudança estrutural. A primeira hipótese lançada foi a de "que 

bra e reunião" ("breakage-and-reunion") proposta por Sax (1938)* 

Esta hipótese propõe que a radiação ionizante produz uma quebra física nos 

cromosscmos.As extremidades quebradas dos cromossomos podem reconstituir a 
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configuração originate dessa maneira os cromossomos aparecem normais; fun 

dir-se com outra extremidade quebrada próxima para dar origem 

a uma aberração de rearranjo, ou permanecer abertas, aparecen­

do como quebras cromossômicas ou cromatídicas na metãfase. As 

principais características desta hipótese são: o evento prima 

rio ê uma quebra nos cromossomos, a quebra e reunião são even­

tos independentes, separadas no tempo, e as deleções terminais 

envolvem somente uma quebra, enquanto que os rearranjos, duas 

quebras. 

A segunda hipótese, a de "troca" ("exchange") 

foi formulada por Revell (.1966, 1974). Postula a passagem de 

uma partícula ionizante nos cromossomos causando uma lesão me­

nos drástica, uma instabilidade local nos cromossomos. Quando 

duas dessas lesões estiverem próximas uma da outra no tempo e 

no espaço, elas, eventualmente, poderão se associar e, ocorren 

do uma interação reciproca entre os eventos primários, produ -

zir uma troca que poderá ser acompanhada por uma quebra no pon 

to de troca. Dois locais de danos em diferentes cromossomos po 

dem produzir uma aberração de rearranjo. Porem, quando a ins­

tabilidade ocorrer em ambas as cromátides-irmãs, ou numa mesma 

cromãtide num ponto onde a cromãtide forma uma alça, a troca 

poderá eventualmente resultar em uma deleção. A teoria propo£ 

ta por Revell difere da anterior em dois aspectos principais: 

o evento primário da radiação não é meramente uma quebra, mas 

sim, uma lesão inicial, um estado ativado que conduz â instabi_ 

1idade local e que todas as aberrações induzidas, incluindo de 
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leções terminais, originam-se de interação entre duas regiões 

danificadas. 

Muito se discute sobre a validade dessas duas 

hipóteses e embora elas tenham sido propostas como formas al­

ternativas, atualmente aceitam-se ambas como válidas para ex­

plicar os mecanismos de formação de aberrações cromossôraicas 

(Lawrence, 1971; Kihlman, 1977). 

Vários estudos sugerem que as aberrações cromos_ 

sômicas representam um papel essencial na morte reprodutiva das 

células, isto é, na perda da capacidade de se dividirem, tanto 

em vegetais como em animais (Kihlman, 1977). Utilizando-se di 

ferentes critérios de morte reprodutiva, vários autores encon-

tratam uma relação estreita entre freqüência de aberrações cro 

mossômicas e inibição da capacidade germinativa do polêm de 

Tradescaptia paludosa (Evans, 1968), redução no crescimento da 

raiz de Vicia faba (Read, 1961), bem como perda da capacidade 

de formar colônias em células IN VITRO (Dewey et alii, 1970; 

Bedfcrt et alii, 1978; Scott & Zampetti-Bosseler, 1985). 

Algumas doenças que afetam o homem são causadas 

por defeitos de reparo e estão associadas a quebras cromossôm^ 

cas, por exemplo, anemia de Fanconi, ataxia telangectasica,sln 

drome de Bloon e Xeroderma pigmentosum (Be^g, 1979; Therman , 

1986). 
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Tumores induzidos por substâncias carcinogenic 

cas em camundongos, ratos, hamster e cobaias apresentam cêlu-

Ias com anomalias cromossomicas (Di Paolo & Popescu, 1976). 

Orna grande maioria de células cancerosas humanas, 

varias formas de leucemia, linfornas e tumores sólidos são 

cromossomicamente anormais com defeitos estruturais, desequi­

líbrio numérico ou ambos (Yunis, 1983; Le Beau et alii, 1985). 

Aberrações cromossomicas são encontradas também 

em pessoas expostas acidentalmente à radiação (Bender ft Gooch, 

1962a;Brewen et alii, 1972), em pessoas submetidas a terapéuti 

ca ou diagnóstico por radiação (Conen et alii, 1963) e em so­

breviventes de Nagasaki e Hiroshima (Miller, 1969; Lloyd, 1979). 

Uma associação intima entre aberrações cromossõ 

micas e anomalias do desenvolvimento foi verificada por vários 

autores em diversos animais, inclusive no homem. McGregor ft 

Newcombe (1972) encontraram em truta Salmo gairdnerii uma sé­

rie de malformações dos olhos, incluindo monoftalmia, anoftal-

mia e ciclopia em descendentes de ovos fertilizados com esper-

ma irradiado (com 25 a 400 rad de radiação gama). Os autores 

atribuíram essas malformações, predominantemente ã indução de 

aberrações cromossomicas. 

Segundo Wolsky (1982), várias anomalias de de­

senvolvimento produzidas pela radiação durante a embriogênese 

e a organogênese em diversas espécies de animais, incluindo an 

flbios, répteis e mamíferos, podem estar correlacionadas com a 
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barracões cromossomicas. Observações análogas foram feitas por 

Rugh (1969) ao examinar células de um feto de camundongo irra­

diado com doses de 100 a 500 rad de raios X, no 99 dia de pre 

nhez, período considerado particularmente radiossensível à in 

dução de anomalias congênitas. Verificaram-se, além da indução 

de aneuploidia, vários tipos de aberrações estruturais. 0 au­

tor sugeriu que os cromossomos alterados por radiação fossem 

responsáveis pela indução de vários tipos de anomalias congêni 

t&s. 

Matsuda et alii (1983, 1985a) observaram vários 

tipos de aberrações cromossomicas estruturais, por exemplo, fa 

lhas acromãticas, quebras, fragmentos, translocações e anéis 

em zigotos de camundongos, irradiados e cultivados IN VITRO. 

Os resultados citogenêticos obtidos mostraram uma estreita as­

sociação entre morte embrionária e aberrações cromossomicas ra 

dioinduzidas. Resultados similares foram obtidos por Reichert 

et alii (1984) em embriões de camundongos. Brent et alii (1986) 

verificaram que a perda de embriões de mamíferos (roedores e 

inclusive o homem) durante o período de implantação no útero é, 

provavelmente, ocasionada em virtude do dano cromossômico. 

Carr (1963) verificou uma incidência relativa -

mente alta de aberrações numéricas ou estruturais (cerca de 

20%) em abortos espontâneos na espécie humana. Aberrações en­

volvendo os grupos 17-18 e 21-22 foram identificadas em casos 

de ciclopia humana (Cohen, 1966; Nitowsky et alii, 1966). Uma 
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reavaliação feita recentemente (UNSCEAR, 1986) estima que cer­

ca de 40% dos abortos espontâneos que ocorrem no período de 

5-28 semanas de gestação, 6% das mortes neonatais e 5% das a-

normalidades congênitas estão associados a problemas cromossõ-

micos. 

Diante do que foi exposto, a indução de aberra­

ções cromossomicas pela radiação constitui, provavelmente, uma 

das principais manifestações biológicas perceptíveis do dano 

em células proliferativas (Geard, 1982). Assim, a análise cro 

mossômica pode fornecer informações úteis, por exemplo, sobre 

a predição da susceptibilidade de sistemas irradiados ao dano 

genético da radiação. 

Bender e Gooch (1962b) baseados na consistência 

da relação entre dose aplicada e freqüência de aberrações,tan­

to IN VIVO como IN VITRO, em linfõcitos de sangue periférico , 

foram os primeiros a propor o exame das aberrações cromossomi­

cas para a avaliação quantitativa de doses absorvidas de radia 

ção. São relatados vários casos na literatura mostrando uma 

coerência entre os valores de doses, estimados por métodos fí­

sicos, após a exposição de corpo inteiro de indivíduos e aque­

les avaliados por métodos citogenéticos. Dessa forma, os lin­

fõcitos periféricos são considerados, ao lado da dosimetria fí 

sica, os tipos celulares adequados para serem utilizados como 

"dosímetros biológicos", em virtude de sua alta radiossensibi-

lidade, e por constituírem uma população naturalmente sincrôni 
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ca de células (Dolphin et alii, 1973; Lloyd, 1979; Lloyd t 

Edwards, 1983; Preston, 1935; Stephan, 1986). 

Os tipos mais comuns de aberrações utilizadas pa 

ra este propósito são as aberrações acentricas (fragmentos e a 

niis aoentricos) e as de rearranjo (anéis centricos e principalmente 

dicêntricos) que em virtude da facilidade de sua identificação 

são consideradas as melhores indicadoras de dano por radiação 

(Buckton * Evans, 1973). Todas essas aberrações são chamadas 

de "instáveis" pelo fato delas serem perdidas durante a divi­

são celular. De fato, os cromossomos acêntricos, visto não a-

presentarem centrômero, são impossibilitados de se orientarem 

no fuso mitõtico. Jã os dicêntricos freqüentemente resultam na 

formação de pontes na anáfase, podendo interferir na separação 

física das duas cêlulas-filhas. Assim sendo, estes tipos de 

aberrações podem ser eliminados seletivamente da população de 

células proliferativas (Carrano * Heddle, 1973; Braselmann et 

alii, 1986). Não obstante estas observações, a análise citoge 

nética realizada em linfõcitos de sobreviventes de Nagasaki e 

Hiroshima (Awa et alii, 1978) e de pessoas aciden­

talmente expostas à radiação (Bender & Gooch, 1962a), mostrou 

que aberrações cromossômicas "instáveis" podem persistir por 

vários anos. Um dos exemplos extremos são as anomalias citoge 

néticas complexas observadas nos sobreviventes da explosão ato 

mica 20 ou mesmo 35 anos após a exposição (Miller, 1969,Lloyd, 

1979). 



26 

I.5« Blo^phalaria glabrata como Material de Estudo 

Entre os caramujos do gênero Biomphalaria, a 

espécie glabrata representa um dos importantes vetores da es-

quistossomose, doença endêmica que afeta mais de 200 milhões de 

pessoas em cerca de 70 países, principalmente na América do 

Sul, Africa e Oriente Médio (Marston ft Hostettmann, 1985). Pe 

la sua importância médica e social, estudos com esta espécie de 

caramujo têm tratado diversos aspectos, por exemplo, a biolo -

gia da reprodução (Paraense ft Deslandes, 1955; 

Scherrer et alii, 1976), sistemática (Paraense, 1975), epide-

miologia (Rey, 1956; Barbosa, 1970), embriologia (Carney ft Ver-

donk, 1970; Kawano et alii, 1985b) e citogenêtica (Simões et 

alii, 1985). Contudo, no que diz respeito ã influência da ra­

diação ionizante sobre o desenvolvimento embrionário de B.gla­

brata pouco tem sido feito. No tocante ao estudo de anormali­

dades cromossomicas radioinduzidas só constam da literatura os 

trabalhos de Narang (1974) e Narang & Narang (1974). 

Investigações sobre esta espécie de caramujo são 

de especial interesse não somente do ponto de vista da impor -

tância como hospedeiro intermediário do Schistosoma mansoni, 

mas também pode constituir um material favorável para se avali 

arem os efeitos da radiação, o que possibilita uma comparação 

com outros sistemas biológicos. Trata-se de um organismo de 

fácil manutenção e manipulação em condições de laboratório, a-

presentando um período embrionário relativamente curto, o que 
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possibilita a coleta de dados concernentes ao comportaamento de 

embriões em espaço de tempo curto. Além disso, a embriologia 

deste caramujo jâ foi analisada minuciosamente por Camey * 

Verdonk (1970). 



2. OBJETIVOS 

Este trabalho foi realizado com o intuito de 

contribuir para a avaliação dos possíveis efeitos da radiação 

gama de Co-60, nos processos iniciais de desenvolvimento embrî  

onario do caramujo Biomphalaria glabrata, focalizando os aspec 

tos seguintes: 

i) análise da radiossensibilidade de embriões 

submetidos a doses de 5, 10, 15, 20 e 25 Gy 

nos estádios de ovo, blástula, gãstrula, tro 

côfora jovem, trocõfora e veliger, levando -

se em consideração três parâmetros biológi­

cos: mortalidade, malformações e eclosão. A 

escolha desses parâmetros decorre de sua 

grande ocorrência na literatura guando se tra 

ta de susceptibilidade de embriões. Além 

disso, esses parâmetros são facilmente mensu 

ráveis e passíveis de comparação quantitativa. 

ii) análise dos efeitos citogenéticos da radia­

ção ionizante em embriões no estádio de blás 

tula expostos a doses de 5, 10 e 15 Gy. 



3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material 

Etapregaram-se nos experimentos desovas de Biompha 

laria glabrata (Say, 1818) (Mollusca: Gastropoda) (FIGURA 1) , 

tipo selvagem. Cada desova contêm um número variável de ovos, 

envoltos individualmente pela cápsula do ovo (FIGURA 2). Os 

espécimes utilizados foram coletados de uma criação mantida em 

laboratório por aproximadamente 12 anos, provenientes de Lagoa 

Santa (MG). Os caramujos adultos foram mantidos â temperatura 

ambiente, em cubas de plástico (25 x 55 x 17cm) com cerca de 

20 litros de água desclorada, continuamente arejada por meio 

de uma bomba de aeração e alimentados com folhas de alface fres 

ca ou seca, ad libitum. 

As FIGURAS 3 e 4 mostram os vários estádios de 

desenvolvimento embrionário de B.glabrata utilizados nos expe­

rimentos . 
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FIGURA 1: Espécimes adultos de Biomphalaria olabrata. medindo 

cerca de 14 mm de diâmetro da concha. 

FIGURA 2: Desova de Biomphalaria qlabrata , contendo vários o 

vos, envoltos por uma cápsula do ovo. Estes ovos 

se encontram no estádio de blástula . O maior diâ­

metro da cápsula do ovo mede cerca de 600 a 

750 um. 
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FIGURA 3: Estádios de primeiras clivagens do ovo de B.glabra 
ta; a) início da primeira clivagem, mostrando ü 
sulco de clivagem no pólo animal do ovo. A seta 
indica a presença de corpúsculos polares: b, c, d, 
e, f) estádios de deis blastomeros, mostrando a ca 
vidade de clivagem entre os blastomeros (e,£); g ~ 
h, i) segunda clivagem do ovo com quatro blastome­
ros; j, k' D terceira clivagem do ovo com oito 
blastomeros. Neste estádio ocorre a diferenciação 
morfolõgica dos blastomeros com quatro micrSmeros 
(m) no pólo animal e onatro macromeros (M) no pólo 
vegetativo do ovo (1). 200x 
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FIGURA 4: Vários estádios de desenvolvimento de B.glabrata: 

a) blástula (160X); b) perfil de gãstrula. PV = põ 

Io vegetativo, PA = pólo animal. A seta indica a 

região do futuro blastôporo ( 120X); c) gãstrula 

vista pelo pólo vegetativo ( 120X); d) trocofora 

jovem (120X)• e) trocofora. cb » região da cabeça; 

ch » região da concha (120X ); f) veliger ou 

"hippo stage", ch = concha; p = pé, o = olho; t = 

tentáculo ( 80X). 
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3.2. Métodos 

3.2.1. Identificação dos Estádios Embrionários 

Adotaram-se os critérios de Carney & Verdonk 

(1970) na identificação dos estádios de desenvolvimento de B. 

glabrata, mantidos ã temperatura de 259C. A idade do embrião 

foi determinada escolhendo-se a primeira segmentação do ovo, 

como sendo o ponto de referência para os demais estádios embri 

onãrios, uma vez que o período de tempo entre a oviposição e a 

primeira clivagem não ê regular. Por causa da assincronia no 

processo de divisão dos ovos da mesma desova, convencionou - se 

ser tempo zero a ocasião quando 50% dos ovos da mesma desova a 

presentaram o sulco de segmentação no pólo animal do ovo na 

primeira clivagem (FIGURA 3,a) (Estádio 1, segundo Raven,1946). 

Foram utilizados seis estádios: 

1) primeiras clivagens do ovo, incluindo a pri­

meira, a segunda e a terceira clivagens, con 

tendo de um a oito blastômeros (0 a 3 horas 

e 50 minutos de idade); 

2) blãstula, com aproximadamente 24 a 64 biasto 

meros (6 a 15 horas); 

3) gãstrula (24 a 30 horas); 

4) trocôfora jovem (48 a 54 horas); 

5) trocôfora (72 a 78 horas); 

6) veliger jovem (100 a 110 horas). 
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3.2.2. Coleta das Desovas 

Além de oferecer uma melhor facilidade para co­

leta de desovas, tiras de plástico transparente deixadas flu­

tuando na superfície da água foram usadas preferencialmente pa 

ra oviposiçãb. Cada desova foi recortada do plástico com o au 

xilio de uma tesoura. Os ovos foram contados e classificados 

de acordo com o estádio embrionário. A coleta das desovas foi 

realizada em diversas épocas do ano. 

3.2.3. Condições de Irradiação 

As desovas foram mantidas numa placa de Petri 

(.5 cm de diâmetro x 2 cm de altura), dispostas na periferia,ccm 

o mínimo de água, o suficiente para evitar a dessecação. Os em 

briões foram irradiados numa fonte de Co-60 "GAMMACELL 220 IR­

RADIATION UNIT" da Comissão de Energia Nuclear do Canadá Limitada. 

A taxa de dose média foi 136 Gy/h. A dose foi recalculada men 

salmente, levando-se em consideração um decaimento de 0,989 % 

por mês. 

3.2.4. Análise da Radiossensibilidade de Embriões 

Para o estudo da radiossensibilidade de embrî  

ões foram utilizados três parâmetros biológicos - mortalidade, 

malformações e eclosão - como critérios de avaliação dos efei­

tos da radiação ionizante. 
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O primeiro passo para a realização do presente 

trabalho foi a escolha da faixa de dose adequada a este siste­

ma biológico. As referências na literatura são pouco numero­

sas no que diz respeito ao estudo da radiossensibilidade de em 

briões de moluscos. Além disso, a extrapolação nem sempre é 

aplicável, visto tratar-se de diferentes espécies e cepas, di­

versos critérios de análise e condições experimentais emprega­

dos. Assim sendo, as doses estabelecidas, 5 a 25 Gy foram es­

colhidas com base em experimentos preliminares realizados. As 

doses usadas delimitaram a região de letalidade que abrangeu 

desde a dose subletal até a dose que provocou cerca de 90% de 

mortalidade e permitiram analisar outros parâmetros além da 

mortalidade, ou seja, malformações e eclosão. 

Para cada estádio embrionário, as desovas foram 

separadas ao acaso em vários lotes, contendo, cada um, cerca de 

100 - 200 embriões. Cada lote foi irradiado separadamente,com 

doses únicas de 5, 10, 15, 20 e 25 Gy de radiação gama. Oe ca 

da estádio er.Jbrionário, um lote foi usado como testemunha (0 

Gy). Em virtude da alta mortalidade de ovos observada nos es­

tádios de clivagem, blãstula e gãstrula quando submetidos a 

15 Gy, aplicaram-se doses mais altas somente aos estádios de 

trocófora jovem (20 Gy), trocõfora (20 e 25 Gy) e veliger jo­

vem (somente 20 e 25 Gy). Após as irradiações, as desovas fo­

ram transferidas individualmente para recipientes de plástico 

com compartimentos contendo água desclorada e identificadas u-

ma a uma. As desovas foram mantidas em câmara climatizada a 

25 + 19C, durante todo o período experimental para evitar dis 
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crepâncias no ritmo de desenvolvimento embrionário. As obser­

vações das desovas foram realizadas diariamente ao micxoscõpio 

estereoscõpico CARL ZEISS, com aumento de 20 vezes» anotando -

se o número de embriões mortos, malformados, eclodidos ou não, 

até o 159 dia apôs a irradiaçio. Este intervalo de tempo foi 

considerado adequado para se verificar o comportamento de em­

briões submetidos â radiação, tendo em vista a duração normal 

do período embrionário ser relativamente curta, cerca de uma 

semana, â temperatura de 259 C. Foram realizados cinco répli­

cas para cada estádio embrionário. 

3.2.4.1. Embriões Mortos 

Todos os embriões mortos, malformados ou não,fo 

ram incluídos indistintamente no mesmo grupo, em vista da difî  

culdade de se fazer uma identificação precisa entre eles, uma 

vez que os embriões mortos se apresentaram intumescidos ou de­

formados . 

3.2.4.2. Embriões Malformados 

Neste grupo foram incluídos todos os embriões so 

breviventes que apresentaram malformações identificáveis IN VI 

VO. Aqueles que mostraram uma redução no tamanho ou um atraso 

no desenvolvimento, desde que não apresentassem qualquer mal­

formação visível, foram computados como embriões "normais". Fo 

ram adotados os critérios de Raven (1949), Verdonk (1965) e 

Geilenkirchen (1966) na identificação dos embriões malformados. 
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3.2.4.3. Embriões Eclodidos 

Foram considerados eclodidos os embriões que e-

•ergiram da cápsula do ovo. Em média, os embriões controle e 

clodem entre o 69 e o 99 dia apôs a primeira segmentação do o-

vo, a 259C. Neste grupo não foram computados os embriões mal-

fornados. 

3.2.4.4. Cálculo dos Parâmetros 

A cada dia de observação foi feito o cálculo das 

porcentagens de cada um dos parâmetros analisados (mortos, mal 

formados, eclodidos ou não), partindo da média ponderada das 

porcentagens das cinco réplicas, para cada um dos estádios em­

brionários considerados. 

3.2.4.5. Preparo das Lâminas de Embriões 

"IN TOTUM" 

Para a análise dos embriões "IN TOTUM" utilizou 

se o método de Camey & Verdonk (1970), que consiste nas etapas 

seguintes: 

. Operação de descapsular embriões em água fil­

trada com o auxilio de pinças de ponta fina , 

ao microscópio estereoscópico; 
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. lavagem em água filtrada, livrando-se da subs 

tância albuminosa que cobre os embriões; 

. fixação com AgNCK (Merck) a 0,75% sob luz so­

lar, até o limite celular começar a se eviden 

ciar; 

. lavagem dos embriões em água filtrada durante 

10 a 12 horas; 

. desidratação dos embriões na série alcoólica, 

50, 70 e 80% cerca de 10 horas em cada etapa; 

em álcool 96% cerca de duas horas e em absolu 

to, três vezes, 20 minutos em cada passagem , 

seguido finalmente por dois banhos de xilol, 

dois minutos cada; 

. montagem em bãlsamo entre lâmina e lamlnula. 

Um pedaço de cartolina com a parte central cor 

tada circularmente foi inserido entre a lâmi­

na e a lamlnula para dar altura suficiente pa 

ra não danificar os embriões. 

Os desenhos dos embriões foram feitos com o au­

xilio de câmara lúcida CARL ZEISS, 

3.2.5. Análise Cltogenética 

Para o estudo cromossômico escolheu-se o embri­

ão no estádio de blãstula, pois nesta fase ocorre um grande nu 

mero de divisões celulares, tornando-a muito sensível a radia-
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ção, propiciando portanto, um maior número de alterações evi-

denciâveis na análise citogenetica. Nesse sentido, os embriões 

foram irradiados com doses de 5, 10 e 15 6y e a analise citoge 

nêtica foi realizada 24 horas apôs o tratamento. Para os em­

briões submetidos a 10 Gy também foram feitas preparações cito 

lógicas 48 horas após a irradiação. 

Em desovas irradiadas a maioria dos embriões se 

encontravam nos estádios de gãstrula e trocofora jovem, 24 e 

48 horas apôs o tratamento, respectivamente. Para os grupos 

controle foram utilizados embriões nos estádios de desenvolvi­

mento equivalentes aos dos grupos irradiados. 

3.2.5.1. Preparo das Lâminas Citológicas 

Foram utilizados aproximadamente 50 embriões pa 

ra cada preparação citolõgica. Para a obtenção dos cromos -

somos metafãsicos empregou-se a técnica de suspensão celular de­

senvolvida por Kawano et alii (1987) com algumas modificações: 

. tratamento das desovas em solução de colchici 

na (Sigma) a 0,05%, por 2 a 4 horas, a 289C; 

. operação de descapsular os embriões em solu -

ção hipo tônica de ei trato de sódio (Na,CgH507 

2H~0), a 0,2%, retirando-se toda a massa gela 

tinosa que cobre os embriões; 

. várias lavagens em eitrato de sódio a 0,2%; 
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. prêfixação em solução de ácido acitico a 5% , 

por 5 minutos; 

. fixação em etanol: ácido acêtico (3:1), 3 ve­

zes, por 30 minutos em cada etapa; 

. dissociação mecânica dos embriões em solução 

de ácido acético a 50% com a ajuda de uma mi-

cropipeta para desfazer por completo as célu­

las do embrião; 

. gotejamento do material numa lâmina preaqueci 

da a 409C e secagem ã temperatura ambiente por 

cerca de 24 horas; 

. hidrólise em solução de HC1 1 N em banho - ma 

ria, a 60?C, durante 6 minutos e várias lava­

gens em água destilada; 

. coloração com Giemsa (Merk) a 2% em solução 

tampão fosfato pH 6,9, durante 10 minutos, Ia 

vagem em água destilada e secagem â temperatu 

ra ambiente; 

. montagem em Permount entre lâmina e laminula. 

3.2.5.2. Análise das Lâminas 

Fez-se a observação cromossômica num fotomicro£ 

copio CARL ZEISS com objetiva de imersão 100 X, ocular 8 X e 

optovar 1,25. Para cada dose de radiação, 24 e 48 horas após 

a exposição, foram examinadas 450 a 550 metáfases, escolhidas 

aleatoriamente. Os cromossomos foram classificados de acordo 
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com o critério estabelecido por Levan et alii (1964), baseando 

se na posição centromêrica dos cromossomos. 

As metâfases obtidas foram classificadas segun­

do dois critérios básicos: a) quanto ao número de centrômeros 

e b) quanto â presença de aberrações estruturais, cromôssomi-

cas ou cromatldicas. As metâfases contendo 2n-l e 2n-2 centro 

meros foram incluídas nas análises, porém aquelas com menos de 

2n-2 centrômeros foram desprezadas. As aberrações estruturais 

foram classificadas segundo Buckton ft Evans (1973) e de acordo 

com a "International Atomic Energy Agency" (IAEA, 1986). Em 

virtude da possibilidade de que as células tenham passado por 

mais de uma divisão mitótica apôs o tratamento, as aberrações 

de rearranjo e os fragmentos acentricos encontrados na mesma 

figura metafásica foram contados separadamente. Todas as aber 

rações estruturais, identificadas com coloração convencional , 

foram desenhadas e registradas. As fotografias foram tiradas 

com objetiva de imersâo 100 X, ocular projectiva 3,2 X e opto-

var 1,25 e filtro verde. 

3.2.6. índice Mitõtico 

Determinou-se o índice mitõtico de células de 

embriões irradiados no estádio de blãstula, com doses de 5, 10 

e 15 Gy de radiação gama, 24 horas após a exposição. A fórmu­

la utilizada fois I.M. » A x 100, ondes 

A + B 
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A = numero de eilulas em divisão 

B = número de células em Interfase 

Foram analisados aproximadamente 2.000 núcleos, 

escolhidos aleatoriamente para cada um dos grupos, irradiados 

e controle. 

3.2.7. Análise Estatística 

As curvas de sobrevida foram obtidas no 159 dia 

após a irradiação nas doses de 5, 10, 15, 20 e 25 Gy, a partir 

do número total de animais vivos (malformados, eclodidos e não 

eclodidos). Os dados foram organizados em cinco arquivos, um 

para cada estádio. Cada um desses arquivos teve quatro variá­

veis: dose, número de réplicas, número de embriões da réplica 

submetidos ã dose de radiação e à sobrevida observada a essa 

dose. 

As curvas de cada um dos estádios embrionários 
2 

foram ajustadas de acordo com o modelo '£ - exp ( -ax-bx ), on 

de: 

Y = taxa de sobrevida corrigida pela sobrevida 

natural; 

a e b • parâmetros do modelo; 

x - dose de radiação. 
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Empregou-se uma linearização do modelo acima u-

sando o logarltmo natural (Peres, 1981), tornando possível o 

uso da regressão linear (Draper ft Smith, 1982). Essa regres­

são foi ponderada pelo número de embriões de cada conjunto do-

se-réplica. 

Os parâmetros desse modelo foram estimados pelo 

método dos mínimos quadrados poderados utilizando o pacote de 

rotinas e programas estatísticos "Statistical Analysis System" 

(SAS); os dados foram processados num computador IBM 4381 MG2. 

A partir das curvas ajustadas foi estimada a DL5Q para o 159 

dia, para cada um dos estádios embrionários considerados. 

As taxas de mortalidade e freqüência de embriões 

malformados observadas com diferentes doses de radiação foram 

submetidas a técnicas padronizadas de análise de regressão ou 

a testes de comparação de médias (análise de variância ou tes­

te ti, apôs a transformação da variável estudada segundo 7' = 

are sen (JY . Para as análises de regressão empregaram-se pro­

gramas de computação eletrônica que escolhem automaticamente a 

função que melhor se ajusta ao conjunto de dados, em função do 

valor do coeficiente de correlação obtido. Os índices mitáti­

cos obtidos nas diferentes doses foram submetidos ao mesmo tra 

tamento. Para a comparação das freqüências de aberrações cro-

mossômicas empregaram-se, além de uma análise de regressão pa­

ra verificar a existência de uma dependência funcional dessas 

freqüências em relação a diferentes doses,testes de qui-quadrado pa 

ra se contrastar as freqüências absolutas observadas, em diferen­

tes tempos ou em diferentes doses. 0 nível de significânciaes 

colhido para os testes foi de 5%. 
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4.1.1. Mortalidade 

As figuras 5 (A-E) mostram as curvas de mortali 

dade de embriões de B.glabrata submetidos ã ação da radiação î  

onizante, nos vários estádios de desenvolvimento. Pode-se ve­

rificar que: 

. os ovos no estádio de clivagem (5A) apresenta 

ram um aumento rápido na mortalidade entre o 

terceiro e o quinto dia nas doses de 10 e 

15 Gy, atingindo, respectivamente, 80,4 e 

93,5% no 15? dia após o tratamento. A morta­

lidade na dose de 5 Gy foi de 55,8%. 

. os embriões no estádio de blástula (5B) apre­

sentaram taxas de mortalidade de 24,7, 53,6 

e 76,7%, nas doses de 5, 10 e 15 Gy, respectdL 

vãmente, no 159 dia após a irradiação; 

. as taxas de embriões mortos no estádio de gã£ 

trula (5C) foram 11,7, 40,9 e 85,6%, respecti 

vãmente, para as doses de 5, 10 e 15 Gy; 

. em trocõfora jovem (5D), as porcentagens de 

embriões mortos foram relativamente mais ai-
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tas em relação ao controle (4,9%) somente pa­

ra doses a partir de 5 Gy (8,1%) com 48,7,67,9 

e 91,7% de mortalidade nas doses de 10, 15 e 

20 Gy, respectivamente; 

. no estádio de trocõfora (5E), o valor de mor­

talidade na dose de 5 Gy (3,9%) foi muito pró 

ximo ao do controle (3,1%), sendo que as ta­

xas de embriões mortos aumentaram considera -

velmente para as doses acima de 10 Gy (7,8%), 

com 28,4, 64,0 e 95,0%, respectivamente, nas 

doses de 15, 20 e 25 Gy; 

. não houve diferença significativa entre as 

porcentagens de mortalidade de embriões irra­

diados nos estádios de gástrula (11,7%) e tro 

cõfora jovem (8,1%) com 5 Gy e trocõfora com 

5 (3,9%) e 10 Gy (7,8%). Uma análise de va-

riância realizada após a transformação dos da 

dos revelou um valor de F (3; 16) igual a 

2,79 (p>0,05). 

4,1.1*1. Curvas de Sobrevida 

A figura 6 apresenta as curvas ajustadas de so­

brevida de embriões de B.glabrata nas várias fases de desenvojL 

vimento, submetidos â ação da radiação gama. 
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Observa-se que em todos os estádios embrioná­

rios hâ um declínio na curva de sobrevida ã medida que aumenta 

a dose de radiação, sendo esta queda tanto mais pronunciada 

quanto mais precoce ê o embrião. 

As estimativas dos parâmetros do modelo quadra-

tico, utilizado para o ajuste das curvas de sobrevida, com os 

respectivos desvios padrõe e os coeficientes de ajuste do mo-

delo CR ), para cada um dos estádios embrionários, encontram -

se na TABELA II. Os coeficientes de ajuste indicam que o roo-

delo se ajusta satisfatoriamente aos dados (R >0,85) para ca­

da uma das curvas. 
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FIGURA 5 (A-E): Curvas de mortalidade cumulativa de embriões 

de Blomphalaria glabrata, submetidos ã ação 

da radiação gama de Co-60, nos vários está­

dios de desenvolvimento. • • 0 Gy; o o 5 

Gy; & AlO Gy; o O 15 Gy? x x 20 Gy; 

e © 25 Gy. 
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FIGURA 6: Curvas ajustadas de sobrevida de embriões de Biom 

phalaria glabrata irradiados nos vários estádios 

de desenvolvimento embrionário. O ajuste das cur 

vas foi feito pelo método de regressão linear pon 

derada. 
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TABELA II: Estimativas do modelo dose-resposta para sobrevida,a 

pós 15 dias, para cada um dos estádios de desenvol­

vimento embrionário considerados, através do método 

da regressão linear ponderada. 

ESTÁDIO PARÂMETRO ESTIMATIVA DESVIO PADRÃO 

Clivagero 

Blâstula 

Gãstrula 

Trocôfora 
jovem 

Trocôfora 

a 

b 

a 

b 

• a 

b 

a 

b 

a 

b 

0,165 

-0,002 

0,031 

0,005 

-0,016 

0,007 

-0,017 

0,006 

-0,018 

0,003 

0,024 

0,003 

0,024 

0,002 

0,016 

0,002 

0,011 

0,001 

0,006 

0,000 

0,940 

0,862 

0,871 

0,885 

0,869 

4.1.1.2. Estimativas da DL 50 

As estimativas da DLCQ para o 159 dia após a ir 

radiação para cada um dos estádios embrionários encontram-se na 

TABELA III. As estimativas foram feitas usando curvas ajusta­

das pelo método da regressão linear ponderada. 
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TABELA III: Estimativas da Ekcnns dias) para cada u n dos est^dios embrio­
nários de Biompnalaria glabrata> 

ESTÁDIO EMBRIONÁRIO DL50(15 dias)(Gy) 

Clivagem 4,4 

Blástula 8,9 

Gãstrula 11,1 

Trocõfora jovem 12,5 

Trocófora 19,3 

Pode-se observar um aumento da DL5Q com o aumen 

to da idade do embrião, atingindo, no estádio de trocõfora, va 

lores cinco vezes maiores do que na fase de clivagem. 

4,1,2. Malformações 

As figuras 7(A-E) representam as porcentagens de 

embriões malformados obtidas ao longo do tempo e em função da 

dose de radiação. Observa-se que em todos os estádios embrio­

nários, exceção feita ã clivagem (7A), o número de embriões 

com malformações aumenta rapidamente com o aumento da dose de 

radiação, diminuindo posteriormente durante os dias de observa 

ção. 

A TABELA IV mostra as modas das freqüências de 

embriões malformados obtidas com várias doses de radiação, nos 

diferentes estádios de desenvolvimento. Pode-se notar que: 
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. a moda dos embriões malformados obtida com do 

se de 5 Gy, no estádio de clivagem foi de 

45,9% no 59 dia após o tratamento. Com o au­

mento da dose de radiação, as freqüências dos 

embriões malformados diminuíram, com valores 

de 36,3 e 17,4% nas doses de 10 e 15 Gy, res­

pectivamente. Uma análise de regressão com 

os dados transformados mostrou que existe uma 

função linear '£' = 0,53 - 0,02X, o que indi­

ca uma tendência de diminuição das freqüênci­

as de embriões malformados com o aumento da 

dose de radiação (teste do coeficiente angu­

lar, b = 0 e do coeficiente de correlação, r-

0: F(.l; 13) = 22,89; p<0,05; teste de linea­

ridade da função: F (1; 12} » 0,27; p>0,05). 

. os valores máximos de embriões malformados na 

dose de 5 Gy diminuíram significativamente can 

o aumento da idade do embrião. A análise es­

tatística mostrou uma dependência funcional en 

tre a porcentagem de embriões malformados e o 

estádio embrionário em que foi realizada a ir 

radiação. Essa dependência pode ser expressa 

pela equação '£' - C,40 - 0,09x,onde Y* é a 

porcentagem transformada de embriões malforma 

dos e X é o valor nominal do estádio embrioná 

rio. O coeficiente de correlação (r » -0,978) 

e o coeficiente angular (b • -0,09) são signi 



53 

ficativamente diferentes de zero (t = 8,18; 

g.l.=3; p<0,05); 

. não houve diferença significativa entre as mo 

das dos embriões malformados na dose de 10 Gy 

nos estádios de blastula (55,5%) e gastrula -

(44,6%) (t = 1,50; g.l. = 5; p>0,05); 

. os valores obtidos com a dose de 15 Gy nos es_ 

tãdios de blastula (73,8%), gastrula (81,2%) e 

trocôfora jovem (68,7%) não diferiram signify 

cativamente entre si ( F(2; 12) = l,16;p>0,05); 

. em trocôfora jovem, as freqüências de em 

briões malformados foram relativamente mais 

altas em relação ao controle (2,3%), para do­

ses a partir de 10 Gy (26,3%); 

. no estádio de trocôfora, o valor dos embriões 

malformados na dose de 5 Gy (1,2%) foi igual 

ao do controle, sendo que, na dose de 10 Gy 

(4,6%), houve uma diferença estatística signi 

ficativa em relação ao controle (t = 3,43;g.l. 

= 4; p<0,05). Nas doses a partir de 15 Gy 

(22,4%) houve um aumento considerável nas mo­

das dos embriões malformados com o aumento da 

dose de radiação, com 59,0 e 84,3%, respecti­

vamente, a 20 e 25 Gy. 
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A observação IN VIVO de desovas irradiadas mos­

trou ainda que as malformações inespecxficas (FIGURA 8) foram 

os tipos mais comuns em todos os estádios embrionários e em to 

das as doses analisadas. Outros tipos de malformações foram 

também observados, porem em freqüência muito baixa, por exem 

pio, exogãstrula, malformação da concha, eversãodo estomodéo e 

malformações cefâlicas do tipo monoftalmia e duplicação dos o-

lhos (FIGURA 9). Mencione-se que as exogástrulas e malforma -

ções cefãlicas foram encontradas em ovos irradiados nos estãdi_ 

os menos evoluídos, enquanto que, embriões com eversão do esto 

modio e malformação da concha, nos estádios de trocofora jovem 

e trocofora. 
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FIGURA 7(A - E): Curvas de porcentagens de embriões malfor-

mados de Biomphalaria glabrata, obtidas a-

põs o tratamento com radiação gama de CO-

60, nos vários estádios de desenvolvimento 

• — • 0 Gy; o o 5 Gy; A—A10 Gy; o o 

15 Gy; x x 20 Gy; e — e 25 Gy. 
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TABELA IV: Dias correspondentes ãs modas das taxas de embriões 

malformados referentes às diferentes doses e esta 

dios de desenvolvimento. 

ESTÁDIO DOSE 
EMBRIONÁRIO (Gy) 

DIA APÓS A IRRADIAÇÃO EM 
QUE OCORREU MAIOR NUMERO 
DE EMBRIÕES MALFORMADOS 

EMBRIÕES 
MALFORMADOS 

(%) 

CLIVAGEM 

0 

5 

10 

15 

7 

5 

5 

5 

3,5% 

45,9% 
36,3% 
17,4% 

BLÂSTULA 

0 

5 

10 

15 

6 

8 

7 

6 

1,1% 

24,3% 

55,5% 

73,8% 

G&STRULA 

0 

5 

10 

15 

6 

7 

6 

6 

0,7% 

9,2% 

44,6% 

81,2% 

TROCOFORA 
JOVEM 

0 

5 

10 

15 

20 

1 

6 

6 

7 

5 

2,3% 

3,1% 

26,3% 

68,7% 

82,7% 

TROCOFORA 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

3 e 4 

1 

6 

7 

6 

5 

1,2% 

1,2% 

4,6% 

22,4% 

59,0% 

84,3% 



FIGURA 8: Desova irradiada no estádio de blastula com 

10 Gy, no 69 dia após o tratamento, mostran 

do vários embriões com malformações inespe-

cificas. A seta indica um embrião morto. 

48 x. 
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FIGURA 9: Desenho esquematico de malformações cefâlicas en­

contradas em embriões de Biomphalaria glabrata,ir 

radiados no estádio de blãstula, com 10 Gy de ra­

diação gama e fixados no 59 dia após a exposição, 

quando os embriões se encontravam no estádio de 

veliger. a) embrião normal; b) monoftalmia des­

tra; c) monoftalmia sinistra; d) duplicação sini£ 

tra dos olhos, e) dupixcação destra dos olhos; f) 

duplicação destra e sinistra dos olhos. B = boca; 

C = concha; P * pé. 90x. 
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4.1.3. Eclosão 

As figuras 10 (A-E) mostram a influência da ra­

diação gama sobre a eclosão de embriões de B.glabrata nos vá­

rios estádios de desenvolvimento. Pode-se observar que: 

. a taxa de embriões eclodidos decresceu consi­

deravelmente com o aumento da dose de radia 

ção, em todas as fases embrionárias. 

. a taxa de eclosão dos embriões controle variou 

de 90 a 96,8%. 

. a porcentagem de eclosão na dose de 5 Gy au­

mentou com o aumento da idade do embrião. 

. as freqüências de eclosão observadas nos está 

dios de clivagem (13,5%), blástula (14,4%) e 

gãstrula (16,0%) irradiados com 10 Gy foram 

muito próximas entre si. 

. o valor de eclosão observado no estádio de 

trocõfora jovem irradiada com 5 Gy (88,5%) foi 

muito próximo ao do controle. 

. não houve diferença na taxa de eclosão de tro 

cõfora irradiada com 5 Gy (95,4%) em relação 

ao controle. 

. os valores de eclosão na dose de 15 Gy foram 

muito baixos para todos os estádios embrioná­

rios analisados. 
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A figura 11 mostra os caramujos jovens saindo da 

cápsula do ovo. Cabe assinalar que os embriões malformados ài_ 

ficilmente chegavam a eclodir, morrendo a maioria dentro da 

cápsula do ovo. 

A figura 12 mostra as modas das freqüências da 

eclosão dos embriões controle e irradiados com várias doses de 

radiação, nas diferentes fases de desenvolvimento. 

Observou-se ainda, em desovas irradiadas, a o-

corrência de embriões que não eclodiram até o 159 dia após a 

exposição. Eles apresentavam aspecto aparentemente "normal" e 

eram indistingulveis dos controles. O número de embriões não 

eclodidos foi particularmente mais alto em desovas irradiadas 

com 15 Gy no estádio de trocõfora, com cerca de 55% de não e-

Clodidos (TABELA V). 

A TABELA V sintetiza os resultados de mortalida 

de, malformações e eclosão obtidos no 15? dia após a irradia 

ção e utilizados como critérios de avaliação da radiossensibi-

1idade dos embriões. 

A TABELA VI mostra os resultados obtidos de em­

briões irradiados no estádio de veliger jovem (100 - 110 horas 

após a primeira segmentação do ovo, ã temperatura de 259 C, se 

gundo Carney e Verdonk, 1970) com 20 e 25 Gy de radiação gama. 
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CLIVAGEM 

*DMS APÓS KWAOlAÇiO 

FIGURA 10 (A - E) Curvas de eclosão cumulativa de embriões 

de Biomphalaria qlabrata, submetidos à a 

ção da radiação ionizante nos vários es­

tádios de desenvolvimento. • • 0 Gy; 

o o 5 Gy; á—A 10 Gy; O—015 Gy; x x 

20 Gy; e — e 25 Gy. 
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FIGURA 11: Desova controle de B.glabrata, mostrando 

caramujos jovens emergindo da cápsula de 

ovo. 48 x. 



TABELA V: Efeitos da radiação gama de Co-60 sobre os embriões de Biomphalaria qlabrata nos diversos estádios de desenvolvijnento, 

159 dia após a irradiação. 

ESlftDlO 
EMBRIONÁRIO 

D06E 
(Gy) 

NOMBRO CE 
GÉSOVAS 

NOMERO DE 
EMBRIÕES 

MORTOS 
(%) 

S O R R R V T n A í*) r 

MAlfORMADOS ECL0DH3O6 "NORMAIS" NfiO ECLODIDOS 

CUVAGEM 

0 
5 
10 
15 

28 
28 
29 
29 

557 
693 
701 
596 

8,40 
55,80 
80,40 
93,50 

0,20 
3,60 
2,80 
0,50 

90,40 
34,60 
13,50 
5,20 

1,10 
5,90 
3,30 
0,80 

BLASTULA 

0 
5 
10 
15 

44 
41 
41 
41 

1154 
1032 
1130 
918 

6,50 
24,70 
53,60 
76,70 

0,20 
11,70 
17,80 
15,40 

91,10 
48,60 
14,40 
5,50 

2,38 
15,00 
14,20 
2,40 

GASTRULA 

0 
5 
10 
15 

40 
41 
41 
41 

994 
1085 
1060 
1019 

3,20 
11,70 
40,90 
85,60 

0,00 
2,70 
9,60 

10,60 

96,80 
79,40 
16,00 
0,40 

0,00 
6,20 

33,50 
3,40 

•TROOGEORA 

JOVEM 

0 
5 
10 
15 
20 

35 
38 
41 
38 
27 

773 
766 
858 
1034 
895 

4,90 
8,10 
40,70 
67,90 
91,70 

0,30 
0,40 
5,50 
10,80 
8,00 

92,60 
88,50 
26,10 
0,50 
0,00 

2,30 
3,00 
27,70 
20,80 
0,20 

THOOCPOPA 

o 
5 
10 
15 
20 
25 

42 
42 
42 
42 
24 
25 

953 
931 
908 
1111 
770 
840 

3,10 
3,90 
7,80 

28,40 
64,00 
95,00 

0,00 
0,00 
0,70 
7,50 
8,10 
1,80 

96,50 
95,40 
66,40 

9,10 
1,90 
3,20 

0,40 
0,60 

25,20 
55,00 
26,00 

0,00 
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FIGURA 12: Distribuição das taxas de eclosão em função do nume 
ro de dias,em embriões controle e irradiados de B. 
glabrata, nos vários estádios de desenvolvimento. 

(*) Dados não suficientes para observação de modas (t) 
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TABELA VI: Efeitos da radiação gama de Co-60 sobre os embriões 

de B.glabrata, irradiados no estádio de veliger jo­

vem, 159 dia apôs a irradiação. 

ESTÁDIO 

EMBRIONÁRIO 

Veliger 
jovem 

DOSE 

(G"f) 

0 

20 

25 

NUMERO 
CE 

DESOVAS 

5 

25 
25 

NÚMERO 
DE 

EMBRIÕES 

183 
1118 
1074 

MORTOS 
(t) 

0 , 5 0 

1 6 , 0 

5 8 , 5 

VIVOS (%) 

NAO 
MftLFOR BCLO EOO 
MffiOS DKÕSDIDOS 

0 98,9 0,50 

1,2 5,0 77,7 

2,5 4,9 34,1 

4.2. Estimativa da Duração do Ciclo Celular 

Fez-se uma estimativa da duração média do ciclo 

celular no embrião de B.glabrata, nos estádios entre a blãstu-

la e a trocofora jovem, com base no estudo de linhagens célula 

res realizado por Carney ft Verdonk (1970; cálculo de Machado*). 

A estimativa do ciclo celular foi realizada em células epidér­

micas, enpregando-se o ajuste ao modelo de crescimento exponen 

XCo "" 
ciai N * NQ e 

N 

N O 

número f i n a l de cé lu las 

número i n i c i a l de cé lu las 

h inc l inação da r e t a 
At 

duração do c i c l o ce lu l a r 

(*) Cálculo feito por Paulo Zepheryno Lopes Machado, do Instituto de Bio-
ciências da USP. 
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O resultado obtido mostra um ciclo celular de 

12 horas, aproximadamente (figura 13), 

*© 

*.0 

2 
u 
2 

S.0 

«.o 

C 
H 

II I t M 30 
TEMPO EM HORAS 

48 «• 

FIGURA 13: Numero total de células embrionárias de B.glabra 

ta em função do tempo, após a primeira segmenta 

ção do ovo, ã temperatura de 259 C. 
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ADENDO 

O texto da página 68 deve ser substituído pelo seguinte: 

A regressão exponencial obtida pelo método dos qua -

O 06X 
arados mínimos foi Y = 6,0445. e ' ou , sob forma li-

nearizada , In Y = 1,8 + 0,06X , onde Y é o número de cé 

lulas e X é o tempo medido em horas ( figura 13 ). 

Para se determinar a duração do ciclo celular ( tem­

po médio em horas, necessário para dobrar o número de cé 

lulas ) tomamos dois valores quaisquer : Y(2) = N e 

Y(l)= No , tais que, Y(2)AU)= N/*»o = 2. 

Obtemos então a equação N/No= 2 = e0'06 [X<2>-X<1)J = 

e0,06.Co ^ ^ X(2)-x(l) = Co é a duração média do ci­

clo celular. Portanto, 2 = e ° '
0 6 - C o e In 2= e 0' 0 6' 0 0 , 

portanto , Co = irVj s 11,55 = 12 horas, aproximadamen 
u,ut> ™* 

te. 
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4.3. Análise Citogenética 

As metafases obtidas de embriões normais de B. 

glabrata mostraram o número cromossômico de 2n = 36, com 12 pa 

res metacentricos (grupos I, II, V, VII e IX), 4 pares submeta 

cêntricos (grupos III e VIII) e 2 pares subtelocintricôs (gru­

pos IV e VI) (figura 14). Embora o cariõtipo de B.glabrata a-

presente como número básico 36 cromossomos, verificaram-se al­

gumas metafases poliplóides, tanto nos preparados a partir de 

embriões controle, guando processados no estádio de trocõfora 

jovem (figura 15) , como de embriões irradiados, 48 horas após 

a irradiação (figura 16). 

As figuras 17 e 18 apresentam vários tipos de 

aberrações cromossômicas estruturais encontradas em células de 

embriões irradiados com diferentes doses de radiação, 24 e 48 

horas apôs a exposição. Os principais tipos foram dicêntricos, 

anéis, quebras, falhas acromãticas e fragmentos acêntricos. 

A TABELA VII mostra as freqüências de vários ti 

pos de aberrações cromossômicas radioinduzidas encontradas em 

células de embriões irradiados com doses de 5, 10 e 15 Gy, no 

estádio de blãstula, fixados 24 horas após o tratamento. As 

freqüências de metafases com aberrações cromossômicas nos gru­

pos irradiados com 5, 10 e 15 Gy são cerca de 8,4, 17,5 e 22,4 

vezes maiores, respectivamente, em relação ao controle. Igua^ 

mente, os números de aberrações por célula, nas doses de 5, 10 

e 15 Gy são cerca de 8,3, 21,3 e 32,0 vezes maiores, respecti-
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vãmente, em relação ao grupo não tratado. A freqüência de cé­

lulas com aberrações estruturais aumenta sensivelmente com o 

aumento da dose de radiação (figura 19). 

As taxas de aberrações do tipo cromossômico fo­

ram significativamente mais altas do que as do tipo cromatldi-

co, em todas as doses analisadas, 24 horas apôs a irradiação -

(TABELA VIII). 

As freqüências de aberrações cormossômicas, 48 

horas após a irradiação com 10 Gy de radiação gama acham-se na 

TABELA IX. Observa-se que a porcentagem de células com aberra 

ções estruturais na dose de 10 Gy é cerca de 4,9 vezes maior do 

que a do grupo controle. Da mesma maneira, o número de aberra 

ções por célula ê cerca de 5,3 vezes maior em relação ao grupo 

não tratado. As taxas de aberrações do tipo cromossômico fo­

ram relativamente mais altas do que as do tipo cromatldico,tan 

to no grupo testemunha como no grupo irradiado com 10 Gy (TABE 

LA X). 

A TABELA XI apresenta a distribuição de células 

com número modal e hipomodal de cromossomos ou de centrõmeros 

nos grupos irradiados e testemunha, 24 horas após o tratamenta 

Verificar que os números modais e hipomodais nos grupos contro 

le e irradiados com 5 e 10 Gy estão muito próximos entre si.No 

entanto, a freqüência de metãfases com 36 centrõmeros ou cro­

mossomos na dose de 15 Gy foi mais baixa em relação aos demais 
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grupos. 0 teste dequi-quadrado de homogeneidade rejeitou a hi 

pÓtese de que o numero de cromossomos seja homogêneo em todas 

as doses de radiação utilizadas. Excluindo-se a dose de 15 Gy, 

o teste não rejeitou a hipótese ao nível de 5%. 

As freqüências de células com número modal e hi 

pomodal de cromossomos verificadas 48 horas apôs a irradiação 

com 10 Gy estão apresentadas na TABELA XII. Não houve uma di­

ferença significati 'a entre os números modais de cromossomos na 

dose de 10 Gy e o grupo testemunha, 48 horas apôs a irradiação 

(qui-quadrado; t = 2,27; g.l. = 2; P>0,05). 

4.4. índice Mitôtico 

Como as figuras metafásicas em preparações cito 

lógicas obtidas a partir de embriões irradiados eram relativa­

mente pouco numerosas em relação ao controle, interessou - nos 

averiguar os índices mitóticos de células embrionárias subraetî  

das a doses de 5, 10 e 15 Gy de radiação gama, 24 horas apôs a 

exposição (TABELA XIII). Pudemos notar que há uma redução de 

50,4, 56,9 e 77,3% nos valores de índices mitóticos, nas doses 

de 5, 10 e 15 Gy, respectivamente, em relação ao controle. 

A figura 20 mostra os índices mitóticos em fun­

ção da dose, de células de embrião, irradiado na fase de blás-

tula, 24 horas após o tratamento. 
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FIGURA 14: Cariótipo normal de embrião de Biomphalaria ola-

brata , contendo 2n » 36 cromossomos , classifi­

cados em 12 pares metacentrics ( grupos I , II, 

V ,VII e IX ) ,4 pares submetacentrics ( gru -

pos III e VIII ) e 2 pares subtelocêntricos (gru 

pos IV e VI ). 
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FIGURA 15: Célula poliploide normal originária de trocofora 

jovem de B.glabrata. 1.600x. 

FIGURA 16: Metafase poliploide com vários cromossomos dicên 

tricôs e tricêntricos, obtida de embriões irra­

diados com 10 Gy no estádio de blastula, 48 ho­

ras apôs o tratamento. 2.560x. 
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FIGURA 17: Tipos de aberrações cromossômicas encontradas em 

células embrionárias de B.qlabrata: a) falha cro 

matldica; b) falhas cromossômicas; c) anel cên-

trico; d) anel acêntrico.2 400X. 
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FIGURA 18: Tipos de aberrações cromossômicas encontradas em 

células embrionárias de B.glabratat a) tricêntri 

co, dicêntricos e fragmentos acentricos; b ,c) 

dicêntricos e fragmentos acentricos puntiformes 

("minutes"); d) tricêntricos e fragmentos acên 

tricôs puntiformes ("minutes"). 2.400X. 



TABELA VII: Freqüências de aberrações cromossõmicas radioinduzidas encontradas em embriões de Biompha-

laria glabrata, irradiados no estádio de blastula com doses de 5, 10 e 15 Gy de radiação 

gama de Co-60, fixados 24 horas após a exposição. 

DOSE 

(Gy) 

NÚMERO DE 

METÂFASES " 
FREQÜÊNCIAS DE ABERRAÇÕES 

CROMOSSÕMICAS 

D T AC AA FA Q G 

CROMATlDICAS 

FA Q G 

N9 DE METÂFASES 

COM ABERRAÇÕES 

(%) 

N9 TOTAL DE 
ABERRAÇÕES 
(N9 DE ABER 
RAÇÕES POR 

CÉLULA) 

450 1 0 0 0 0 0 3 

10 

15 

500 34 1 2 1 51 2 7 

550 81 2 2 4 147 33 40 

450 82 5 5 8 258 3 17 

1 4 3 

20 1 4 

30 6 10 

38 5 12 

10 

( 2 , 2 2 ) 

93 

( 1 8 , 6 0 ) 

214 

( 3 8 , 9 1 ) 

224 

( 4 9 , 7 8 ) 

12 

( 0 , 0 3 ) 

123 

( 0 , 2 5 ) 

355 

( 0 , 6 4 ) 

433 

( 0 , 9 6 ) 

D=dicêntrioo; T=tricêntrico; AOanel cêntrico; AA^anel acêntrico; FA= fragmento; Q=quebra; G=falha acrcmãtica 
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TABELA VIII: Freqüência de aberrações cromossomicas e cromatl-

dicas encontradas em embriões de B.glabrata no es^ 

tádio de blãstula, irradiados com diferentes do­

ses de radiação, fixados 24 horas apôs a exposi_ 

ção. 

DOSE 

(G?) 

0 

5 

10 

15 

N9 DE METÃFASES 

450 

500 

550 

450 

FREQÜÊNCIAS 

CROMOSSOMICAS 

(%) 

4 
(33,33) 

98 
(79,68) 

309 
(87,04) 

378 
(87,30) 

DE ABERRAÇÕES 

CROMATlDICAS 

(%) 

8 
(66,67) 

25 
(20,32) 

46 
(12,96) 

55 
(12,70) 

TOTAL 

12 

123 

355 

433 



TABELA IX: Freqüências de aberrações cromossõmicas radioinduzidas encontradas em embriões de B.glabrata, 

irradiados no estádio de blastula com dose de 10 Gy de radiação gama, processados para a aná­

lise citogenêtica 48 horas apôs a irradiação. 

DOSE NUMERO DE 

(Gy) METAFASES. 

FREQÜÊNCIAS DE ABERRAÇÕES 

CROMOSSÕMICAS 

D T AC AA FA Q G 

CROMATIDICAS 

FA Q G 

N9 DE METAFASES 

COM ABERRAÇÕES 

(%) 

N9 TOTAL DE 
ABERRAÇÕES 
(N9 DE ABER 
RAÇÕES POR 

CÉLULA) 

450 0 0 1 0 

10 500 19 1 

2 3 2 

29 2 9 

0 0 4 

12 0 3 

11 

( 2 , 4 4 ) 

60 

( 1 2 , 0 ) 

12 

( 0 , 0 3 ) 

78 

( 0 , 1 6 ) 

D=dicêntrico; T=tricêntrico; AOanel oêntrico; AA»anel acêntrioo; FA-fragmento acêntrico; Q=quebra; G=falha acromática 

00 
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TABELA X: Freqüências de aberrações cromossomicas e cromatxdi-

cas encontradas em embriões de B.glabrata, irradia­

dos com doses de 10 Gy de Co-60, fixados 48 horas a 

pôs a exposição. 

DOSE N9 DE METÂFASES FREQÜÊNCIAS DE ABERRAÇÕES 

(GY) 
CROMOSSOMICAS CROMATlDICAS TOTAL 

(%) (%) 

450 

10 * 500 

8 

(66,67) 

63 

(80,77) 

4 

(33,33) 

15 

(19,23) 

12 

78 
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FIGURA 19: Freqüência de aberrações cromossomlcas radioindu-

zidas, em embriões de B.glabrata, tratados no es­

tádio de blástula, processados 24 horas apôs a ir 

radiação. 
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TABELA XI: Freqüências de metãfases com número modal e hipomo 

dal de centromeros (ou de cromossomos), observadas 

em embriões de B.glabrata no estádio de blâstula , 

submetidos a doses de 5, 10 e 15 Gy de radiação ga 

ma e processados 24 horas apôs o tratamento. 

DOSE N9 DE METAFASES FREQÜÊNCIAS CONFORME O NUMERO 

CGY) DE CENTROMEROS (%) 

36 35 34 

0 450 388 42 20 

(86,22) (9,33) (4,44) 

5 500 422 50 28 

(84,40) (10,0) (5,60) 

10 550 485 48 17 

(88,18) (8,73) (3,09) 

15 450 317 90 43 

(70,44) (20,0) (9,56) 



TABELA XII: Freqüências de metafases com numero modal e hipomo 

dal de centromeros (ou de cromossomos) observadas 

em embriões de B.glabrata no estádio de blãstula, 

submetidos à dose de 10 Gy e processados 48 horas 

apôs a exposição. 

DOSE N9 DE METAFASES FREQÜÊNCIAS CONFORME O NUMERO 

(GY) DE CENTROMEROS (t) 

36 35 34 

0 450 364 52 34 

(80,89) (11,56) (7,56) 

10 500 422 50 28 

(88,40) (10,0) (5,60) 



83 

TABELA XIII: índice mitotico de células embrionárias de B.gla-

brata, irradiadas com 5, 10 e 15 Gy de radiação 

gama, obtido 24 horas apôs a exposição. 

DOSE 

(xr/) 

0 

5 

10 

15 

TOTAL 

2169 

2013 

1981 

2063 

NOMERO DE CÉLULAS ANALISADAS 

EM INTERFASE 

1872 

1876 

1865 

2000 

EM DIVISÃO 

297 

137 

116 

63 

I.M. 

(%> 

13,70 

6,80 

5,90 

3,10 
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FIGURA 20: Índice mitotico de células embrionárias de B. 

glabrata, irradiadas com doses de 5, 10 e 15 

Gy de Co-60, obtido 24 horas após o tratamen 

to. 



5. DISCDSSSO E CONCLUSÕES 

Dentre os vários fatores ambientais, a radiação 

ionizante ê um pontente indutor de danos nos organismos vivos, 

podendo afetar não somente o indivíduo exposto, mas também os 

seus descendentes. Em vista deste fato, propusemo-nos a estu­

dar as possíveis manifestações biológicas da radiação, em em­

briões de Biomphalaria glabrata. Os estádios embrionários utj. 

lizados foram aqueles caracterizados por eventos morfogenéti -

cos bem definidos: a) fase de primeiras clivagens do ovo; b) 

blástula, onde ocorre uma rápida sucessão de divisões celula­

res; c) gãstrula, pelo movimento morfogenético responsável pe­

lo estabelecimento de primórdios de futuros tecidos e órgãos ; 

d) trocõfora jovem e trocõfora, pela organogênese ativa e e) 

veliger jovem, pelos estados finais da organogênese (Carney & 

Verdonk, 1970). Os resultados obtidos mostram uma susceptibi-

lidade relativamente alta dos embriões ã ação da radiação gama, 

cuja intensidade de dano é dependente principalmente da dose a 

plicada e da idade do embrião no momento do tratamento. 

Verificamos que o comportamento dos embriões den 

tro da mesma desova irradiada, muitas vezes não é homogêneo.Al^ 

guns embriões morrem dentro de poucos dias; outros mostram um 

desenvolvimento anormal com eventual morte dos embriões malfor 

mados; já outros eclodem como se eles tivessem "escapado" do 

dano da radiação. Entretanto, a resposta biológica dos em-
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briões frente â radiação, de maneira geral seguiu uma tendên­

cia definida que foi avaliada para as doses escolhidas. 

5.1. análise da Radiossensibilidade 

5.1.1. Mortalidade 

As curvas de mortalidade obtidas para os dife­

rentes estádios de desenvolvimento embrionário de B.glabrata 

mostram que a taxa de embriões mortos aumenta consideravelmen­

te com o aumento da dose de radiação. A medida que aumenta a 

idade do embrião, a susceptibilidade diminui rapidamente. A 

fase de ovo é o mais radiossensível em todas as doses analisa­

das. Mais de 90% de indivíduos não se desenvolvem quando irra 

diados com dose de 15 Gy. Igualmente, blástula, gástrula e 

trocÔfora jovem mostram-se sensíveis ao tratamento, porém as 

curvas de mortalidade não são tão acentuadas quanto aquelas do 

estádio de ovo. A fase menos afetada é a de trocofora, com 

28,40% de mortalidade na dose de 15 Gy; contudo, nas doses mais 

altas, há um aurento considerável da mortalidade, proporcional 

à dose de radiação. Os valores de DLCQ(i5 dias) e s t i m a d o s re~ 

velam que o estádio de ovo (4,4 Gy) é cerca de cinco vezes mais 

radiossensível do que o de trocôfora (19,3 Gy). 

As curvas de sobrevida obtidas se assemelham ãs 

de células de mamíferos expostas a raios X ou gama, com um "om 

bro" ("shoulder") inicial nas faixas de doses mais baixas. Nos 
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sos resultados mostram um "ombro" mais acentuado com o aumento 

da idade do embrião a partir do estádio de gástrula, não se ve 

rificando nos estádios precoces de clivagem e blastula (figura 

6). A curva de sobrevida para o estádio mais evoluído, troco-

fora, apresenta valores de sobrevida maiores do que a unidade 

nas faixas de doses mais baixas. Essa aparente incongruência 

se deve ao fato de que na fase mais adiantada, a sobrevida te­

ve um decréscimo menos acentuado com o aumento da dose de ra­

diação do que nos outros estádios embrionários. Isto fez com 

que o modelo matemático se ajustasse melhor aos valores negatl. 

vos do parâmetro a» o que produziu um valor para a sobrevi­

da levemente maior do que 100 % nas regiões de doses mais baî  

xas. 

De acordo com os autores (Hall, 1978 ; Coggle , 

1971; Alper, 1979; Prasard, 1984), a região do "ombro" na cur­

va de sobrevida indicaria um acúmulo de danos subletais. Com 

o aumento da dose de radiação, aumentaria a probabilidade de 

que mais células do embrião sejam atingidas e causariam assim, 

a morte do organismo. Estas observações sugerem um dano cumu­

lativo da radiação. Uma outra interpretação atribuiria a pre­

sence do "ombro" nó. curva de sobrevida ao processo de reparo e 

um aumento da letalidade com o aumento da dose de radiação se­

ria devido a uma menor eficiência do reparo. Os estádios pre­

coces de clivagem e blastula não apresentam "ombro", sendo a 

queda da sobrevida em função da dose, mais acentuada do que 

nos estádios mais evoluídos. 
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Existem muitos dados mostrando que as células 

proliferativas são muito radiossensíveis e que um dos princî  

pais efeitos da radiação ionizante ê a morte celular. Sabe-se 

também que a susceptibilidade das células varia com a fase do 

ciclo celular, sendo maior tia mi tose do que na in ter fase. Bo-

nham (1955) ao verificar uma radiossensibilidade maior no está 

dio de clivagem em relação às fases posteriores do desenvolvi­

mento em caramujo Helisoma subcrenatum, admitiu que quando a 

radiação ê aplicada nos estádios mais evoluídos é pouco prová­

vel que todas as células do embrião estejam na fase mitotica 

"critica" no momento do tratamento. O autor sugeriu que aque­

las em interfase que sobrevivem ã radiação possam ser responsa 

veis pela sobrevida do organismo. Observações análogas foram 

feitas por Domon (1980) em embriões de camundongos na fase de 

dois blastômeros, cultivados IN VITRO. Esse autor assinalou 

que a fase do ciclo celular no momento da irradiação pode ser 

um fator importante na determinação da sensibilidade de em­

brião ã radiação ionizante» 

Assim sendo, os estádios mais precoces do desen 

volvlmento, caracterizados por uma rápida proliferação celular 

seriam mais severamente afetados pela radiação. Por exemplo , 

na fase de dois blastômeros, a morte de uma célula é critica 

para o desenvolvimento do organismo, visto que esta célula re­

presenta o precursor de metade das células de um embrião. Nes 

te estádio, um efeito de tudo ou nada parece operar ao nível 

da célula (Rugh, 1969; Boon-Niermeijer & Scheur, 1984 ; 

Boon-Niermeijer, 1987), dependendo da susceptibilidade da fase 

do ciclo celular no momento da irradiação. 
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A medida que o embrião se desenvolve, hâ um au­

mento progressivo na diferenciação celular cora a especializa 

çio de tecidos e órgãos, coincidindo com o aumento da radiore-

sistincia dos embriões. O estádio de trocôfora i o menos atin 

gido pela radiação; provavelmente neste estádio, a maioria dos 

primõrdios dos órgãos do adulto já estão quase formados. No 

entanto, a letalidade aumenta com o aumento da dose de radia­

ção, 20 e 25 Gy. Neste caso, provavelmente a extensão da le­

são induzida ê tal que torna incompatível a sobrevida do em­

brião. 

Vários autores ao observarem uma queda na ra-

diossensibilidade com o aumento da idade do embrião, em inse -

tos (Mavor, 1927; Evans, 1936; Nauman ft Whitten, 1976; Varanda 

et alii, 1985), peixes (Welander et alii, 1948), anfíbios (Bu­

tler, 1936, Rugh, 1954) e mamíferos (Russell ft Russell, 1954; 

Wilson, 1954; Rugh, 1969) , verificaram que a susceptibilidade 

i radiação estava intimamente correlacionada com a atividade mjL 

tõtica e com o grau de diferenciação dos tecidos. Já em 1906, 

Bergonie e Tribondeau, com base em observações em células de 

mamíferos, tinham verificado que a radiossensibilidade de célu 

Ias ou tecidos era diretamente proporcional ã sua taxa prolife 

rativa e inversamente proporcional ao seu grau de diferencia -

ção. Embora algumas exceções a esta regra sejam conhecidas,es 

tas observações são confirmadas na maioria dos sistemas bioló­

gicos (Sanders & Kathen, 1983). 
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5.1.2.Malformações 

Verficou-se em desovas irradiadas, uma freqüên­

cia relativamente alta de embriões malformados. Em todas as 

fases embrionárias, exceção feita ã da clivagem, o número de 

embriões com malformações aumenta rapidamente com o aumento da 

dose de radiação, atingindo o máximo entre o quinto e o oitavo 

dia apôs o tratamento. No estádio de clivagem, entretanto, a 

taxa de embriões malformados ê inversamente proporcional ã do­

se de radiação, com valor máximo na dose de 5 Gy (45,9%). Uma 

queda significativa nas modas das freqüências dos embriões mal 

formados com o aumento da dose de radiação, 10 (36,3%) e 15 Gy 

(17,4%), oco?reu em virtude da grande mortalidade dos ovos, 

dias apôs a irradiação, como já foi mencionado anteriormente. 

Por outro lado, os estádios que apresentam incidência;mais al­

tas de malformações na dose de 10 Gy são os de blãstula e gás-

trula, com valores estimados de 55,5 e 44,6%, respectivamente, 

entre o sexto e o sétimo dia apôs a irradiação. Da mesma ma­

neira, na dose de 15 Gy, os estádios de blãstula, gãstrula e 

trocõfora jovem são os que apresentam valores mais altos, com 

73,8, 81,2 e 68,7%, respectivamente, entre o sexto e o sétimo 

dia apôs a exposição. Já o estádio mais evoluído, trocõfora,é 

o menos afetado no intervalo de dose de 5 a 15 Gy. Contudo, a 

freqüência de embriões com malformações aumenta rapidamente nas 

doses de 20 (59,0%) e 25 Gy (84,3%). Ao que tudo indica, quan 

to mais evoluído ê o embrião, mais altas são as doses necessá­

rias para produzir um efeito quantitativamente semelhante em 

relação aos embriões menos desenvolvidos. 
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£ interessante observar que, de um modo geral, 

hi uma tendência das modas acompanharem o aumento da dose de 

radiação. Quanto mais alta a dose, menor ê o tempo necessário 

para verificar-se o efeito. Posteriormente, o número de em­

briões malformados diminui gradativamente durante os dias de 

observação em todos os estádios embrionários analisados, em 

virtude da morte paulatina desses embriões. Certamente, as mal̂  

formações apresentadas pelos embriões deviam ser tão severas 

que a maioria dos malformados era incapaz de sobreviver, mor­

rendo antes da eclosão. Em contrapartida, os sobreviventes que 

chegavam até a eclosão, raramente apresentaram malformações. 

Os resultados obtidos mostram que os tipos de 

malformações resultantes do tratamento - malformações cefalica 

e inespeclfica, exogãstrula, malformação da concha e embrião cem ever 

são do estcnodeo-aparentemente não dependem da dose aplicada. Em 

todas as doses analisadas são encontrados os mesmos tipos de 

malformações. Contudo, a incidência de ocorrência é claramen­

te dependente da dose. Por outro lado, verificou-se uma asso­

ciação entre o tipo de malformação e o estádio de desenvolvi -

mento no qual foi realizado a irradiação, com exceção feita ã 

inespeclfica que foi observada em todos os estádios. A exogã£ 

trula e a malformação cefalica são encontradas quando os está­

dios mais precoces de desenvolvimento são tratados, enquanto 

que a malformação da concha e embrião com eversão do estomo-

déo aparecem nos estádios mais evoluídos (trocófora jovem e 

trocõfora). Observações semelhantes foram feitas por Verdonk 

(1965) em ovos de Limnaea stagnalis, submetidos a diferentes 

concentrações de LiCl (2, 2,5 e 3,5 x 10 M) nas várias fases 
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de desenvolvimento. Vários tipos de malformações cefãlicas fo 

ram obtidas, entre as quais, monoftalmia, acefalia, sinoftal -

mia, ciclopia e anoftalmia, sendo que os mesmos tipos estavam 

presentes em todas as concentrações usadas e geralmente nas nes 

mas proporções. Verdonk assinalou que, aparentemente, o tipo 

de malformação cefálica causada pelo tratamento com litio não 

depende da concentração, mas que a concentração adequada para 

produzir malformações cefãlicas está relacionada com a suscep-

tibilidade do ovo em certa fase de desenvolvimento. 

Os mesmos tipos de malformações morfogenéticas 

obtidas com a irradiação são também encontrados com outros a-

gentes em embriões de moluscos, por ex*»mr»i~ choque térmico(Ra 

ven et alii, 1955; Geilenkirchen,1966; Boon-Niermeijer, 1976), 

centrifugação (Raven i Beenakkers, 1955; Geilenkirchen, 1964), 

deleção (Cather, 1967; Clement, 1967; Cather et alii, 1976) e 

varias substâncias (Raven, 1949; Raven ft Burgers, 1952; Ver­

donk, 1965; Geilenkirchen, 1967; Biggelaar, 1971a; Kawano et 

alii, 1979; Kawano et alii, 1982; Kawano ft Simões, 1987). Es­

tas observações mostram que as malformações morfogenéticas in­

duzidas pela radiação provavelmente não são especificas dela. 

0 tipo predominante de malformações por nós en­

contrado foi o inespecifico. Todavia, como também foram obti­

dos outros tipos de malformações, julgamos interessante comen­

tar estas anomalias morfogenéticas, embora pouco freqüentes em 

embriões irradiados de B.glabrata. 
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Segundo Carney • Verdonk (1970), as estruturas 

da região cefãlica nestes organismos, excetuando-se a boca, se 

originam quasa sempre dos descendentes celulares do primeiro 

quarteto de micrômeros (Ia - ld) no pólo animal do ovo, por o-

casiâo da terceira cli\ ígem. Durante o desenvolvimento embrio 

nirio, hi células que interrompem a suadivisão para se diferen­

ciar em estruturas larvãrias, por exemplo, a placa apical e a 

vesícula cerebral. Por outro lado, células como as das placas 

cefãlicas, continuam o processe de divisão diferenciando-se 

•ais tarde em olhos e tentáculos do embrião. Já no estádio de 

trocofora jovem, as estruturas que formam as partes principais 

da região cefãlica estão quase formadas. Assim, no estádio de 

trocofora, toda a região da cabeça ê constituída por um conjun 

to de células situadas na parte mediana central, a placa api­

cal e, lateralmente a esta observa-se a formação de duas pla­

cas cefãlicas e, margeando ambas, na região dorsal, encontra -

se a vesícula cerebral. 

Como se pode observar, as células precursoras 

responsáveis pela formação de toda a estrutura cefãlica do em 

brião se originam quase inteiramente nos estádios precoces de 

desenvolvimento em B.glabrata. Vários autores (Geilenkirchen, 

1967; Biggelaar, 1971a, b) sugerem que o processo indutivo im­

portante para a gastrulação provavelmente ocorre também nos es 

tãdios de primeiras clivagens do ovo. Portanto, a ação de vá­

rios agentes, físicos ou químicos, nestas fases de desenvolvi­

mento, podem acarretar num desvio no padrão cefãlico ou numa 

supressão da gastrulação; daí se encontrar esses tipos de ano­

malias . 
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As malformações cefãlicas do tipo monoftalmia e 

duplicação dos olhos obtidas neste trabalho foram encontradas 

também por tratamento com cloreto de 2-cloroetil trimetil amõ-

nio (CCC) (Kawano et alii, 1982) e com cafeína (Kawano e Si­

mões» 1987) nestas mesmas espécies. Os autores sugerem que as 

malformações cefãlicas obtidas seriam ocasionadas por um atra­

so na mitose, seguido por uma divisão alterada das células das 

placas cefãlicas (futuras regiões de olhos e tentáculos), re­

sultando numa assimetria na sua formação. 

Sabe-se que a radiação ionizante pode causar a-

traso da divisão em qualquer fase do ciclo celular, embora o 

G2 (Whitmore et alii, 1961; Lesher, 1963; Prasard, 1984) e a 

prõfase (Carlson, 1954; Cather, 1959) pareçam ser as fases mais 

sensíveis. O G, corresponde, provavelmente, ao tempo necessá­

rio para a célula sintetizar proteínas especificas, essenciais 

no processo de mitose e durante esta fase ocorre toda uma pre­

paração para a divisão celular. Assim, interferência na slnte 

se ou na construção de precursores específicos poderia causar 

um bloqueio no avanço do ciclo celular (Grosch & Hopwood, 1979). 

Carlson (1954) sugeriu que o atraso maior na prõfase em neuro­

blasts de gafanhoto, irradiados com 250 R de raios X (5 minu­

tos de exposição) seja, em parte, ocasionado pela defasagem na 

ruptura da membrana do núcleo. Cather (1959) atribuiu um atra 

so maior nesta fase da mitose em ovos de Ilyanassa obsoleta, ir­

radiados com 4.000 R de raios X (1.000 R/min.), a uma dificul­

dade na separação de fitas de cromatina. 
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Com fundamento nestas informações, pode-se suge 

rir uma possível interferência da radiação ionizante na crono­

logia normal de divisão celular das placas cefãlicas que, pro­

vavelmente se encontravam na fase de proliferação, resultando 

em malformações cefãlicas monoftãlmica e duplicação dos olhos. 

Como a placa apical e a veslcula cerebral provavelmente jã es­

tavam formadas, dal não se observar malformações cefãlicas da 

sirie ciclocef&lica. 

Por outro lado, estruturasdo tipo estomodéo e 

glândula da concha se formam nos estádios mais evoluídos de de 

senvolvimento em embriões de B.glabrata (Raven, 1958). 

O estomodéo é originário de micrômeros do segundo e terceiro 

quartetos, na ocasião da quarta clivagem e no inicio do está­

dio de blãstula, respectivamente. O estomodéo é formado pela 

invaginaçao do estomoblasto que forma a margem do blastõporono 

final da gastrulação e se diferencia nos estádios de trocófora 

jovem e trocófora. Nestes estádios, o estomodéo, juntamente 

com o velum que, futuramente vai dar origem ao órgão de locomo 

ção do caramujo, se encontram na região ventral do embrião, e 

na região dorsal, se localiza um grupo de células que irão for 

mar a glândula da concha. Esta, por sua vez, se origina do mi 

crõmero 2d do segundo quarteto na quarta clivagem. Sugeriu-se, 

portanto, que a radiação ionizante, de alguma maneira afetou 

as células ativas na morfogênese destes órgãos, resultando as­

sim, embriões com malformação da concha e embriões com ever-

são do estomodéo. 
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Estas observações levam a supor que, no caso de 

malformações inespecíficas, provavelmente várias linhagens ce­

lulares foram afetadas pela radiação. Assim, embriões expos­

tos £ radiação podem apresentar um desenvolvimento posterior ir 

regular com as partes mais atingidas se desenvolvendo pouco e 

outras áreas com crescimento e desenvolvimento normais. 

Apesar das varias investigações sobre as malfor 

mações morfogenéticas resultantes de diversos tratamentos em 

espécies de moluscos, os efeitos diretos dos agentes aplicados 

são pouco conhecidos. Vários autores verificaram em L.stagna-

lis que os tratamentos, por exemplo, irradiação com UV (Labor -

dus, 1971), choque térmico (Boon-Niermeijer, 1976) e centrifu-

gação (Geilenkirchen, 1964) podem acarretar mitoses anormais e 

danos nos cromossomos: formação de fusos multipolares, separa 

ção incompleta dos cromossomos, formação de ponte anafásica, a 

traso na migração de alguns cromossomos na anãfase, ocorrência 

de massa de material cromossômico no centro do fuso e inclusi­

ve a morte de algumas células. Labordus (1971) sugeriu que os 

distúrbios na morfogênese podem ser, em parte, decorrentes da 

perda ou da distribuição anormal de material cromossômico en­

tre as células. 

Uma Intima associação entre alteração da seqflên 

cia normal de divisões celulares e as malformações morfogenéti^ 

cas ê verificada também em L.stagnalis (Geilenkirchen, 1964 ; 

1966; Biggelaar, 1971a; Boon-Niermeijer, 1976) e em B.glabrata 

(Kawano et alii, 1987). 
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Estas considerações não implicam na exclusão de 

outros fatores, mas o significado morfogenetico da cronologia 

da divisão celular merece uma atenção especial, desde que tal 

evento representa um pré-requisito para o estabelecimento de 

uma relação normal entre células e tecidos, que são evidente -

mente de grande relevância para o organismo em desenvolvimento 

(Boon-Niermeijer, 1975). 

5.1.3. Eclosão 

Os resultados obtidos meJtram que a taxa de e-

closão em B.glabrata ê grandemente reduzida pela radiação. A 

taxa de embriões eclodidos decresce com o aumento da dose de 

radiação e com o decréscimo da idade do embrião. 0 declínio a 

centuado na porcentagem de eclosão com o aumento da dose de ra 

diação, particularmente nos estádios precoces de desenvolvimen 

to, foi em grande parte decorrente da alta mortalidade dos em 

briões: seja como conseqüência direta da ação letal da radia -

ção, seja pela eventual morte dos embriões malformados. 0 nú­

mero de embriões eclodidos no estádio de trocõfora irradiada 

com 5 Gy (95,4%) é muito próximo ao do grupo controle. No en­

tanto, uma dose de 15 Gy é suficiente para reduzir considera­

velmente a taxa de eclosão em todos os estádios embrionários 

tratados. 0 número de embriões eclodidos é muito baixo em em­

briões irradiados no estádio de trocõfora com 20 (1,9%) e 25Gy 

(3,2%). Em decorrência destas observações, interessou-nos ve-
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rificar a influência da radiação sobre a eclosão no estádio 

mais evoluído, veliger jovem, apôs as exposições a 20 e 25 Gy. 

Verificou-se também neste caso, uma forte queda na eclosão,com 

5,0 e 4,9%, respectivamente. 

Todavia, Perlowagora-Szumlewicz 4 Berry (1964) e 

Perlowagora-Szumlewicz (1966) observaram que são necessárias do 

ses muito maiores para impedir a eclosão em embriões de A.gla-

bratus. Por exemplo, a taxa de eclosão de embriões de 6-8 dias 

irradiados com 2.000 R de raios X foi similar ã do controle e 

embriões de 9-10 dias (veliger) resistiram ã dose de 40.000 R, 

chegando a eclodir 68%, embora eles morressem logo após a eclo 

são. Para explicar esta diferença de radiossensibilidade de 

embriões dentro da mesma espécie, poder-se-ia pensar tratar-se 

de uma linhagem mais resistente aos efeitos da radiação, uma 

vez que os autores utilizaram um mutante híbrido de B.glabrata. 

Uma outra possibilidade seria de que a diferença é decorrente 

âe diferentes taxas de doses empregadas. Embora os autores não 

tenham feito qualquer menção a esse respeito, sabe-se, da lite 

ratura que a taxa de dose representa um fator modificador im­

portante da expressão dos danos da radiação. Existem várias 

evidências experimentais mostrando efeitos menos prejudiciais 

quando uma mesma dose de raios X ou gama é aplicada a um siste 

ma em taxas mais baixas do que altas. Cooley & Miller (1971) 

analisaram efeitos de diferentes taxas de dose sobre a eclo­

são em desovas do caramujo Physa heterotropha. Não houve dife 

rença significativa na porcentagem de eclosão entre o grupo ir 
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radiado cronicamente com a taxa de dose de l rad/hora (23,75 

h/dia de radiação gama) e o controle. Entretanto, para o gru­

po submetido a 10 rad/h observou-se uma queda na porcentagem de 

eclosão, não se verificando a eclosão na intensidade e dose 

de 25 rad/h. Em peixes, Egami ft Hama (1975) verificaram em em 

briões de Oryzlas latipes submetidos a 2kR de radiação gama com 

diferentes taxas de dose (250, 33,3 e 1,7 R/min) que os efei­

tos da radiação foram mais pronunciados numa taxa de dose mais 

alta (250 R/min), inibindo fortemente a eclosão. Noventa e 

seis porcento dos peixes, entretanto, eclodiram numa taxa de 

dose mais baixa (1,7 R/min), não apresentando diferença em re­

lação ao controle. Mais recentemente, Hydo-Taguchi & Etoh 

(1983) observaram que quando embriões de Oryzlas latipes foram 

irradiados cronicamente com taxas de dose de 10, 100 e 1000 R/ 

dia com doses totais de 117, 1170 e 11.000 R de radiação gama, 

respectivamente, nenhum decréscimo na taxa de eclosão foi en­

contrado/ mesmo com a dose total de 11.000 R. Inclusive, a so 

brevida dos peixes após a eclosão 'irradiados com estas taxas de 

dose foi similar ao do grupo controle. Estudos realizados em 

vários sistemas biológicos mostram que a atenuação do efeito da 

radiação com o aumento do tempo de exposição para a mesma dose 

total pode ser atribuída ao reparo dos danos subletais da ra­

diação. 

Além do decréscimo na taxa de eclosão, verifi -

cou-se também uma defasagem no tempo de eclosão em embriões de 

B.glabrata irradiados subletalmente. As eclosões de embriões 
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controle da mesma desova raramente ocorrem simultaneamente.Con 

tudo, em regra, a maioria deles eclode dentro de três a quatro 

dias, a partir do primeiro dia de eclosão (figura 12). Em de-

sovas submetidas a várias doses de radiação, a eclosão ocorreu 

com uma defasagem de um até quatro dias, em relação ao primei­

ro dia de eclosão dos embriões controle, observando-se um cer­

to deslocamento das modas quando comparadas com o respectivo 

controle. Com o aumento da dose de radiação houve uma certa 

tendência em aumentar o tempo necessário para a eclosão, em to 

dos os eatadios embrionários tratados, exceção feita a trocofo 

ra. Neste caso, as modas de eclosão nas doses de 5 e 10 Gy 

(sexto dia apôs a irradiação) coincidiram com as do controle.A 

defasagem na eclosão verificada em embriões irradiados suble -

talmente pode ser, em parte, decorrente de um desenvolvimento 

mais lento observado em embriões tratados, ou pode ser provoca 

do por alguma lesão induzida pela radiação que tenha interferi 

do no tempo necessário para a eclosão. 

Contudo, Perlowagora-Szumlewicz & Berry (1964) 

e Perlowagora-Szumlewicz (1966) observaram um atraso sensivel­

mente maior na eclosão de embriões irradiados, quando confron­

tado com o deste trabalho. Eles verificaram que embriões de 

4-5 e 6-8 dias, respectivamente, irradiados com doses de 2.000 

- 3.000 R e 4.000 - 10.000 R, ecIodem entre o vigésimo e o vi 

gêsimo nono dia apôs a postura, com uma defasagem de 12 e 18 

dias em relação â primeira e ã última eclosão de embriões con­

trole. Os autores levantaram a hipótese de que este atraso re 

lativamente longo observado em ovos irradiados esteja condicio 
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nado ã necessidade de recuperação de danos subletais produzi­

dos pela radiação antes de atingir a eclosão. 

Outro aspecto que deve ser mencionado ê quanto 

a duração do desenvolvimento embrionário. Em nosso trabalho , 

verificamos um período de 6 a 9 dias apôs a primeira segmenta­

ção do ovo, â temperatura de 259 C, o que coincide com o obser 

vado por Paraense (1970), Kawano et alii (1979) e Kawano (1982). 

No entanto, Perlowagora-Szumlewicz & Berry (1964) encontraram 

um período de 8 - 11 dias. Os autores, entretanto, não mencio 

naram a temperatura do experimento. De acordo com relatos da 

literatura, B.glabrata de mesma ou de diversas procedências 

quando submetida a condições ambientais diferentes, mostra com 

portamento variável no tocante â duração do ciclo embrionário. 

Um dos fatores amoientais importantes ê a temperatura. De um 

modo geral, temperaturas mais altas aceleram o tempo de desen­

volvimento, enquanto que as baixas atrasam. Assim, Jachowski 

(1963) encontrou uma duração de 14 a 16 dias ã temperatura de 

21-249C, sendo que uma duração de 9,6 a 14,7 dias foi observa­

da por Barbosa et alii (1987) com valores mais altos nas esta­

ções frias e mais baixos nas estações quentes. 

Estas observações levam a supor que fatores ge­

néticos associados a fatores ambientais e condições experimen­

tais às quais os animais foram submetidos possam estar envolvi^ 

dos nas diferenças encontradas entre os resultados desses auto 

res e o por nós obtido. 
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Verificamos ainda em desovas irradiadas com 15 

Gy no estádio de trocõfora, uma porcentagem relativamente alta 

de embriões que não eclodiram (55,0%) (TABELA V), embora, apa­

rentemente, apresentassem um desenvolvimento normal. Tanto a 

taxa de mortalidade (28,40%) (figura 5 E), assim como a fre­

qüência de embriões malformados (22,%«) (TABELA IV; figura 7 E) 

não foram suficientemente altas a ponto de explicar uma forte 

redução na taxa de eclosão observada na dose de 15 Gy(9,l%) (fi 

gura 10 E). Uma possível inibição da eclosão poderia ser res­

ponsável por essa queda na taxa de eclosão, em embriões irra­

diados no estádio de trocõfora. Observações posteriores mos­

traram que estes embriões morreram dentro da cápsula de ovo en 

tre o vigésimo e o trigasimo dia após a irradiação. Deve-se 

assinalar que o mesmo fenômeno foi verificado também em em­

briões irradiados no estágio de veliger jovem, particularmente 

na dose de 20 Gy, com cerca de 77,7% de embriões não eclodidos 

até o 159 dia apôs a irradiação (TABELA VI). 

Segundo Rogers (1966), a eclosão de ovos de hel̂  

mintos envolve um processo que depende de três etapas princi -

pais: um estimulo aplicado ao ovo, uma resposta metabõlica do 

ovo, com a secreção de um fluido de "eclosão" e a eclosão re­

sultante da ação deste fluido secretado na cápsula do ovo. Em 

peixes, Shimada et alii (1985) irradiando embriões de Oryzias 

latipes com doses de 10 a 440 Gy de radiação gama (2,5 Gy/min) 

verificaram que as doses que produziram 50% de eclosão em em­

briões de 0, 1, 2, 3 e 4 dias após a fertilização foram respec 

tivamente, 15, 23, 18, 50 e 400 Gy. Os autores correlaciona -
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ran estas mudanças na taxa de eclosão em embriões irradiados 

coa o estádio de desenvolvimento de tecidos, especialmente o 

da glândula de eclosão. Segundo Hydo-Taguchi et alii (1973) e£ 

se seria o tecido critico para a eclosão. Esta glândula, em 

Oryzias latipes começa a se diferenciar no segundo dia apôs a 

fertilização, sendo que antes deste período, as células da 

glândula de eclosão estão sofrendo uma intensa proliferação que 

corresponde ao estádio de embrião de um dia de idade. Apôs 

este estádio, as células diferenciadas da glândula sintetizam 

enzima de eclosão que age no côrion dos ovos, dissolvendo - o 

no momento da eclosão (Yamagami, 1970). Shimada et alii(1985) 

consideraram que o decréscimo acentuado na radiossensibilidade 

de embriões de três dias poderia estar relacionado com a etapa 

final de diferenciação das células da glândula de eclosão. As 

sim sendo, as alterações na taxa de eclosão dos embriões refle 

tiriaro uma lesão por radiação que afetaria não somente a proli 

feração mas também a diferenciação de células e tecidos da glãn 

dula de eclosão. Por outro lado, Welander (1954) verificou 

que a radiação não influiu de maneira significativa na eclosão 

de embriões de Salmo gairdnerii (teleõsteo), irradiados com 

doses de 25 a 2.570 R de raios X (133 R/min). Grande número de 

ovos eclodiram apôs a irradiação com 2.400 R em embriões trata 

dos no estádio de formação dos olhos ("early" e "late eye 

stage"). Outros agentes, temperatura e luz, alteraram a taxa 

de eclosão nesses animais. Baseados nesses resultados, Welan­

der sugeriu que a enzima de eclosão provavelmente não teria sî  

do afetada pela radiação na faixa de dose empregada. 
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Em Planorbidae, a eclosão parece ocorrer sob a 

ação da rãdula (aparelho mastigador do caramujo) que, juntaroen 

te com a movimentação do caramujo dentro da cápsula do ovo, au 

xilia na ruptura da membrana do ovo, no momento da eclosão(Rey, 

1956). A rãdula é uma estrutura ectodérmica que, como o esto-

modêo, se origina dos micrõmeros do segundo e terceiro quarte­

tos e se diferencia no estádio de trocofora. Segundo Brahma-

chary (1983), além da rãdula, parece que os caramujos jovens u 

tilizam uma enzima, talvez semelhante àquela dos helmintos e 

peixes que auxiliam na eclosão, liqüefazendo a substância gela 

tinosa que cobre os embriões ou mesmo agindo na membrana da 

cápsula do ovo. Assim, aliando estas informações aos resulta­

dos encontrados pode-se sugerir que uma forte diminuição na ta 

xa de eclosão observada nos estádios mais evolufdos de desen -

volvimento, trocõfora e veliger jovem, pode ser decorrente de 

uma possível inibição da eclosão resultante de alguma lesão in 

duzida pela radiação na formação da rãdula ou de uma enzima es 

peclfica, necessária para a eclosão. 

5.2. Análise Citogenétlca 

A análise de metãfases obtidas de embriões nor­

mais de B.glabrata mostrou número básico de 2n = 36 cromos 

somos,o que corrobora as observações anteriormente feitas por 

outros autores (Azevedo & Gonçalves, 1956; Burch, 1960; Goldman 

et alii, 1984; Kawano et alii, 1987). Os cromossomos foram i-
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dentifiçados, de acordo com a posição do centrômero, como sen­

do 12 pares metacentricos, 4 submetacentrics e 2 subtelocên -

tricôs. Estas observações coincidem com as de Kawano et alii 

(1987). Estes autores verificaram ainda qus., .. -a espécie a-

presenta um único par de cromossomos subtelocêntricos, porta 

dor da região organizadora do nucleolo (par VI), evidenciado pe 

Ia coloração por nitrato de prata. Entretanto, no que diz res_ 

peito â classificação morfolõgica dos cromossomos, os resulta­

dos obtidos apresentam discordâncias com os relatados por ou­

tros autores. Narang (1974, 1976) classificou os cromossomos 

de B.glabrata como sendo 11 pares metacentricos, 6 submetacen­

trics e 1 acrocêntrico em mutante de Santa Luzia, Minas Ge­

rais. Jã Raghunathan (1976) encontrou 10 pares metacentricos, 

4 submetacêntricos, 2 acrocêntricos e 2 telocêntricos em em­

briões de B.glabrata originaria de Porto Rico. Por outro lado, 

Goldman et alii (1984) obtiveram 15 pares metacentricos, 2 suç 

metacentricos e 1 subtelocentrico em caramujos provenientes de 

Curitiba, Paraná. 

Como assinalam Kawano et alii (1987), não esta 

claro se estas diferenças são decorrentes dos problemas técni­

cos relacionados às preparações citológicas ou das variações e 

xistentes entre diferentes populações de caramujos. Narang -

(1974), por exemplo, usou a técnica de esmagamento que pode o-

ferecer pouca resolução para um estudo cromossômico mais acura 

do, podendo acarretar em interpretações nem sempre corretas. 



106 

Cabe assinalar que as metâfases poliploides fo­

ram encontradas tanto nos preparados citologicos de embriões ir 

radiados, como também nos dos controles, quando tratados no es_ 

tâdio de troco for a jovem. As células poliploides não foram en 

centradas no estádio de gãstrula. A presença de metâfases po­

liploides em tecidos somáticos de embriões de B.glabrata foi 

verificada também por Simões et alii (1985). 

Uma possível origem de células poliploides foi 

levantada por Schreiber (1966) e Schreiber & Carney (1966). Es 

ses autores baseando-se no teor de DNA de blastõmeros, medido 

pelo método citofotométrico sugeriram que elas seriam proveni­

entes de certos grupos de blastômeros, os endomeros que apare­

cem no estádio final de blãstula que durante a gastrulação por 

endobolia, invaginam na região do futuro blastõporo. Relata­

ram que durante a gastrulação, estes endomeros aumentariam em 

tamanho e sofreriam três ciclos de divisões endomitõticas, dan 

do origem a células 16 c, que segundo Fallieri et alii (1969), 

originariam a glândula digestiva embrionária no estádio de tro 

c&fora. Uma vez que o ovotestis e a glândula digestiva de ca­

ramujos adultos são essencialmente constituídos de células po­

liploides (Tuan et alii, 1984; Uemura 6 Simões, 1984), é de 

supor que estas apresentem uma função importante na formação 

desses órgãos. Uma observação que favorece esta suposição ê a 

presença de metâfases poliploides com várias aberrações estru 

turais (dicêntricos e tricêntricos) (figura 16), obtidas por 

nós, de preparações de embriões irradiados no estádio de blãs­

tula, processados no de txocófora jovem. Estas observações não 

coincidem com as de Narang (1974). Este autor verificou a pre 
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sença de metãfases poliplóides tanto nas preparações feitas a 

partir de ovotestis de caramujos irradiados com 3.000 aS.000 R 

de raios X (250R/min) quanto naquelas feitas de embriões F,. O 

autor as considerou como sendo, unicamente, um dos efeitos da 

radiação. 

As aberrações cromossômicas estruturais encon­

tradas em embriões irradiados foram rearranjos, quebras, fa­

lhas acromãticas e fragmentos acintricos, cuja freqüência au­

senta com o aumento da dose de radiação, 24 horas após a expo­

sição. As aberrações encontradas são predominantemente do ti­

po cromossômico, tanto em amostras processadas 24, bem como 48 

horas apôs o tratamento. 

Sabe-se que as aberrações do tipo cromossômico 

são produzidas quando as células são irradiadas na fase G, do 

ciclo celular, antes da duplicação de DNA. No entanto, existe 

também a possiblidade das células irradiadas apôs a síntese de 

DMA, nas fases S ou G,, apresentarem quebras em duas cromáti -

des (aberrações isocxomatídlcas). Muitos autores consideram as 

aberrações isocromatídicas como sendo do tipo cromossômiccypois 

envolvem quebras simultâneas nas duas cromãtides-irmãs, aparen 

temente nos locais correspondentes. 

Um outro aspecto que deve ser levado em conside 

ração é quanto ã possibilidade de aberrações do tipo cromossô­

mico serem originárias do tipo cromatídico, este produzido nas fa­

ses S ou G2 do ciclo celular. As aberrações cromatídicas, sé 

não interferirem mecanicamente na separação de cromã-
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tides na fase de duplicação, elas podem eventualmente passar 

para as células-filhas e prosseguir através da fase de duplica 

çío e reaparecer como aberrações do tipo cromossômico nas mito 

ses subseqüentes (Buckton & Evans, 1973; Bender et alii, 1974). 

Nossos resultados obtidos a partir de células epidérmicas do 

embrião permitiram estimar a duração do ciclo celular e mos­

trar que pode ocorrer, em média, dois ciclos de divisões celu­

lares entre os estádios de blástula (estádio irradiado) a tro-

cõfora jovem (estádio analisado) (figura 13). 

Dentre os vários tipos de aberrações estrutura­

is observadas, os dicêntricos e principalmente os fragmentos a 

cèntricos foram os mais comuns em embriões de B.glabrata. Fre 

quencias relativamente altas de fragmentos acentricos (82,5 a 

88,3%) foram encontradas também em oõcitose em zigotos de camun 

dongos fertilizados IN VITRO com doses de 10 a 100 R de raios 

X (60 R/min) (Matsuda et alii, 1985a) e com 0,052 a 0,295 Gy de 

radiação gama de Co-60 (0,0425 - 0,17 Gy/h) (Matsuda et alii , 

1986). A maioria das aberrações encontradas foi do tipo cro­

mossômico em ambos os casos (85,8 a 38,5%). Matsuda et alii 

(1985b) verificaram também em zigotosdecamundongos fertilizados 

com esperma irradiado com 50 a 400 R de raios X (60 R/min) que 

as aberrações foram principalmente do tipo cromossômico (82,1%), 

com 67,5% de fragmentos, 6% de rearranjos e 8,6% de quebras e 

falhas. Os autores sugeriram que as aberrações cromossõmicas 

que se originam de dano induzido em esperma podem ser causados 

principalmente por evento de uma quebra. 
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0 fato de embriões irradiados de B.glabrata a 

presentarem em suas células, uma freqüência tão elevada de 

fragmentos acêntricos em relação aos dicêntricôs, leva-nos a 

pensar em algumas hipóteses. Uma delas ê quanto ao modo de 

formação dessas aberrações. As deleções, tanto terminais como 

intersticiais, são resultantes de quebras ocorridas no mesmo 

cromossomo e podem ser produzidas antes ou após a síntese de 

DNA. Por outro lado, os dicêntricos são resultantes de duas 

quebras envolvendo cromossomos diferentes e são produzidos an­

tes da duplicação de DNA. Neste caso, para a sua formação, as 

duas quebras necessitariam ser produzidas dentro de um certo 

período de tempo, de modo que a primeira quebra não sofra reu­

nião antes da segunda ser produzida, de tal maneira que elas se 

interajam e ocorram trocas entre as extremidades quebradas. A 

lém do mais, as duas quebras produzidas necessitariam estar su 

ficientemente próximas uma da outra para que ocorra o rearran-

jo por erro no reparo (IAEA, 1986). Não se pode descartar tam 

bem a possibilidade dos fragmentos acêntricos serem originári­

os de aberrações de rearranjo (dicêntricos, tricêntricos e a-

nêis cêntricos) (Stephan, 1986). 

Para verificar a influência do tempo de trata­

mento após a irradiação sobre a freqüência de aberrações cro-

mossõwicas, os embriões expostos a 10 Gy foram também proce± 

sados 48 horas após a irradiação. Examinando-se os dados obti -

dos, verificamos que o numero de metãfases com aberrações es­

truturais foi cerca de três vezes menor (12,0%) em relação o 
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de 24 horas (38,9%). Igualmente, o número de aberrações por 

cilula foi aproximadamente quarttro vezes menor (0,16 aberra­

ções/célula ), quando comparado com as amostras de 24 horas 

(0,64 aberrações/célula). O teste de proporções rejeitou a hi 

pÕtese de que a freqüência de metãfases com aberrações,bem co­

mo o numero de aberrações por cilula, sejam iguais 24 e 48 ho­

ras apôs a irradiação. 

Existem vários trabalhos que mostram que duran­

te a proliferação celular pode ocorrer um processo seletivo de 

eliminação de determinados tipos de aberrações cromossômicas -

(Carrano ft Heddle, 1973, Braselmann et alii, 1986). Estimati­

vas da taxa de eliminação de aberrações cromossômicas realiza­

das em vários sistemas IN VITRO mostram uma perda de cerca de 

50% de dicêntricos em cada geração celular, por exemplo, em mi 

crõsporos de Tradescantia (Conger, 1965), em células de hamster 

chinês (Carrano, 1973b) e em linfõcitos periféricos humanos(Sa 

saki ft Norman, 1967; Carrano ft Heddle, 1973; Bauchinger et alii, 

1986). Quanto â taxa de eliminação de fragmentos acêntricos , 

os valores obtidos por diferentes autores apresentam discordân 

cias. Segundo Sasaki ft Norman (1967), cerca de 70% de fragmen 

tos acêntricos podem ser eliminados da primeira divisão após a 

irradiação em linfõcitos e o restante pode ser incorporado em 

uma das células-filhas, aparecendo como fragmentos pareados na 

segunda divisão metafásica. Carrano (1973a) observou que cer­

ca de 57% de fragmentos acêntricos seriam transmitidos para as 

células-filhas na anãfase em células de hamster chinês. Já 



Ill 

Carrano & Heddle (1973) estimam que cerca de 80% dos fragmen -

tos seriam transmitidos pareados para cada cêlula-filha em lln 

fõcltos humanos. Os dados de Carrano & Heddle são reforçados 

por Bauchinger et alii (1986) que avaliaram que somente 20% de 

fragmentos seriam eliminados durante a primeira divisão celu­

lar, apôs a Irradiação. 

Experimento Interessante é aquele realizado por 

Reichert et alii (.1984) em oôcitos de camundongos irradiados 

com 2 Gy de raios X (0,42 Gy/min). A análise cromossômica foi 

feita também no estádio de zigoto e feto de 13,5 dias de gesta 

ção. Verificou-se uma eliminação gradativa de aberrações cro-

mossômicas no decurso de desenvolvimento embrionário. Cerca 

de 87% dos oôcitos mostraram aberrações cromossômicas estrutu­

rais apôs a irradiação com 2 Gy; em contraste, os zigotos, so­

mente 69% e os fetos de 13,5 dias eram indlstlnguívels dos con 

troles. Além de aberrações estruturais encontraram também as 

numéricas, principalmente hipoploidia. Com base nestas obser­

vações, os autores sugeriram que a maioria das aberrações indu 

zidas em oôcitos irradiados com dose de 2 Gy eram eliminados 

,om a morte precoce dos embriões no 13,59 dia de prenhez. 

Com fundamento nestas informações, pode-se suge 

rir que o decréscin. J na freqüência de aberrações cromossômicas 

com o aumento de tempo entre a irradiação e a fixação seja de­

corrente de uma possível eliminação de células com aberrações 

cromossômicas, em embriões de B.glabrata. 



112 

Deve-se assinalar também que as preparações ci­

tologicas obtidas de embriões submetidos à dose de 15 Gy mos­

tram uma queda significativa na freqüência de metáfases com 

36 cromossomos. Os grupos controle e irradiados com 5 e 10 Gy 

não diferem estatisticamente entre si quanto à porcentagem de 

metáfases com numero modal e hipomodal de cromossomos, 24 ho­

ras apôs a exposição. Da mesma maneira, uma comparação dos nú 

meros modais de cromossomos de células, 24 e 48 horas após a ir 

radiação com 10 Gy mostra que não existe diferença significati 

va entre eles (qui-quadrado; t = 4,74; g.l. » 2; p>0,05). Em 

bora as lâminas citolõgicas obtidas tanto de embriões controle 

como os de embriões tratados tenham apresentado metáfases in­

completas, raramente observaram-se células com numero superior 

a 36 cromossomos. Estas observações, de certa forma, descarta 

riam a possibilidade de ocorrência de não-disjunçâo mitótica. 

Segundo Beiguelman (1982), uma das prováveis causas de perda 

cromossômica seria o atraso anafãsico ("anaphase lag") decor-

rente do atraso da migração de uma ou mais cromãtides para um 

dos pólos do fuso durante a anãfase. Assim sendo, estas cromá 

tides ficariam fora do núcleo telofãsico e acabariam por dege­

nerar, de sorte que o número de cromossomos diminuiria em uma 

das células-filhas, enquanto na outra ele se corservaria inal­

terado. Uma outra possibilidade, ainda segundo o mesmo autor, 

seria a ocorrência de rearranjos cromossõmicos que comportar -

se-iam de modo anômalo durante a anãfase, que impediriam a via 

bilidade do cromossomo afetado. Desse meio, resultariam duas 

cêlulas-filhas hipodiplõides. 
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Com base nestas informações, os resultados obtî  

dos neste trabalho são sugestivos de uma possível perda de cro 

mossomos em células irradiadas com dose de 15 Gy. O fato de 

não se verificar um aumento na freqüência de dicêntricos na do 

se de 15 Gy leva â suspeita de um possível envolvimento de cro 

mossomos dicêntricos neste fenômeno. 

Verificou-se ainda em preparações eitológicas de 

embriões irradiados, um aumento no grau de inibição mitôtica 

com o aumento da dose de radiação, com uma redução nos valores 

de Índices mitõticos de 50,4, 65,9 e 77,3%, nas doses de 5, 10 

e 15 Gy, respectivamente, em relação ao controle, 24 horas a-

p6s a exposição. Analisando os resultados obtidos, verifica -

se que existe uma correlação entre a freqüência de aberrações 

cromossômicas e o bloqueio da mitose, os quais aumentam consi­

deravelmente com o aumento da dose de radiação, 24 horas após 

o tratamento. 

Uma forte inibição da mitose, ao que parece,po 

de ser decorrente da presença de aberrações cromossômicas ra-

dioinduzidas e também de células seriamente danificadas pela 

radiação, impossibilitadas de aparecerem nas mitoses subseqüln 

tes. 

Embora os processos que levam à morte celular a 

pós a irradiação sejam pouco elucidados, muitos autores(Goggle, 

1971; Kihlman, 1977; Bedford et alii, 1978; Scott & Zampetti -

Bosseler, 1980; Preston, 1985) apontam como prováveis causas 

de morte celular: 
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. a perda de fragmentos acêntricôs, deixando uma 

ou ambas as células-filhas geneticamente defi 

cientes; 

. a formação de ponte anafãsica resultante de 

dicintrico, impedindo a separação física das 

cêlulas-filhas; 

. a eventual ruptura da ponte anafãsica, causan 

do uma distribuição desigual de material cro-

mossômico entre as células-filhas. 

Assim, com base nos resultados obtidos e nas in 

formações da literatura pode-se concluir que, a dose de 15 Gy 

neste sistema, embrião de B.glabrata, é muito prejudicial, fa­

to evidenciado pela inibição acentuada do processo mitôtico,fre 

qflência relativamente alta de aberrações cromossomicas estrutu 

rais e uma possível perda de cromossomos. Russell ft Russell(1954) 

levantaram a hipótese de que o dano intracelular primário da 

radiação sobre o embrião seria a ocorrência de quebras cromos­

somicas que levariam ã formação de aberrações cromossomicas. U 

ma vez que o material nuclear representa um papel critico na 

divisão celular, alterações na estrutura e função dos cromos -

somos podem se manifestar nas etapas subseqüentes do desenvolvi­

mento, em organismos de rápida proliferação celular. Uma rela 

ção Intima entre aberrações cromossomicas e morte do embrião 

foi documentada por Matsuda et alii (1983, 1985a) e por Rei-

chert et alii (1984) em camundongos. Outros relacionaram as a 
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berrações cromossomicas com a indução de malformações em em­

briões de caroundongos (Rugh, 1969), peixes (McGregor & NewCom-

be, 1972) e em várias espicies de anfíbios, répteis e mamife -

ros (Wolsky, 1982). 

Com base nas informações disponíveis na litera­

tura, os resultados obtidos neste trabalho sugerem uma associa 

çio entre as aberrações cromossomicas radioinduzidas e os efei 

tos morfogenêticos da radiação em embriões de B.glabrata, irra 

diados no estádio de blâstula. 



6. SUMARIO 

Neste trabalho o autor apresenta alguns aspec­

tos dos efeitos da radiação ionizante sobre o embrião e o mate 

rial genético de Biomphalaria glabrata (Mollusca: Gastropoda), 

importante vetor da esquistossomose. 

Para tanto, submeteu os embriões nos vários 

estádios de desenvolvimento, a saber, fases de ovo, blástula , 

gãstrula, trocofora jovem, trocofora e veliger jovem, a doses 

de 5, 10, 15, 20 e 25 Gy de radiação gama de Co-60. Foram uti 

lizados quatro parâmetros biológicos, mortalidade, m^alforma -

ção, eclosão e aberrações cromossômicas, como um critério de 

avaliação da radiossensibilidade dos embriões. 

Quanto ã mortalidade, os resultados obtidos in­

dicaram que os embriões mostraram maior radiossensibilidade nos 

estádios mais precoces de desenvolvimento. A susceptibilidade 

diminuiu com o aumento da idade do embrião e com o decréscimo 

da dose de radiação. Os valores estimados da D L 5 O M 5 dias) r-

velaram que o estádio de ovo foi cerca de cinco vezes mais ra-

dioisensíve! do que o de trocofora. 

Verificou-se também que o número de embriões mal 

formados aumentou rapidamente com o aumento da dose de radia­

ção, atingindo o máximo entre o quinto e o oitavo dia após a 
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irradiação, em todos os estádios embrionários. Contudo, para 

o estádio de ovo, o número de embriões malformados foi inversa 

mente proporcional ã dose de radiação. As maiores incidências 

de embriões malformados foram encontradas nos estádios de blá£ 

tula e gástrula, na dose de 10 Gy, e também na fase de trocofo 

ra jovem, na dose de 15 Gy. O estádio menos afetado foi a tro 

cÔfora, no intervalo de dose de 5 a 15 Gy. Obtivemos vários ti 

pos de malformações morfogenêticas, entre as quais, malforma -

ção cefâlica, exogãstrula, malformação da concha e embrião com 

eversão do estomodéo, sendo a malformação inespecifica a mais 

freqüente. 

A taxa de eclosão diminuiu com o aumento da do­

se e com o decriscimo da idade do embrião, sendo que, na dose 

de 15 Gy, o número de embriões eclodidos foi grandemente redu­

zido qualquer que fosse o estádio embrionário irradiado. Ob­

servou-se uma pronunciada inibição na eclosão em embriões tra­

tados nas fases de trocõfora e veliger jovem. Em embriões ir­

radiados subletalmente, verificou-se um atraso no tempo neces­

sário para a eclosão, exceção feita ao estádio de trocõfora ir 

radiada com 5 Gy. Neste caso, o comportamento do embrião foi 

muito similar ao do grupo controle. 

Para o estado cromossômico utilizaram-se em­

briões irradiados no estádio de blãstula com doses de 5, 10 e 

15 Gy de radiação gama e processados 24 horas após a irradia -

ção. No caso de embriões irradiados com 10 Gy, a análise cito 

genética foi feita também 48 horas após a exposição. Confir­

mou-se que o número diplõide da espécie é 2n * 36, com 12 pa-
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res metacêntricos, 4 submetacêntricos e 2 subtelocêntricos. Os 

principais tipos de aberrações cromossomicas estruturais encon 

tradas foram os dicêntricôs, anéis, quebras, falhas acromâti -

cas e fragmentos acêntricos, cuja freqüência aumentou com o au 

mento da dose de radiação. Os dicêntricos e principalmente os 

fragmentos acêntricos foram os tipos mais comuns. Um decrésçi 

mo significativo na freqüência de metãfases com aberrações com 

o aumento de tempo entre a irradiação e a fixação (24 e 48 ho­

ras) , parece estar associado à eliminação de células com aber­

rações cromossomicas. 

Os resultados sugerem também uma possível perda 

de cromossomos de células irradiadas com dose de 15 Gy, 24 ho­

ras apôs o tratamento. 

Observamos uma queda no Índice mitõtico com o 

aumento da dose de radiação, mostrando um certo paralelismo en 

tre a freqüência de aberrações cromossomicas e o grau de de­

pressão mitõtica, 24 horas apôs a irradiação. 0 autor sugere 

que possa existir uma associação entre a ocorrência de aberra­

ções cromossomicas e os efeitos morfogeneticos da radiação, em 

embriões irradiados na fase de blástula. 



7. SUMÜU17 

It has been presented some aspects of the ef­

fects of the ionizing radiation on the embryo and on the 

genetical material of Biomphalaria glabrata (Mollusca: òastro-

poda), an important vector of the Schistosomiasis. 

For that matter, the embryos were submitted at 

various stages of development, which is, stage of clevage,bla£ 

tula, gastrula, young trochophore, trochophore and young veil-

ger, to doses of 5, 10, 15, 20 and 25 Gy of Co-60 gamma radi­

ation. As a criteria of evaluation of the embryos 

radiosensitivity, four biological parameters were used: mor­

tality, malformation, hatching and chromosomal aberrations. 

In relation to the mortality, the results showed 

that the embryos were more radiosensitive at the earlier 

stages of development. The susceptibility decreased with the 

increase of the embryos age and with the decrease of the radi­

ation dose. The estimated values of DLgQ(15 davs) revealed 

that the stage of egg was five times more radiosensitive than 

the stage of trochophore. 

It was also noticed that the number of malfromed 

embryos increased rapidly with the increase of the radiation 

dose at all embryonic stages. However, at the stage of egg, 
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the number of malformed embryos was inversely proportional to 

the radiation dose. The greater incidences of malformed 

embryos were found at the stages of blastula and gastrula at 

the dose of 10 Gy and also at the stage of young trochophore , 

at the dose of 15 Gy. The less affected stage was the 

trochophore at the dose range of 5 to 15 Gy. Several types of 

morphogenetic malformation were obtained and among them, head 

malformation, exogastrula, shell malformation and embryo with 

an evaginated stomodaeum, being the aspecific malformation the 

most frequent. 

The rate of hatching decreased with the increase 

of the dose and with the embryo's age and thus, at the dose of 

15 Gy, the number of hatched embryos was greatly reduced, de­

spite the embryonic irradiated stage. It was noticed a sig­

nificant hatching inhibition in embryos treated at the 

trochophore and young veliger stages. In embryos irradiated 

with sublethal doses, it was observed a delay in the time 

necessary for the hatching, save the trochophore stage ir­

radiated with 5 Gy. In this case, the behavior of the embryo 

was very similar to the control group. 

Embryos at the blastula stage irradiated with 

doses of 5, 10 and 15 Gy gamma radiation were processed 24 

hours after the irradiation for the chromosomal study. In the 

case of embryos irradiated with 10 Gy, cytogenetic analysis was 

made, also 48 hours after the exposure. It was confirmed that 

the diploid number of the specie is 2n = 36, with 12 pairs of 
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metacentric, 4 submetacentric and 2 subtelocentric. The main 

types of structural chromosomal aberrations found were 

dicentrics, rings, breaks, gaps and acentric fragments, whose 

frequency increased with the increase of the radiation dose. 

The dicentrics and mainly the acentric fragments were the most 

common type. Increasing the time period between the radiation 

and the fixation (24 and 48 hours), a significant decrease in 

the frequency of metaphaseswith aberrations occurred and it 

seems to be associated with the elimination of the cells with 

chromosomal aberrations. 

The results also suggest a possible loss of 

chromosomes of irradiated cells with dose of 15 Gy, 24 hours 

after the exposure. 

It was observed a reduction in the mitotic index 

with the increase of the radation dose, showing some paralelism 

between the frequency of the chromosomal aberrations and the 

degree of mitotic depression, 24 hours after radiation. An 

association between the occurrence of chromosomal aberrations 

and the morphogenetic effects of radiation was suggested, in 

irradiated embryos at the blastula stage. 
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