Rev, Inst. Med. trop. Sdo Paulo
15(6):417-420, novembro-dezembro, 1973

CDU 616.995.122

PADRONIZACAO DO METODO DE INCORPORACAC DE 5F e, EM
BIOMPHALARIA GLABRATA, PARA ESTUDOS DE EFEITOS DE
- DENSIDADE POPULACIONAL

Paulo Marcos Zech COELHO (1), Giovanni GAZZINELLI (2), J. PELLEGRINO (3) e
Ledgenes Horacio PEREIRA (1)

RESUMO

Foram realizados estudos sobre o método de incorporagio de **Fe por Biom-

phalarie glabrate, visando sua padronizacio.

Os resultados obtidos estabelecem re-

lagbes entre diversas varidveis e mosiram que as contagens de radiacio devem ser

feitas nas partes moles do molusco.

Resultados reprodutiveis sio obtidos quando

o tempo de incubagdo é fixado em 24 horas e o isétopo usado na concentragio de

2,0 uCi/300 ml.

INTRODUCAO

O crescimento ponderal e numérico de uma
populagdo de planorbideos estd condicionado
a miultiplos fatores, tais como a oferta de
alimento, niimero de individuos, tamanho do
espaco, inimigos naturais, competidores. Es-
te crescimento parece ser também limitado
por substinecias eliminadas pelos préprios mo-
luscos, WRIGHT ° sugere que os efeitos de-
correntes da densidade populacional de mo-
luscos de habitat aquatico sfo devidos a
substincias toxicas eliminadas pelos préprios
caramujos possivelmente hormoénios. BERRIiE
& ViIssER ' exirairam de um lago onde se
encontrava Biomphalaria sudanica uma subs-
tincia inibidora do crescimento do referido
molusco. Em concentracio mais elevada, tal
substdncia era letal para o caramujo.

" Baseando-se em estudos sobre captacfio de
ferro por Biomphalaria glabrata, feitos por
HeNeNE & col. 2, GazziNeLrr & col:? veri-
ficaram que populag(")es de moluscos de maior
densidade incorporavam menos **Fe que po-
pulagdes menos densas. Estes Autores con-

cluiram que a incorporagio de *°Fe é méto-
do Gtil para o estudo dos efeitos da densi-
dade populacional em B. glabrata. No pre-
sente trabalho, este método é estudado com
maior de:alhe, visando sua padronizacio.

MATERIAL E METODOS

Moluscos

Os exemplares de Biomphelaria glabrata
eram provenientes de criacio mantida em
laborat6rio durante um tempo superior a
10 anos.

Alimentacio

Para a alimentacio dos moluscos foi usa-
da alface seca, desidratada e pulverizada. A
desidratagfo foi feita a 50°C. A racdo pre-
parada da forma acima descrita era adminis-
trada, em algumas experiéncias, na dose de
8 mg/caramujo/dia; em outras, a dose foi
reduzida & metade (para moluscos de menor
tamanho). :
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Agua utilizada

Os caramujos eram colocados, em cada
experiéncia, em 300 ml de Agua deionizada.

Temperatura e aeragdo

A temperatura da &gua era mantida cons-
tante (27 = 0,5°C). A aeragio era feita
continuadamente, utilizando ar bombeado por
compressores.

Isétopo usado — *°Fe

O material empregado foi o citrato ferroso
(Ferrutope Squibb) acondicionado em {ras-
cos contendo 250 pCi.

A atividade especifica inicial foi de 4,98
me/mg e o ferro radioativo sé foi usado quan-
do apresentava mais de 30% de atividade
inicial. ~
Aparelho medidor de radicatividade

O radio analisador usado foi de marca
Nuclear Chicago — mod. 181-B, calibrado
para detectar particulas gama. A calibragfo

foi fixada nos seguintes valores:

Radio analisador

Ajustador de alta voltagem ... posicdo 900
Abertura da janela-......... posicio 6
Nivel ‘da base ..... e ... posigdo 630
Aumento ........ e .. posicio 2
Contador
Teste «ovvvvvniiiii i, posicéo ligado
Escala ...vvvvevvi it posi¢do 1000
Operacdo «........... ..... posigdo tempo
Voltagem ............... .. 1200 volts

O material a ser estudado era introduzido
no pogo do aparelho sendo feita a conta-
gem em cpm.

Todas as contagens foram feitas no apa-
relho calibrado conforme esquema descrito
acima.
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Awvaliagio da incorporacdo do *°Fe
pelos moluscos

Caramujos inteiros: apbs cuidadosa lava-
gem em Agua corrente, os moluscos eram co-
locados nos tubos de plastico do aparelho e
a seguir feitas as contagens.

Partes moles dos caramujos: os moluscos
eram mortos em agua quente (70°C), onde
eram deixados durante 30 segundos. As par-
tes moles eram entdo retiradas da concha,
colocadas em tubos de hemdlise e estes nos
tubos de plastico do aparelho.

Conchas: em alguns casos, as medidas
eram feitas com a concha integra. Em outros,
as conchas eram trituradas e os fragmentos
colocados dentro de tubos de hemdlise.

RESULTADOS E CONCLUSOES

Os dados obtidos mostram haver uma re-
lagdo direta entre a concentragdo do isétopo
e sua incorporagio pelo caramujo (Tabela I).
Da mesma forma, hid uma incorporagéo pro-
porcional ao tempo de incubagfio quando se
usa uma concentra¢io determinada (Tabe-
la II). Os resultados sfo satisfatérios usan-
do-se a concentragio de 2,0 pCi e o tempo
de incubacio de 24 horas.

Pelos dados da Tabela IIT pode-se verifi-
car que praticamente nfo houve diferenca na
incorporagio entre as partes moles dos mo-
luscos dé 1,5 e 2,5 cm, embora os moluscos
inteiros de 2,5 cm pesassem trés vezes mais
que os moluscos de 1,5 cm. A relaglio in-
corporagio (cpm)/peso total (mg) das par-
tes moles foi de 1,17 para os caramujos de
1,5 cm de didmetro e 0,36 para os caramu-
jos de 2,5 cm de didmetro.

Os resultados apresentados na Tabela IV
demonstram que houve contaminagio de is6-
topo na concha dos moluscos, podendo esta
mascarar comparacgbes estatisticas entre mé-
dias com valores préximos, quando se ava-
lia a radioatividade do animal inteiro.

Dos dados da Tabela V conclui-se que as
conchas dos moluscos se contaminam propor-



COELHO, P. M. Z.; GAZZINELL], G.; PELLEGRINO, J. & PEREIRA, L. H. — Padronizacio do método
de incorporacio de *Fe, em Biomphalaria glabrata, para estudos de efeitos de’ densidade po-

pulacional.

Rev. Inst. Med. trop. 8do Paulo 15:417-420, 1973.

TABELA I

Incorporacdc do ¥Fe pela B. glabrate em funcdo da concentracio do is6topo

Quantidade No de Incorporacéo Coeficiente de
Grupo de %Fe . X Média + desvio-padréao variacéo

(uC1) caramujos (cpm) (%)
1 0,35 10 577 + 130 23
2 0,70 10 - 1.263 4+ 222 18
3 1,05 10 2.118 + 719 34
4 1,40 10 2.832 4+ 674 24
5 1,75 10 8.576 *x 752 pal
6 2,10 10 . 3.843 -+ 838 22

Relacdo entre incorporacido e tempo de incubacio.

TABELA II

Concentracdo de 2,0 xCi (do %Fe)

Grupo Incubacéo N.° de Média =+ desvio-padrio Coef(licuente
p (horas) caramujos (cpm) .e =
variacio
1 16 10 596 + 109 18
2 26 10 1.006 X 119 12
3 40 10 1.321 x 185 14
TABELA IIIX
Relacdo entre o peso, tamanho e incorporacio do %Fe
Tamanho No de Pes_o (.io ) Incorpor‘acao nas 'partes _moles
X caramujo inteiro - média &+ desvio-padrio
(cm) caramujos .
(gr) . (cpm)
1,5 10 0,516 = 0,80 603 =+ 176
CV = 16% CV = 29%
2,5 10 1,680 *+ 0,210 604 =+ 217
CV = 13% CV = 36%

Relacdo entre

CV = Coeficiente de variacéo

TABELA IV

a radioatividdde da concha e partes moles, em caramujos de 1,2 cm de didmetro

PN ; = Coeficiente de
Material N.0 de caramujos Média = desvio-padrao variacdo
(cpm)
(%)
Concha 14 591 £ 107 18.
Partes moles 14 37T X 86 23
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TABELA V

Relacio entre o tamanho do molusco e a incorporacio do ®Fe na concha

Diametro da , Média -+ desvio-padréo Coeflciente de
concha N.0 de caramujos (epm) variacdo
(cm) P (%)
1,5 10 306 = 62 20
2,5 10 1.235 + 272 22

cionalmente & sua rea. Assim, para se obter
resultados vélidos na comparago da incor-
poracio entre dois grupos, quando as conta-
gens sfo feitas em animais inteiros, os ani-
mais devem ter o mesmo didmetro da con-
cha.

SUMMARY

Standardization of the **Fe uptake method,
by Biomphalaria, for studies on the crowding

effect

Studies were undertaken aiming to the
standardization of the %°Fe uptake method.

The results obtained demonstrated that the

radiation -counts should be. done in the soft
parts of the mollusc. Reproducible data are
obtained when the incubation period is 24

hours and the isotope concentration 2.0 pCi/

300 ml.
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