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PADRONIZACAO DA TECNICA DE MARCACAO DE CARAMUJOS
BIOMPHALARIA GLABRATA COM RADIOESTRONCIO

MIGUEL ARCHANJO MUNIZ LEAL"
EDUARDO PENNA FRANCA™™

Caramujos Biomphalaria glabrata vetor da esquisiussomose mansonica, utiliza-
dos em experiéncias de campo, nas quais se faz necessdrio sua identificacao e/ou localiza-
cdo, devem ser marcados com radioestroncio &9, 89 ou 90. Sua marcagdo em laboratono
deve ser procedida em aqudrios de vidro sem fundo de areia, temperatura de 26,5 *+ 190C,
pH ajustado ao valor encontrado no “habitat”, aeragdo artificial, alimentacdo didria com
pequenas porcoes de alface fresca e 25 ml de dgua desionizada por caramujo. O nivel de
atividade no caramujo pode ser estimado sabendo-se que para o tempo de marcagdo de
5 dias e atividades iniciais de 0,036 a 0,362 uCi/ml, a captacdo global para grupos de 10
caramujos estd em torno de 84 * 2% e que a marcacdo em dgua contendo cdlcio, pratica-
mente ndo se altera até concentragdes de 50 ppm. A sobrevida ao longo de nove semanas
ndo foi influenciada pela presenga de radioestroncio no caramujo.

Em trabalho anterior, Leal & Franca (1982) estabeleceram que o radioestréncio
é o elemento mais indicado para marcagdo de caramujos B. glabrata para utilizagdo em
trabalhos de campo. Entretanto hd necessidade de serem estabelecidos parametros que
permitam sua aplicagdo no sentido de marcar caramujos com a quantidade adequada de
radioestroncio, em fungio dos objetivos do pesquisador. Visando a tal diregdo, foram rea-
lizadas experiéncias para verificar: 1) a influéncia do nimero de caramujos sobre a incor-
pora¢do de radioestréncio; 2) a influéncia da atividade inicial de radioestroncio na incor-
poracdo por um nimero constante de caramujos; 3) a influéncia do Ca** na incorporagao
de radioestroncio; 4) a sobrevivéncia de caramujos marcados.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados caramujos B. glabrata (Mollusca, Planorbidae), provenientes de
amostra coletada no rio Beberibe, Recife — PE. Nas experiéncias iniciais foram utilizados
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caramujos da quinta ou sexta geracdo em cativeiro e a partir desta data as gera¢des sucessi-
vas. Um determinado nimero de caramujos com didmetros entre 10-12 mm era colocado
nos aqudrios com determinado volume de dgua por caramujo. Os aquarios, de vidro, eram
mantidos a temperatura de 26,5 £ 1°C, pH ajustado em 6,5, aeracdo artificial e alimenta-
¢do com alface fresca. As demais condi¢Ges de marcacdo sdo apresentadas separadamente
para cada experiéncia. Periodicamente os caramujos marcados em °° Sr eram retirados dos
aquarios, lavados em dgua corrente e contados no sistema 972, Nuclear Chicago, associado
a um espectrometro gama com dois canais, Ultrascaler 11, provido de trocador automdtico
de amostras, modelo 4216 da Nuclear Chicago. A atividade de radioestréncio incorporado
pelo caramujo, mantido em solugdo deste radionuclideo, pode ser expressa em fung¢do da
contagem da atividade residual na solugdo, no tempo considerado. Desta forma, aliquotas
de 1 ml de dgua do aqudrio eram coletadas periodicamente e colocadas em recipientes
para cintilagdo liquida, contendo 5 ml de dgua destilada. Apés intervalo de tempo sufi-
ciente para estabelecimento do equilibrio secular entre 0 * Sr e 0 ™Y, praticamente ao
nivel de 100%, as amostras eram contadas no sistema LS-250 da Beckman, através da
radiagao Cerenkov. Para manter a homogeneidade nas contagens foi utilizado um padrao
de referéncia de meia-vida longa (!°7 Cs com ty, = 30 anos), servindo ainda para calibrar
espectrébmetro (E = 0,662 MeV). A homogeneidade das contagens no modelo LS-250 foi
realizada pela curva de “‘quenching”.

Para a experiéncia de sobrevivéncia foram selecionados 99 caramujos marcados
com *°Sr (emissor B com energia mixima de 2,27MeV) durante cinco dias, segundo técni-
ca ja descrita. O grupo controle sofreu 0 mesmo tratamento a menos do radioestroncio.
Posteriormente toram colocados num unico aqudrio, contendo 30 litros de dgua, aeragio
artificial, temperatura controlada em 26,5 + 19C e fundo de aqudrio com 3 camadas, duas
de barro vermelho, com 20% de carbonato de cdlcio e uma intermedidria de areia de rio,
lavada e esterilizada, contendo 10% de carbonato de cdlcio, todas com 1 ¢m de espessura.
Os caramujos foram alimentados diariamente com alface fresca e uma vez por semana
com uma ra¢do segundo Freitas (1973), modificada. Cada 7 dias os caramujos mortos
eram coletados, testados quanto a presenca de ™ Sr com um monitor portatil, Thiac 111
Victoreen e ndo devolvidos ao aquario. As experiéncias foram realizadas conforme tabelas

seguintes.

TABELA I

Condi¢des de marca¢do com ’° Sr utilizando némero varidvel de caramujos

Aguario
Controle™ ] 2 3 4
Varigvel

Volume total de

agua no aqudrio (ml)™* 250 250 250 250 250
Nimero de caramujos

por aqudrio 39 5 10 25 50
Atividade total (uCi) — 97 103 100 106
Concentracdo (uCi/ml) — 0,388 0412 0.400 0,424
Volume de dgua por

caramujo (ml} 6,41 50 25 10 5
Atividade disponivel

por caramujo (uCi) — 19,40 10,30 4,00 2,12

* Para controte de mortalidade
** Agua desionizada
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TABELA II

Condigdes de marcacdo com ?%Sr em concentracdo varidvel
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Aqudrio
Conftrole 1 2 3 4
Varigvel
i | - i —

Volume total de

dgua no aqudrio (ml)* 250 250 250 250 250
Numero de caramujos

por aqudrio 10 10 10 10 10
Atividade total (uCi) — 90 18,0 453 90,5
Concentra¢do (uCi/mli) — 0,036 0,072 0,181 0,362
Volume de agua por

caramujo {ml) 25 25 25 25 25
Atividade disponivel

por caramujo {uCi) — 0,9 1,8 4,5 9,05
* Agua desionizada
TABELA III
Condices de marcac¢do com ®°Sr em presenca de Ca**

T |
Aquario
Controle I 2 3 4

Variavel
Volume total de dgua

no aqudrio (ml)”* 750 750 750 750 750
Niumero de caramujos

por agquario 15 15 15 15 15
Atividade total (uCi) 300 150 150 150 150
Concentragdo (uCi/ml) 04 5 5 5 5
Volume de dgua por

caramujo (ml) 50 50 50 50 50
Atividade disponivel

por caramujo (uCi) 20 10 10 10 10
Concentragdo Ca*™ (ppm) 0 50 100 200 400

* Agua desionizada
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RESULTADOS

TABELA IV
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Atividade de ®? Sr remanescente no aqudrio na marca¢do com niimero

varidvel de caramujos

Atividade remanescente no aqudrio

cpm/{cpm),,
Controle™ 1 2 3 4
Tempo {(dias)
0 1,00 1,00 1,00 1,00
1 0,80 0,48 0,21 0,06
2 0,46 0,14 0,05 0,02
3 0,30 0,13 0,04 0,01
4 0,28 0,12 0,04 0,02
5 0,25 0,12 0,05 0,01
Sobreviventes (%) 100 30 64 74
* Para controle de mortalidade
TABELA V
Atividade remanescente no aqudrio na marcagio com concentragio varidvel de *%Sr
Atividade remanescente no aqudrio
l cpr{!/(cpmja
Aqudrio
Controle™ 1 2 3 4 X Ty.J
Tempo (dias)
0 — 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 —
1 — 0,33 0,37 0,33 0,35 0,34 0,02
2 — 0,27 0,31 0,32 0,31 0,30 0,02
3 — 0,23 0,25 0,26 0,26 0,25 0,01
4 — 0,17 0,19 0,20 0,16 0,18 0,02
5 — 0,15 0,17 0,18 0,15 0,16 0,02
Sobreviventes (%) 100 100 100 100 100 - -

*Para controle da sobrevivéncia



TABELA VI

Comparacdo de sobrevida de caramujos marcados com *°Sr e ndo marcados

Caramujos Mortos
Tempo Marcados Nao Marcados
semanas) {numero) (% acumulada) { mimero) {% acumulada)
0 0 0 0 0
1 2 2,0 4 3,5
2 5 7.0 6 8,8
3 7 14,1 8 159
4 7 21,2 7 22,1
5 5 26,2 10 30,9
6 4 30,3 5 354
7 9 394 9 433
8 8 47.5 8 504
9 3 50,5 3 53,1
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Fig. 1 — Fracdo da atividade inicial de * Sr remanescente na agua do aquaric em experiéncias de mar-
cagao
® 50 caramujos O 25 catamujos 410 caramujos &5 caramujos
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Fig. 2 — Influéncia do mimero de caramujos na atividade remanescente, de ~° St, na agua dos aquarios
ao final do 59 dia.
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Fig. 3 — Proporcionalidade entre a atividade média retida pelos caramujos ao final do 5¢ dia de marca-
cdo e a atividade inicial colocada nos aquarios contendo um mimero constante de caramujos.
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Fig. 4 — Percentagem da atividade remanescente de 2081 nos aquarios ao final do 52 dia em funcio da
atividade inicial disponivel por caramujo.
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Fig. 5 — Influéncia da concentragdo de Ca*™" na incorporacio de 08y pelos caramujos.

cpm x 100
R (%) =

Padrio x Volume da solugdo disponivel por caramujo

DISCUSSAO

Observando-se as Figs. 1 e 2 e as Tabelas | e [V, pode-se verificar, dentro dos
limites estudados, que a mortalidade cresce quando a relagdo volume de dgua disponi-
vel por caramujo decresce, entretanto este fato ocorre sob a responsabilidade do “efeito
de populacdo” (Gazzinelli et al, 1970), pois ndo ha sugestdo de que a atividade do radio-
nuclideo contribua de alguma forma, e que existe uma dependéncia entre a atividade
remanescente no aquario e o nimero de caramujos por aquério. Desta forma, o volume
de 25 ml de dgua por caramujo (sobrevivéncia 90%) parece ser a melhor condicdo, dentre
as estudadas, para marcacgio radioisot6pica. Por outro lado a atividade remanescente nos
aquarios ao final do 59 dia de marcagdo obedece uma equagao exponencial do tipo

A=A, e —bn gendo A, e A as atividades inicial e final, b uma constante propria e n ©
nimero considerado de caramujos. Tal fenémeno pode assim ser descrito quando € atin-
gido o equilibrio dinimico entre incorporag¢do do radioestroncio no caramujo € sua eli-
minacdo, o que evidentemente ndo ocorreu para o primeiro ponto da curva. A Fig. 3 mos-
tra que OS caramujos captam uma mesma fragdo do radionuclideo, independentemente
da atividade (concentragdo) inicial colocada no aquirio, isto implica um coeficiente de
distribui¢do constante, confirmando a equagao anteriormente proposta.

A presenca de Ca?* durante a marcagdo, praticamente ndo interfere nos resulta-
dos até a concentracio de 50 ppm. Esta observagdo ¢ particularmente importante nos
trabalhos em campo, onde a marcacdo com dgua desionizada nem sempre € possivel, fi-
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cando o rendimento de incorpora¢do de Sr ** diminuido, considerando ainda que outros
ions na 4gua diminuem ainda mais o rendimento, conforme ficou estabelecido por ndés,
em trabathos preliminares. Para o caso do Rio de Janeiro, a marcagao em campo é bastante
favordvel, pois 69% dos “habitats” de Biomphalaria apresentam valores de Ca** menores
do que 50 ppm. Uma forma de aumentar o rendimento de incorporac¢io € manter os ani-
mais em baixas concentracdes dos elementos desejados, segundo Yager & Harry (1966).
A sobrevivéncia dos caramujos marcados e ndo marcados foi indiferencidvel ao longo de
9 semanas, estando ainda dentro do esperado em relagdo aos outros aquarios do molusca-
rio. Foi observado ainda que a oviposi¢do estava dentro dos limites dos outros aquarios e

que OS OVOS eram viaveis.

Pelo exposto, é possivel obter-se caramujos Biomphalaria marcados com a con-
centragio média de radioestroncio desejada, em fungdo das necessidades do pesquisador.
Pode-se inclusive calcular a concentragdo média desejada em funcdo do tempo de dura-
¢do da experiéncia, em fungdo das curvas de decaimento conforme Leal & Franca (1982).

SUMMARY

The vector snail of schistosomiasis mansoni, Biomphalaria glabrata, when used
in field experiments in which it is to he recovered and/or located, should be labeled
with radiostrontium 85. 89 or 90. The labeling in laboratory should be carried out in an
artificially aerated aquarium with 25 ml of deionized water per snail, without sand at the
bottom, at a temperature of 26.5 + 10C, pH adjusted to the value found in the natural
habitat, and the snails should be fed with small pieces of fresh lettuce. The levei of snail
activity can be estimated taking into account that, for a labeling time of 5 days and initial
activities of 0.036 to 0.362uCi/ml, the global uptake for groups of 10 snails is about
84 + 2%, and that labeling in calcium-containing water practically does not change till a
50 ppm concentration. Survival along 9 weeks was not influenced by the presence of
radiostrontium in the snail.
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