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SINOPSE

O corpo dorsal (CD) ¢ uma estrutura enddcrina associlada
aos gdnglios cerebrais (GC) dos gastrdpodos pulmonados. O CD
produz um hormdnio, de natureza quimica desconhecida, o qual
controla a vitelogénese, o crescimento, diferenciagdo e ati-
vidade sintética dos drgados sexuals acesgirios femininos
destes animails.

Devido & auséncia de um conhecimento aprofundado do CD

no molusco pulmonado Strophocheilus oblongus, nos propomos

realizar uma abordagem worfoldgica, como ponto de partida
para trabalhos subsequentes. O presente trabalho consta,
poffanto, de uma descricao morfolégica macroscépica do CD;
da 1dentificac¢do de seus elementos celulares e da vascula-
rizagdo, em nivel optico e ulftraestrutural; de uma andlise
histoquimica, vigando esclarecer sua natureza hormonal e de
uma descrigéo das variagdes citoldgicas egstacionais do CD de

Strophocheilus oblongus. Para taﬁto, foram - utilizadas as

seguintes técnicasg histoldgicas e histoquimicas : H.E. e
hematoxilina férrica para descrigodoes morfoldgicas, P.A.S.

para polissacarideos, basofilia para sintese protdédica, Sudan



B e sulfato de azul Nilo para lipidios hidrofdbicos, teste
Baker para fosfolipidios, teste de Schultz e teste da
digitonina para i1dentificacdo do colesterol e seus églteres,
teste de Lewils e Lobban para ésteres de colesterol e testes
para a locali__zacao das enzimas NaDH-diaforase, succinatbto
desidrogenase e l7-hidroxiegsterdide desidrogenase. A maloria
destas foirealizada em cada estacdo do ano.

Através dos resultados obtidos verificou-se que :
1. O CD € uma estrutura impar, bem delimitada, adjacente
aos ganglios cerebrals na porgdo supraesofdgica do anel
nervoso e estende-ge aos 9dnglios pleurais e parietais na
potcéo subesofdgica do anel.
2. As células do corpo dorgsal apresentam varias  caracte
risticas glandulares, como alteracoes na qgquantidade de cito--
plasma, no tamanho nuclear e na densidade de sua cromatina.
Estas variagdes obedecem um ciclo anual, sendo gque a fase na
qual as células do corpo dorsal apresentam aspecto de malor
atividade sintética corresponde ao final do inverno e inicio
da primavera. Este periodo coincide com o 1nicio da ativida-
de reprodutiva desles animais, sudgerindo ao corpo dorsal o
papel de controlador de um ou mals aspectos importantes do
desenvolvimento reprodutivo anual, de acordo com os dados Jd
confirmados para vdarilas egpécles de pulmonados.
3. A grande vascularizacgdo encontrada no CD reforga o
papel glandular para esta estrutura. S3o encontradas cone-

Xdes vasculares entre o CD e os GC.



4. 08 resultados dos testes

produto secretado por
ca, mas diferente dos

vertebrados.

histogquimicos indicam que o
egta glandula seja de natureza lipidi-

horménios esterdides i1dentificados nos
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INTRODUGAO

A existéncia de um controle enddcrino do sistema
reprodutivo em 1invertebrados fol evidenciada por mnuitos
autores (ver revisdo de HIGHNAM e HILL, 1969). O0s primeiros
elementos de natureza enddcrina dque apareceram durante a
"filoqenia dos organismos animais foram as ceélulas neurog-

gecretoras, produtoras de mengageiros quimicos (neurormdni-

0s), de agdao prolongada a distdncia. Nos celenterados,
platielmintes, nemertineos, nematodos e anelideos, 038
processos de crescimento e reprodugdo sdo controlados
unicamente por mecanismos neurossgsecretores (TURNER e

BAGNARA, 1976). Neste tipo de sistema enddcrino, células
neurosgsgecretoras isoladas (invertebrados inferiores) ou

gdnglios nervosos e slstema nervoso central (invertebrados

superioresg e vertebrados) exercem um controle direto, por
meio de neurorminios, sobre o8 tecidos receptores. As
glandulas enddcrinas (epiteliais), propriamente ditas, nao

sdo encontradas negtes filos.
As células neurossecretoras sdo neurdnios com capacida-

de de sintetizar e liberar horménios, denominados "neurormd-



nios”. Estas células representam uma clagsse de neurdnios
peptidérgicos (neurdnios que sintetizam e secretam pepti-
diog); diferem de neurd®nios comuns por apresentarem a
capacidade de secretar seus produtos no sistema circulaté-
rio atuando a distdncia sobre o drgdo efetor (BROWSTEIN et
al., 1980). Associado a egta definigdo, utiliza-se também o
conceito histoquimico, poils, sendo os produtos neurossecre-
tores, em geral, polipeptidios, reagem com 08 metodos
Gomori, cromo—hematoxilina e paraldefdo fucsina. Em conexao
4 microscopia 6ptica, utiliza-se, ainda, andlise ultraes-
trutural. Técnicas de microscopla eletrdnica possibillitaram
estabelecer caracteristicas citoldgicas bdsicas de células
neurossecretoras que, aparentemente, todos os grupos animails
tém em comum (JOOSSE e GERAERTS, 1983).

08 sistemas enddcrinosg presentes na escala zooldgica
podem ser resumidos nos seguintes trés modelos que, em
certos casos, coexistem num mesmo organismo (STOKA, 1985).

08 sistemas mais simples sdo o8 que possuem reflexos
neuroenddcrinos de PRIMEIRA ORDEM, nos quais as células
neurossecretoras exercem um controle direto, por meio de um
neurorménio, sobre og tecidos receptores. Tal sistema ocorre
em-todos og filog de 1invertebrados, 34 estudados, a partir
dos celenterados e nos vertebrados. Em certos 1invertebrados
superiores ( como o8 moluscos e artrdpodos) e vertebrados
se encontra entre o sistema nervoso central (8NC) e o tecido

receptor um d6érgdo neuroemal (estrutura contituida pelas



terminagtes axbfnicas das células neurossecretoras em contato
com o gistema circulatdrio).

Nogs sistemas que possuem um reflexo neuroenddcrino de
SEGUNDA ORDEM, se incorpora entre o SNC e o tecido receptor
uma gldndula enddcrina. Este gsistema estd presente nos in-
vertebrados superiores (moluscos e artrdpodos) e vertebra-
dos.

Nos sigtemas que possuem um reflexo neuroenddcrino de
TERCEIRA ORDEM, se encontram interpostas entre o SNC e o
tecido receptor, duas glandulas enddcrinas. Tal mecanismo &

tipico de vertebrados.

O gigtema enddcrino de segunda ordem aparece primeira-
mente na escala zooldgica em dols grupos de animais do filo

Mollusca : Gastropoda e Cephalopoda (JOOSSE, 1972).

PRINCIPAIS TIPOS DE SISTEMAS ENDOCRINOS DE SEGUNDA ORDEM NOS

MOLUSCOS

Nos cefaldpodos, fol demonstrado o cardter enddcrino
das gldndulas dépticas (WELLS e WELLS, 1959). Nos gastrdpo-
dos, estruturas reconhecidas como ¢rgdos enddcrinos sdo os
Corpos Dorsais. Vdrios outros d¢rgdos tem sido sugeridos como
enddcrinos, como as gldndulas cerebrails, tentdculos dpticos
e gbnadas (JOOSSE, 1972). As estruturas citadas, com excecdo
das gldndulas cerebrals, cuja funcio seja possivelmente de

crescimento (van MOL, 1960) ou de recep¢do (SIMPSON et al.,



1966 a), estdo relacionadas com a regulag¢do das atividades
reprodutivas.

As GLANDULAS OPTICAS estdo localizadas sobre os tratos
6pticos (conexdo entre o cérebro e o8 grandes lobos
6pticosg). Estas o9¢landulas sd3o muito vascularizadas e sdo
inervadas por um nervo da porgdo supraesofageal do cérebro.
A partir dos experimentos de WELLS e WELLS (1959, 1969) em

Octupus vulgaris, observou-se que quando o0 suprimento

nervosgo as gldndulas era seccilonado, egtas tornavam-se
ativadas e aumentavam de tamanho. Com a remogdo das glandu-
las, as gdnadas regrediam. Em cultura de drgdos as gldndulas
liberam seu horménio continuamente, assinalando um controle
nervoso sobre estas (JOOSSE e GERAERTS, 1983). 0 unico tipo
de célula exlstente na glandula ¢6ptica, parece produzir um
material, provavelmente, de natureza esterdide (FROESCH,
1979) . Nas fémeas, esta gldndula estimula a produgao de
vitelo nos ovdcitos e o cresgcimento dos drgdos sexuals
acessdrios (OSA). No macho, o horménio da gldndula dptica
estimula a producgdo do espermatéforo e o crescimento dos
ductos masculihos~ O hormdnio nao é especifico ao 8exo
(WELLS e WELLS, 1975). Além disso, FROESCH (1979) propde um

envolvimento da gladndula dptica com mecanismos imunitdrios.

Entre todosgs os gagtrdpodos, os animais perftencentes a
subclasse Pulmonata sdo o8 mais estudados quanto aocos fené-—

menos de neurogsgecre¢dao e gldndulas enddcrinas. Um  resumo



da classificacdo por familia dos géneros citados neste

trabalho ¢ apresentado no apéndice.

Existem evidéncias experimentals sugerindo que os TEN-
TéCULOS OPTICOS dos animais pertencentes a ordem Stylommato-
phora (Pulmonata) tenham influéncia 1inibitdria sobre a
gametogénese - sua ablagdo em animals jovens provoca notdvel
aumento no numero de ovdcitos (PELLUET e LANE, 1961; WATTEZ,
1973, 1978; BRIDE et al., 1986). Circundando o gdédnglio
tentacular encontra-se um grupo de quatro células denominado
de "glandula 6ptica” (TAKEDA et al., 1987), fonte do chamado
"horménio tentacular”. WATTEZ (1980 in BRIDE et al., 1986)
congidera este hormdnio como wum fator "masculinizante” que
se manifesta somente durante o periodo juvenil de Arion
subfuscus. Esta gldndula pode estar sob o controle neurosse-
cretor de determinadas células do gdnglio cerebral destes

moluscos estilomatdforos (TAKEDA et al., 1987).

A partir de estudos experimentals, tem ficado evidente
que em alguns grupos de gastrdpodos, a GONADA & fonte de
horménio(s). A castragao de moluscos pulmonados resulta
diferentemente nas duas ordens de pulmonados. Nos basomatd-
foros, a retirada da ovotestis ndo resulta numa diminuic¢do
do crescimento dos 0SA (JOOSSE e GERAERTS, 1983), nem numa
alteragdo citoldgica do corpo dorsal (comentado a seguir).

Nos estilomatdforos tem sido demonstrado o controle

gonadal sobre o8 08A . 0Os experimentos de castragdo na lesma



Limax maximus (McCRONE e SOKOLOVE, 1979) e Agrioclimax

reticulatus (WIJDENES, 1981) resultaram na aboligdao do

desenvolvimento do complexo penial. RUNHAM et al. (1973)

demonstraram que os O0SA juvenls implantados em Agriolimax

reticulatus castrados ndo desenvolviam, enqgquanto que em

animals i1ntactos, a 1mplantacdao resultou num crescimento
dierenciado dos 0SA, de acordo com as fases do ciclo
reprodutivo. O0s 0SA masculinos (gléndula prostdtica)
implantados desenvolveram—-se Quando os aceptores estavam na
fage masculina (animals protandricos) e os OSA femininos
(glandula ovidutal) desenvolveram nos aceptores que estavam
! .
na fase feminina do ciclo reprodutivo. Isto assinala a
possibilidade da exilsténcia de dols fatores diferentes
liberados pela ovotestis. Estes horménios gonadais seriam
provavelmente de natureza esterdide (TAKEDA, 1979), tendo

sido detectado dehidroepiandrosterona e ll-cetotestosterona

na gdnada de Ariolimax californicus (GOTTFRIED e DORFMAN,

1970) . ExXperimentos com cultura de tecido de 0SA demostraram
a necessidade, para a sua maturag¢do, da presgsencga de tecido
gonadal no melo de cultura, além da glandula corpo dorsal,
em Deroceras reticulatus (JOOSSE e GERAERTS,.1983).

Existem, portanto, evidéncias considerdveils para
sugerir que o crescimento e manutenc¢do do trato reprodutivo
de gastrdpodos pulmonados hermafroditas seja controlado por

horménios.



Aleém da ac¢do hormonal que tem sido proposta para os
téntéculos oculares e gi@nadas em alguns pulmonados, hd um
congenso geral quante a i1mportdncla do CORPO DORSAL no
controle do desenvolvimento do trato reprodutiveo, em todos
os moluscos pulmonados estudados.

Estes d6rgdos sdo encontradosg em todos og gasgtrdpodos
pulmonados de dgua doce (Ordem Basommatophora) e terrestres
(Ordem Stylommatophora), cujos SNC 34 foram estudados
(JOOSSE e GERAERTS, 1983). 0s corpos dorsals sdo assim
denominados pela sua localizagao dorsal sobre os gédnglios
cerebrais, aos quals estdo agsoclados.

Sua ocorréncia parece nao e restringir a subclagase
Pulmonata, pols estruturas aparentemente similares foram

descritas para Hydromvles globulosa, Aplysia punctata

(subclagse Opistobranchia) e Patella lusitanica (subclasse

Prosobranchia), sob a denominagdo de ORGAOS JUSTAGANGLIONA-
RES (MARTOJA, 1965, 1968), constituidos de pequenas células,
contiguas aos gadnglios cerebrdides, cujlo citoplasma parece
produzir 8secregao polipeptfdica; obgservado com técnicas
histoquimicas. Pelos trabalhos acima citados, os dados sobre
08 6rgdos justaganglionares sao iﬁsuficientes para se poder

afirmar sobre a sua natureza enddcrina.
MORFOLOGIA E HISTOFISIOLOGIA DO CORPO DORSAL

Ag primeilras descrigdbes da exisbténcia dos corpos

dorsails foram feitas em pulmonados basomatdforos.



LACAZE-DUTHIERS (1882, 1in JOOSSE, 1964) descreveu um LOBO
saliente dos gadnglios cerebrais (GC) de Lymnaea stagnalis.
Seguiram—-se outras descri¢gdes dos corpos dorsals, todas em
basomatdéforos ( ver revigdo de JOOSSE, 1964). PELSENEER (in
JOOSSE, 1964) afirmava gue esgssa egtrultura era restrita aos
basomatdforosg, por ndo ter sido observada em esgpécies
terrestres (estilomatdforos). O autor propds que 08 COrpos
dorsais ndo fizessem parte dos gédnglios cerebrals, pela
presenca de um nitido limite entre os corpos e o3 gdnglios
cerebrais e pela coloragdo diferenciada das células dos CD
em relagdo as células ganglionares.

LEVER (1958) fol o primeiro a sugerilr um papel enddécri-
no para os corpos dorsais (CD) nos pulmonados aqudticos, e
encontrou, pela primeira vez, CD em um estilomatdforo,

Succinea putris. O autor descreve 08 "CORP0OS MEDIODORSAILIS",

entdo denominados, como constituidos por gsomente um tipo de
peguenas ceélulas — chamadas "C” - arranjadas em grupos, de
cujlas células partem prolongamentos celulares na direcdo dos
gdnglios cerebrals. As CCD predominam na regido externa do
6rgdo e seus prolongamentos na porgdo central, no limite com
0 gdnglio. Pela distribuig¢do particular das células, o CD
dos basomatdéforos pode ser dividido num cértex (corpos celu-
lareg) e numa medula (prolongamentos). Trabalhos subsequen-
tes confirmaram esta descricdo (WAUTIER et al., 1961, 1962

em Gundlachia sp.; SIMPSON et al., 1966 a,b em Helissoma




tenue; ROHNISCH, 1964 em Planorbarius sp.; JOOSSE, 1964 e

BOER et al., 1968 em L. stagnalias).

JOOSSE (1964), utilizando coloragdo Azan (que mostrou

ser apropriada para a destacar o tecido conjuntivo), des-
creveu os "corpos mediodorsails” Lymnaea stagnalis como uma

rede de fibras de tecido conetivo, no qual um grande numero
de células C estdo embebidas. As fibras orientam as células
do CD radialmente em diregdo ao centro da base do drgao. E
concluiu gque as células do CD estao ligadas ao perilneuro do
GC, mas sem um contato morfoldglico com as células neurosse-
cretoras nestes g¢gdnglios. O autor‘ observou uma wvariagao
citoldgica estacional nos CD, mostrando uma maior atividade
no inifcie da primavera, com maloreg tamanhos celulares e
nucleares das células C. Neste perfiodo, 08 espagos celulares
ficam diminuidos, o tecido conetivo dificil de visualizar e
a estrutura lobada menos aparente.

Baseado no aspecto morfoldgico (isolado) do CD, nas
caracteristicas glandulares, tais como as variagdes citold-
gicas observadas e na diminul¢do verificada na oviposigao
apés remoc¢do experimental do CD, JOOSSE (1964) propds qgue o
CD fosse uma gldndula enddcrina, possivelmente controladora
da ovulagdo e oviposigdo. O autor comenta, ainda, sobre a
pfovévei origem mesodermal do CD.

COOK (1966), ao descrever o CD de Succinea putris (um

estilomatdforo), encontrou, comparado ao CD de L. stagnalis,

células dispostas de maneira mais compacta e homogénea, nao
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arranjadas em grupo e sem longos prolongamentos celulares e
fibras conjuntivas sem orientacgdo determinada. A 1mportante
contribui¢do deste trabalho foli a observag¢dao de um sistema
ramificado de ductos semelhantes a capillares, o0 qual parece
abrir-se para o exterior do CD, conectando—se ao "aelo gsan-
guineo”, situado aco tedor do GC. A presenga deslbleg "ductos”
é‘de extrema importdncila para sustentar uma fungdo enddécrina
para o CD, come Jd havia sido sugerido pelos autores citados
anteriormente.

Apo6s a demonstragdo da existéncia do CD em outras espé-
cles de estilomatdforos, NOLTE (1965), num estudo comparati-

vo, afirma que entre todos os pulmonados terrestres estuda-

dos, apenas S. putris e Strophochellus oblongus sao os que

apresentam os CD mais volumosos, compactos e com menor quan-
tidade de tecido conjuntivo. Apds colora¢do com Sudan negro
ou sulfato de azul Nilo, os CD tanto dos basomatdforos como
dos estilomatdforos sdao bem notdvels, com granulos fortemen-
te corados, o8 gquals sdo facilmente extrailveis com piridina,
supondo—-sge, assim, uma composi;éo lipidica para o dérgdo. A
aqfora salienta que o aspecto distinto das células do CD em
relagdo aos neurdnios cerebrals, a auséncia de células
gliais e a presenga de vasos sanguineos e fibrilas coldgenas
sdo evidéncias que reforcgam a definigdo do CD como um drgdo

enddécrino.
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Trabalhos posteriores realizaram investigag¢gdes ultres-
truturais do CD de élgumas espécles de moluscos pulmonados.
As diversas evidéncias assinalam um aspecto glandular para o
CD. As investigagdes no CD de espécles de estilomatdforos

(Helix pomatia e Eobanla vermiculata - NOLTE, 1965) e de

basomatdéforos (Planorbarius, Lymnaea, Australorbils e Ancylus

- BOER, 1968; Helisoma - SIMPSON et al., 1966 a,b e SIMPSON,
1969) revelaram a presenga de reticulo endoplasmdtico bem
desenvolvido, principalmente do tipo agranular, RnumMerosos
ribosomas livres e polirribosomas, complexoc de Golgi relati-
vamente pequeno e elevado numero de mitocdndrias, contendo
muitos grinulos de densidade eletrbfnica elevada e crigtas

bem desenvolvidas. Segundo SCHARRER (1965), este & um padrdao

tipico de células produtoras de horménios egterdides.

RELACOES FILOGENETICAS

KUHLMANN (1966) utiliza os dados de todos os CD descri-
tos para os moluscos pulmonados e, estabelece uma relagdo
filogenética entre os pulmonados, quanto a ocorréncia, di-
mensdo e caracteristicas histoldgicas do CD.

O autor esclarece as diferencas existentes entre os CD
de basomatdforos e estilomatdéforos. Nos primelros, podem
exigtir dois tipos de CD, de acordo com a localizagdo : o9
corpos mediodorsais (CMD) e 08 corpos 1aterod§rsais (CLD) .

0 CMD foram encontrados em todos os basomatséforos. Os  CLD
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adicionails ocorrem somente em algumas egpécles. Na mailoria
dos casos sdo encontrados dois CMD distintamente separados,
e nitidamente salientes do tecido conjuntivo que envolve o
complexo GC-CD. Nos estilomatdforos a situag¢do diverge, este
tecido concentra—-se geralmente s=sobre a comissura e os GC,
num 6rgdo Impar, complelLamente envolvido pelo tecido conjun-
tivo, nadc sendo encontrados CLD.

Ao observar o CD de nove espécles de esgtilomatdforos

(S. oblongus, Eobania vermiculata, Arianta arbustorum, Theba

pisana, Cepea nemoralis, Sphincterochila candidissima, Helix

aperta, H. pomatia e H. aspersa), KUHLMANN (1966) afirmou

qgque a espé€cle Strophocheillus foi a que apresentou o maior CD

e, histologicamente, c¢om maiores semelhangas ao dos
bqsomatdforos. Juntamente com dados de outros autores
(NOLTE, 1965; van MOL, 1967), KUHLMANN (1966) observou nos
pulmonados terrestres uma progressiva redugdo do CD, a
comecgar pela ilnexisténcia dos CLD. Em redug¢des maiores, o CD
se apresenta como grupo de células, cujos espagos entre
estes grupos podem ser malores em algumasb espéclies e
mostra-se separado dos GC por camadas mals egpessas de
tecido conjuntivo.

Num trabalho anterior, KUHLMANN (1963) descreveu para
08 helicideos a existéncia de dois feixes de axénios que
surgem da comissura cerebral. Eles terminam no tecido
conjuntivo, repleto de lacunas sangulineas e pequenos vasos,

situados acima da comissura. KUHLMANN (1966) ndao encontrou
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estes nervos comissurais em Succlinea, S8phincterochila e

Strophocheilus. Nos basomatdforos também ndo ocorrem nervos

comissurals.
830 vdriog, portanto, os argumenfos para supor gue a

subordem a que pertence o Strophocheilus (Mesurethra) esteja

filogeneticamente mais relacionada aos basomatdéforos (que
830 mais primitivos). Succinea, por sua vez, € um animal de
hdbito anfibloso (mailis prdximo ao hdbito dos basomatdéforos),
pertencente a subordem Heterurethra, que também apresenta um
CD nitidamente saliente do tecido conetivo. Acredita-se que
este grupo tenha se desmembrado mulito cedo dos basomatdfo-
ros, dos quals se originaram, formando um grupo préprio, re-—
lacionado a ordem Stylommatophora por outras caracteristi-
cas.

As demals subordens dos estilomatdforos (Orthurethra e
Sigmurethra), as quals envolvem o maior numero de represen-—
tantes e mais diferenciados, apresentam um CD pouco nitido,
pequeno, disperso em grupos celulares (por exemplo, Helix).
O apéndice ao final do trabalho apresenta a classificacgdo
dos animails citados.

Apesar de ndo encontrarmos trabalhos conclusivos sobre
uma possivel func¢do osmorreguladora do CD, KULHMANN (1966)
postulou que esta relacgdo filogenética entre os gastrdpodos
pulmonados, envolvendo o grau de desenvolvimento do CD,
poderia estar relaclonada com a capacidade osmorreguladora

destes animals, ligada a progressgsiva independéncia da dgua
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que estes vém apresentando ao longo de sua evolucdo. Esti-
lomatdforos anfibiosos ou que necessitem de umidade, como

Succinea e Strophocheilus, tém CD mais desenvolvidos que em

espécies xerdfilas, como Eobania, Theba pisana ou H.aspersa.

Contudo, qualquer que seja a fungdo do CD, parece existir
uma progressiva reduc¢do ou simplificagdo desta egtrutura ao

longo da evolucdo dos gastrdpodos pulmonados.

NATUREZA DO FATOR HORMONAL

Recentemente, vdrios trabalhos sobre a ultraestrutura
do CD em estilomatdforos revelam um padrao citoldgico simi-
lar aos basomatdforos e, também, similares varlagdes citold-
gicas de acordo com o periodo reprodutivo. O microscdépio

eletrfnico revelou que as células do CD em Limax maximug

conté&m granulos secretores com didmetro aproximado de 90 nm
e .que, dependendo do estdglo de maturagdao sexual, estdo pre-
sentes dois tipos morfologicamente diferentes de mitocédndri-
as. Nos animais 1maturos, a méioria das mitocdndrias tem
crigstas arranjadas em paralelo, enquanto que durante a fase
feminina as <c¢ristas estdo, principalmente, arranjadas de -
maneira circular. Talvez egle arranjo possa permitir uma
maneira mals eficlente de gerar ATP (van MIN&EN e SOKOLOVE,
1984) .

Tanto em Limax, como em Achatina fulica e em Helix, o

CD estd embebido no tecido conetivo sobre o GC, como uma
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massa irregular. Em Achatina, 0 citoplasma das CCD estd
repleto de granulos da ordem de 110 nm, limitados por um
egpesso cortex, e de pedquenos grdnulos sintetizados pelo

complexo de Golgi. Estes menores sao liberados por exocltose
da célula. Ocorrem muitas mitocbndrias com cristas
proeminentes e lisosomas (OHTAKE e TAKEDA, 1985).

Em Helix aspersa, o CD apresenta uma estreita relacgdo
entre o volume do ©6rgdo e estruturas das células com as
fases do ciclo vital (GRIFFOND e VICENT, 1985), apresentan-
do, no momento da postura, um rearranj)o das cristas mitocon-
driais, similar ao de Limax, um aumento no volume do ergas-
toplasma e do complexo de Golgi e uma diminuigdo dos lipfdi-
os, aspectos indicativos de aumenfo de sintese protéica e de
esterdides. Em H. pomatia, NOLTE (1983) ndo encontrou varia-
¢0es citoldglicas estacionais nesltes pardmetros citados, mas
concorda com o aspecto de uma célula glandular produtora de

egterdides.

Reforgando a 1déia da capacidade do CD em sintetizar

esterdides, KRUSCH t al. (1979) demonstraram in vitro a

presenca da enzima 3B-hidroxisterdide desidrogenase no CD de
H. pomatia.

Apesar das 1indicac¢des de uma natureza lipidica para o
horménio do corpo dorsal, permanecem divergéncias na
literatura quanto a sua egtrutura gquimica. Muitos autores
acreditam tratar—-se de um hormfnio peptidico. MINNEN et al.

(1983) e MINNEN e SOKOLOVE (1983) mostraram gque as CCD de
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Limax maximus sdo fonte de um fator estimulador da glandula

de albumem, denominado "GAL-SF”. Purificag¢do parcilal deste
fator revelou um peso molecular da ordem de 4000 a 7000,
semelhante ao encontrado por GOUDSMIT e RAM (1982) para um
fator de mesma fun¢do, obtido do homogenato do complexo
GC-CD, tratando-se, segundo estes autores, de um
‘polipeptidio. Experimentos adlicionals sobre a purilficacgao do

GAL-SF sequem sendo feitos (MINNEN e SOKOLOVE, 1984).

INTERAQAO DO COMPLEXO GANGLIO CEREBRAL -~ CORPO DORSAL

Quanto ao contato morfoldgico do CD com o8 elementos
neuronais nos GC, obtiveram-se diferentes resultados, depen-
dendo da ordem dos animals estudados. Invesfigagﬁes histo-
quimicas e ultraestruturals, citadas anteriormente, revela-
ram uma nitida separagdo dos CD e elementos nervosos por,
pelo menos, uma membrana basal nos basomatéforos. Portanto
ndo foi demonstrado ainda uma 1nervacdo das células do CD
nos pulmonados aqudticos estudados. ROUBOS et al. (1980)
degcreveram uma possivel forma ae controle do CD, através de
um fator hormonal dos lobos laterails (08 quails inexistem nos
estilomatdforos).

Na mailoria dos pulmonados terrestres, estudos prévios
(NOLTE, 1965; KUHLMANN, 1966) demonstraram a presenca de
pequenos nervos comlssurals, ramificando-se na drea do CD.

NOLTE (1983) descreveu em Theba pisana pequenas ramificages
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nervosas em contato direto com células do CD, na regilao

dorso~frontal a comissura cerebral. Em Helilx aspersa, grupos

de células do CD, situadas nos conetivos que envolvem os GC,
sdo penetradas por axdnios, que fazem contatos "en passant”
com as células do CD, gsemelhantes as sinapses descritas para
o SNC de L. stagnalis (JOOSSE e GERAERTS, 1983). Nestes
contatos, foram descritos grédnulos de morfologia similar aos
das células "verdes"” neurossecretoras dos GC, descritas por
WIJDENES et al. (1980), podendo significar que os axfnios
encontrados no CD derivem destas células.

No CD de Achatina fulica também foram observados feilxes

de nervos comissurais e contatos semelhantes a sinapses
destes com as células do CD. OHTAKE e TAKEDA (1986) definem
como neurossecretores os grdnulos encontrados nestas estru-
turas, proponde que o CD esteja sob controle neurormonal,
originado de células neurossecretoras do GC. O significado
figioldgico destes contatos semelhantes a ginapses no CD foi
elucidado por experimentos 1n vitro, em Helix, cujos resul-
tados sugeriram a VICENT et al. (1984) o controle do CD por

um fator inibitdrio originado do GC.

FUNQ6ES DO HORMONIO DO CORPO DORSAL (HCD)

O conhecimento sobre o papel do HCD na reprodugdao dos
pulmonados hermafroditas tem se desenvolvido consideravel-

mente. Apesar do numero de espécies estudadas experimental-
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mente ser ainda pequeno, os trabalhos existentes 1incluem
moluscos pulmonados, tanto aqudticos como terrestres.

A partir do trabalho de JOOSSE (1964), o gual observou
que a extirpagdo do CD de L. stagnalis adultos resultava no
cessamento 'da atividade ovipositora, seguiram-se vdrios
trabalhos que esclareceram o prapel do CD na reprodugdo dos
pulmonados.

A remogdo do CD do complexo GC-CD de L. stagnalis,
através de cauterizacao, resultou na redugdo de ovdécitos
vitelogénicos e em degeneracd8o e aumentou a porcentagem de
ovécitos pré-vitelogénicos. A relmplantacdo do CD restaurou
o processo vitelogénico (GERAERTS e JOOSSE, 1975).

0 transplante de rudimentos de 0rgdos sexuals acesso-
r;os femininos e masculinos em hemoceles de adultos com os
CD removidos, nao levou ao desenvolvimento dos 05A femini-
nos, permanecendo rudimentares e i1ndiferenciados, comparado
com os transplantes em animals normals. A lmplantag¢do do CD,
restabeleceu a diferencla¢do destes drgdos. A auséncia do CD
ndo interferiu na diferenciacgdo dos OSA masculinos (GERAERTS
e ALGERA, 1976). Resultado similar foi encontrado em Agrio-

limax reticulatus (WIJDENES e RUNHAM, 1976).

Além de trabalhos especificos sobre a acgdo do CD no

desenvolvimento do trato reprodutivo, numerosas investiga-

¢OGes sobre a ag¢do 1n vivo e 1 vitro de homogenatos do

complexo GC-CD obtiveram respostas estimulatdrios sobre a

maturagdo de ovdécitos, ovulagao e oviposigao (RAM, 1977, em
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Busycon; WATTEZ, 1978, em L. stagnalig; NAGABBUSHANAM e

HANUMANTE, 1979, em Indoplanorbis exustus; SALEUDDIN et al.,

1980, em Helisoma; SALEUDDIN et al., 1983, em H. aspersa) .
Convém salientar que, das fun¢gdes acima citadas, gsabe-—

-ge, atualmente, que a ovulagdo, oviposig¢do e comportamento
ovipositor egtd3o sob controle neuroenddcrino (ver revigoes
de BOER e JOOSSE, 1975; JOOSSE e GERAERTS, 1983). O horm8nio

da ovulagdo de L. stagnalis é produzido pelas células caudo-

—-dorsals cerebrais (GERAERTS, 1976; DOGTEROM et al., 1983).
0 efeito egstimulatdério do complexo GC-CD sobre a ovogé-
nese ¢, por sua vez, atribuido ao HCD, cujo efeito é demons-

trado nédo somente em L.

tagnalis, como também em Hellsoma
(SCHOLLEN e SALEEUDDIN, 1986) e ém H. aspersa (VICENT et al.
1984) . G8nadas Jjuvenis de H. aspersa cultivadas in vitro
1soladas ou Jjuntamente com CD e/ou GC mostraram o efeito
estimulatdrio do CD sobre a ovogénese e uma influéncia ini-
bitdéria do GC sobre a atividade dos CD ou diretamente sobre
o desenvolvimento dos ovdécitos. A ablagcdo do CD em duas esg-
pécies de Helisoma retarda ou inibe a maturac¢do de ovdécitos.

Além de um efeilo sobre o crescimento dos 08A femini-
nos, © CD exerce acdo estimulatdéria sobre a atividade sinté-
tica da glandula de albumem, cuja fungdo é produzir fluido
perivitelinico (galactogé&nio e proteinas) que circunda os
ovos fertilizados (VELDHUIJZEN e CUPERUS, 1976 em L.

stagnalis; MIKSYS e SALEUDDIN, 1985 em Heligoma duryi).

GOUDSMIT (1975) e GOUDSMIT e RAM (1982) afirmaram, no entan-
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to, que a sintese, 1n vitro, de galactogénio da glandula de
albumem de H. pomatia € estimulada por um fator dos GC. Em
L. gstagnalis, o complexo GC-CD também estimula in vitro a
gsintese de polissacarideos na gldndula de albumem (WIJDENES

et 1., 1983). 0 efeito pode ser atribulfdo ao HCD e/ou ao

horménio das células caudo-dorsais  do GC. Buscando a loca-
lizagdo das <células produtoras deste fator estimulatdrio,
vanMINNEN e SOKOLOVE (1984) mostram que as células do CD
presentes no tecido conetivo que circunda o GC em L. maximus
sd30 a principal fonte celular deste fator.

Uma questdao, ainda, a ser esclarecida sobre o HCD & a
respeito do tipo de influéncia gue exerce, ge € diretamente
ou indiretamente, através da estimulagdo de um hormdnio
gonadal feminino. Para os basomatdforos, o HCD provavelmente
atue de forma direta, pols a castrac¢dao ndo afetou seriamente
a produ¢do de ovos; apesar da 1nexisténcia de ovdcitos,
houve produgdao relativamente normal de massa vitelinica e de
cdpsula para a massa de ovos, secretada pela g¢gldndula
ovidutal (JOOSSE e GERAERTS, 1983). A castragdo também ndo
afetou a ultraestrutura do ¢CD (BOER et al., 1976). Deve-ge
sallientar, também, a influéncia direta do CD nos experimen-—
tos de cultura de tecido de 0S8SA, jJ4 comentada.

Nos estilomatdforos, os OSA sdo controlados por um
horménio gonadal (jd discutido) e pelo HCD. Provavelmente, o

hormdénio do CD atue via horménio gonadal sobre a diferencia-
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¢do celular e'crescimento dos OéA, enquanfto que sobre a ati-
vidade sgintética destes drgdos, demonstre uma a¢do direta.
Resumindo, o HCD controla a vitelogénese e o crescimen-—
to, diferenciacgdo e atividade sintética dos OSA femininos em
gastrdépodos pulmonados. Um Orgao enddcrino, andlogo ao CD
para o controle da atividade masculina, provavelmente ndo

exista (JOOSSE e GERAERTS, 1983).

O conhecimento do controle enddcrino da reprodugao dos
gastrdépodos pulmonados estd progredindo rapidamente. Baseado
vneste conhecimento atual pode—-se afirmar que : na regulacdo
do hermafroditismo, operam sisfemas de controle masculinos e
femininos distintos; destes, o controle do gistema feminino
¢ mais complexo. Nos pulmonados terregtres, assim como nos
vértebrados, egtdo envolvidos neste controle neurorménios,
um érgdo enddcrino especifico (CD) e um hormdnio gonadal. Em
contraposi¢gdo a este mecanlsmo neuroenddcrino de terceira
ordem, nos pulmonados aqudticos estd presente um mecanismo
neuroenddcrino de segunda ordem, devido a auséncia do

controle gonadal dos OSA.

CARACTERISTICAS DO ANIMAL EM ESTUDO

A espécie Streophocheilus oblongus € encontrada na

Argentina, Paraguai e sul do Brasil (SAWAYA e PETERSEN,

1962) . Habitam ambientes tmidos, protegidos por vegetacdo. A
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uma temperatura inferior a 15°C, bem como em condigdes de
umidade relativa (U.R.) multo baixas, estes animals permane-
cem enterrados no solo. Sao ativos & nolte e durante o dia
apenas em situac¢des de U.R. elevada.

A fecundag¢do 86 ¢é vidvel se for cruzada. Durante o aca-
gsalamento, cada animal passa esperma ao receptdculo feminino
do outro espécime. A postura ocorre durante a primavera atdé
0 1lnicio do verdo. 05 ovos, em numero de 5 ou 6, permanecem
enterradog durante 2 meses até a sua eclosdo. Reproduzem e
se desenvolvem facilmente em cativelro. Acredita-se que eles
requerem de 3 a 5 anos para atingirem o tamanho adulto (a
concha pode atingir até 82 mm de comprimento e 45 mm de lar-
gura) . A idade reprodutiva adulta parece iniclar aos 2 anos
dé idade (JAEGER, 1965).

Num estudo anatdémico e sisltemdtico sobre
Strophocheiloidea, LEME (1973) subdividiu a famflia

Strophocheilidae em : Strophocheilidae sensu sgtrictum e

Megalobulimidae, famflia nova. Conforme esta classificacdo,

a espécie Strophocheilus oblongus passa a 8e enquadrar no

género Megalobulimus. No entanto, pelo fato de LEME (1977)

afirmar que o nome Megalobulimus oblonqus € empregada para

um complexo de espécies; e tendo em vista a "popularidade”
do nome S. oblongus atraveés de vdrios trabalhos experimenta-
is jJd4 publicados, serd mantida, neste trabalho, a antiga

classificag¢do, segundo BECQUAERT (1948).
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OBJETIVOS

Devido & auséncia de um conhecimento aprofundado do

Corpo Dorsal no molusco pulmonado Strophocheilus oblongus,

sentimos a necessidade de uma abordagem morfoldgica, como
ponto de partida para trabalhos subsequentesu Sendo assim, ©
presente trabalho Lem como objeltivos : uma degcrigao
morfoldglca macroscdpica do CD; a 1dentificacgdo de seus
elementos celulares em nivel d¢ptico e ultraestruturai; a
elucidag¢do de sua natureza hormonal, através de uma andlise
histoquimica; um acompanhamento de suas possivels wvariagoes

citoldgicas estacionals em nivel optico; e um estudo da

vascularizagdao do dragao.



MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Foi utilizado para egste estudo o molusco gastrdpoda

Strophocheillus oblongus (Muller, 1774) (Pulmonata,
Stylommatophora) . Os espécimes foram coletados nas
proximidades do municipio de Barra do Ribeilro (RS) ., no

periodo de maio de 1985 a agosto de 1986. No laboratdrio de
Fisiologia Animal (Instituto de Biociéncias, UFRGS), os
animais foram mantidos em terrdrios telados, sujeitos as
vériagées normals anuais de temperatura e luz, e alimentados
com verduras ad libitum.

Foram wutilizados 94 individuos adultos, cujo
comprimento médio da concha era de 7,5 cm (6,3 a 8,4 c¢m) por

4,0 cm (3,5 a 4,3 cm) de largura. Apresentavam, ainda, como

indicativo de animal em i1dade adulta, o peristema refletido.
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2. EXTRAGCAO DO COMPLEXO GANGLIO CEREBRAL-CORPO DORSAL

Para a obtengdo do complexo gdnglio cerebral-corpo
dorsal (GC-CD), o8 animais eram desprovidos de uma volta da
concha. 0 teto da cavidade pulmonar e, em segqguida, o
diafragma (fina camada muscular gque Separa a cavidade
pulmonar superior dos ¢6rgdos situados inferiormente) eram
geccionados longitudinalmente, expondo o esbfago, sobre o
qual wvisualiza-se superiormente o gdnglio cerebral. 0
complexo GC-CD era retirado através da secgdo dos vasos,
nervog e conetivos situados lateralmente ao complexo.

Para extrair a massa ganglionar sgsubesofageal, o estfago
era seccionado na sua porgdo anterior (bulbo faringeal) e
rebatido, expondo, assim, a massa de gdnglios ventrais, a
qual era retirada com a secgdo dos vasos, nervos e conetivos
circundantes.
Uma vez extrafdo, o sistema nervoso central era
imediatamente fixado por imersdo.
Com a finalidade de obter pesosg relativos aosg ganglios
cerebrais e corpo dorsal, este ultimo foi i1solado do gaﬁglio
cerebral em alguns casos. Para tanto, o complexo GC-CD era,

logo apdés retirado do animal, pesado em balanca de torcgdao

Bethlehem e, em seguida sob nmicroscdépio estereoscdpico, o
corpo dorsal era cuidadosamente separado dos gdnglios
cerebrais com o auxflio de tesoura e pinga de

microdissecgdo. Uma vez 1isolado, a principal massa do corpo
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dorsal era pesada e imediatamente fixada. Durante esta
disgsec¢do, o complexo GC-CD era mantido banhado em gsolugao

fisioldégica para Strophocheilus (JAEGER, 1961).

Fig. 1 Repregenlacdeo sggquemdlica do anel perigsgofdgico
As linhas pontilhadas reppresentam o local de
secgdo e exltragdo do complexo gdnglio cerebral
(GC) - corpo dorgal (CD). A linha tracejada mos
tra o local de separagdo da principal massa do
CD. E.corte transversal do estfago; GSUB. massa
de ganglios subesofageais; AC. artéria cefdlica.
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3. MICROSCOPIA OPTICA

08 complexos GC-CD ou apenas o8 corpos dorsals 1soladog
foram fixados em diferentes estagbes do ano com o intuito de
observar possivels variacgdes citoldgicas sazonails pelo corpo
dorsal.

A tabela I apresenta a distribuig¢do do numero de
animails utilizados e a data de fixagao dos corpos dorsais

para cada técnica histoldgica e histoquimica realizada.

3.1. Fixagdo

A fixagdo foi feita por 1imersdo do material extraifido
nos fixadores apropriados para cada técnica, com exXcegao do
material utilizado nas técnicas histogquimicas para
identificagdo da NADH-diaforase, da succinato-degidrogenase
e da l7-hidroxi-esterdide desidrogenase, para as quais, o
complexo GC-CD, apds extraido, era lmediatamente imerso em
solugdo fisioldgica para Strophocheilus e, em seguida,
congelado para a realizagdo de cortes a fresco. 0 tempo de
fixagdo com SUSA e Bouin era de 2 horas e com formol 10% e

formol Baker, de 24 a 48 horas.



Técnicas

TABELA

[

TECN1CAS HISTOLOGICAS E HISTOQUIMICAS REALIZADAS

Estacbes do ano

Hematoxilina-Eosina

Hematoxilina Férrica

Basofilia

Sudan Negro

Teste Baker

Sulfato de Azul Nilo

Teste de Schultz

Teate de Lewis e Lobban
Digitonina

DPNH

SDH

17-OH-eslerdide desidrog.

Verao Outono Inverno Pramavera
06/01/87 - 2 amimars 22/05/86 - 3 animais 16/08/85 2 ammwain 11/09/86 ~ 3 animais
29/01/8B7 - 3 animars . 318/09/85 1l amimal

11/09/86 J amimas
06/01/87 - 2 animais 22/05/86 ~ 3 animais 02/09/85 1 animal 26/09/85 ~ 2 anima:is
29/01/87 - 3 amimars 11/09/86 3 animais 11/09/86 - 3 animals
17/02/87 - 4 animais 07/08/85 2 animais 10/10/85 - 2 animais
20/11/85 - 2 animas
05/02/87 - 6 animais 02/06/86 -~ 1 aunimal 02/06/86 1 animal 25/11/85 - 3 amimais
11/09/86 1 animal
02/01/86 - 9 animais 27/05/86 - 6 animaisa 05/08/86 4 animpais 11/12/85 - 3 animails
08/09/86 6 animais
11/09/86 3 animain
02/01/86 - 9 amimais 27/05/86 - 6 amimajs 05/08/86 — 4 animais 11/12/85 -~ 3 animais
08/09/86 6 animais
11/09/86 3 animailsw
02/01/86 -~ 9 amimars 27/05/86 -~ 6 animaig 05/08/86 4 amimais 11/12/85 - 3 animais
08/09/86 6 animais
11/09/86 3 animals
G2/01/86 - 9 animalrs 27/05/86 - 6 onmimalrs 0s5/08/86 4 animais
08/09/86 6 animais
11/09/86 3 animais 11,/12/85 - 3 animais
20/01/87 - 4 amimars 17/09/87 1 animal
20/01/87 - 4 animais 17/09/86 1 animal
16/10/87 - 3 animaim




3.2. Inclusdao e corte

Apés a fixacdo, ¢ material era previamente lavado em
dgua corrente para o caso de formol 10% e formol Baker ou
entdo diretamente degidratado e diafanizado.

A 1nclusdo era feita em papafina ou em gelatina y 110
caso do material fixado em formol Baker.

0s cortes do material incluido em parafina foram feitos
em micrétomo Leitz, tipo Minot, nas orientagdes coronal,
horizontal e sagital, e com espessuras que variavam de 6 a
10 ym. O material inclufido emk gelatina kfoi cortado em
micrdtomo Leitz de congelacdo, nas espessuras de 10 a 20 ym,
nas mesmas orientac¢des citadas.

Para o teste da l7-hidroxiesterdéide desidrogenase, o
material fresco fol cortado em criostato Ammes, American

Optical, com 10 uym de espessura.
3.3. Coloragdes e reacdes histoquimicas

Foram utilizadas as técnicas : hematoxilina—-eosina e
hematoxilina férrica de Heidenhain (ROMEIS, 1928) para as
decricdes morfoldgicas; dcido periédico-Schiff (P.A.S.;
PEARSE, 1968) para detecgdo de polissacarideos; basgofilia
(LISON, 1960); Sudan negro (LISQN. 1960) e sulfato de azul
Nilo, para lipidios neutros e dcidos (ADAMS, 1965); teste

Baker (PEARSE, 1968) para fosfolipidios; tegte de SCHULTZ
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(PEARSE, 1968) e método de LEWIS e LOBBAN (1961) para
identificacéo de colesterol e seus ésteres; tratamento com
digitonina especifico para a_identificagéo de colesterol
(LISON, 1960); um teste para a localizagdo das enzimas
NADH-diaforase e succinato desidrogenase (PEARSE, 1972); e
um teste para a i1dentificag¢do da enzima l7-hidroxiesterdide

desidrogenase (PEARSE, 1972; HART, 1966).

3.4. Medilgdes dos didmetros médios celulares e nucleares das

células do CD

As glandulas coradas com P.A.S. foram utilizadas para
as medigdes dos didmelros médios celulares.‘Foram‘ obtidas
medidas de 20 células de cada CD wutilizado, esgcolhidas
aleatoriamente no campo microscdépico. 08 CD corados com
H.E., H. férrica e P.A.S. foram utilizados para a obtengdo
de medidag dos didmetros médilos nucleares. Foli utilizado um

numero variado de CD de animais fixados em cada estagdo do

ano.
4. MICROSCOPIA ELETRONICA

Nosg meses de abril e maio de 1987, 6 complexos GC-CD,
foram extraidos conforme J& decrito anteriormente (fitem 2),
e fixados na solugdo gluteraldefido a 3% e paraformaldeido a

1,52 em tampdo fosfato 0,12 M (pH 7,4 - 7,6), pelo pravo
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minimo de 24 horas. Na sequéncia, o material fol lavado en
tampdo fogfato 0,12 M, acrescido de dextrose a 8% (pH 7,4 -
7,6), e pos—fixado em tetrdéxido de dsmio a 13, em tampdo
fosfato 0,12 M, adicionado de 7% de dextrose (pH final 7,4

7.6), pelo prazo de 2 horas. Apds este perfodo, o material

era lavado na solucdo de lavagem citada acima e, em segqguilda,

desidratados em dlcool etilico e acetona. Apds a
desidratacdo o material foi incluido em resina epdxi
(Araldite) .

Os cortes semifinos com espessura de 1 ym foram feitos
em ultramicrdtomo Ultrotome III - LKB e corados com sgolucgdo
de  RICHARDSON (1960) . Alguns  destes cortes foram
contracorados com fucsina bdsica (BOCK, 1984).

Apdés feita a selegdo da éreé, 0os blocos foram trimados
e cortados no ultramicrdtomo acima referido.

0s cortes ultrafinos, cortados com navalha de wvidro,
foram montados em telas de cobre de 300 a 400 "mesh” e
contrastados com acetato de urénila e citrato de chumbo
(REYNOLDS, 1963). A exame do material foi feito num
microscdpio eletrdnico Siemens, Elmiékop 102-A, com 60 a 80

kV.
5. INJEGAO INTRAVASCULAR COM GELATINA CARMINADA

Foram utilizados 3 animais para o estudo do suprimento

vagcular do sgistema nervoso central de Strophocheilus
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oblongus. 0Os animais eram desprovidos de 2 voltas da concha
e o coragdao, contido no saco pericdrdico, era exposto
através da sec¢do do manto que recobre a cavidade pulmonar,
situada anteriormente ao coragdo. Fazla-se uma 1njecgdo
intraventricular de 0,1 ml de hidrato de cloral a 352 e
aguardava—-se um leve relaxamentq do animal. Em segquida,
mediante uma 1incisdo no saco pericdrdico, expunha-se a

auricula, através da
cdmara ventricular, a

perfundia—-ge o)

Strophocheilus aquecido

tivesse si1do retirada.

sistema

qual introduzia-sgse, até atinglr a
cdnula de perfusdo. Uma vez fixada,
vasgcular com Ringer para
(35°C), até que toda a hemolinfa
Pela mesma cdnula, injetava-se, a

1943) a 40°C.

seguir, gelatina carminada (DA COSTA e CHAVES,

0 gistema wvascular era aberto entre a veia pulmonar e a
aurficula. Quando a gelatina tivesse percorrido todo o
sistema, a cdnula era retirada, o restante da concha era

removido, o animal era

40C. Depois de 6 horas

corpo dorsal era
gseparadamente em formol
0 material fol c¢

Optical (10 ym) e em mi

um) .

cuidadosamente

fixado em formol Baker e resfriado a

fixado, o complexo gd3nglio cerebral -

removido e fixado

Baker, de 24 a 48 horas.

ortado em criostato Ammes, American

crétomo Leitz de congelagdo (20 a 30
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6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A comparacdo das medidas dos didmetros médios celulares
e nucleares fol feita através de uma andlise de varidncia
hierdrquica, para amostras de diferentes tamanhos (SOKAL e
ROHLF, 1969). Foram comparadas as medidas de 20 células do
CD entre os diferentes animals fixados numa mesma estacgdo ek
as medidas obtidas entre as diferentes estagSes do ano.
Foram utilizados em cada esta¢do 3 a 4 animals para a medida
do didmetro médio celular e de 4 a 11 animais para a medida
do didmetro médio nuclear. Para a compara¢do multipla entre
as médias obtidas fol empregado o teste Student-Newman-Keuls
(ZAR, 1974). |

Os pesos obtidos dos complexos GC-CD e dos CD 1isolados
de animais sacrificados em diferentes estacdes do ano foram
comparados através do teste ndo—-parameétrico de
KRUSKAL—WALLIS (SIEGEL, 1975), para amostras independentes,
sequido de uma compara¢do ndo-paramétrica miltipla entre as
médias (DANIEL, 1978).

Para verificar a existéncia de uma possivel correlacgdo
entre o comprimento da concha dos animais e o peso de sgeus
corpos dorsals, foi utilizado o teste de correlagdo linear
de Pearson.

0 nivel de gilgnificadncia adotado (de 0,1%, 1% ou de 5%)

serd apontado juntamente com o8 resultados.



RESULTADOS

1. ANATOMIA

O corpo dorsal de Strophocheilus oblongus ¢ uma estru-

tura fmpar, situada dorso-posterlior aos gadnglios cerebrais.
Extende—-se em direcdo ventral e anterior, envolvendo a co-
missura cerebral. Em sua porgdo mails posterior, o CD emite
lateralmente um par de prolongamentos que se extendem até a
ﬁassa subesofageal (figs 2 e 3).

A massa ganglionar subesofageal € constitufida por 7
gdnglios unidos por comissuras, dispostos horizontalmente ao
‘redor da artéria cefdalica da seguinte maneilra : 2 gédnglios
pedais anteriores, seguldos de gédnglios pleurails pareados,
gédnglios parietais pareados e 1 gadnglio visceral posterior.
A porg¢do subesofageal do CD estd representada por 2 grupos
de células localizadas entre ogs gdnglios parietais e pleura-
ié pareados (fi1g.4).

0 CD digtingue-se do SNC in vivo pela colorac¢do "ocre”,
variando a intensidade entre o8 diferentes individucos. Ndao
foi encontrada uma relac¢do entre as diferentes intensidadeg
de pigmenta¢do do CD com a €época do ano, nem com O

comprimento da concha e com a presenga ou ndo de peristema
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refletido (as duas ultimas caracterfsticaé g80 utilizadas
como pardmetro de 1dade dos animaié).

O CD mostra-se claramenlte separado das estruturas
nervosas acoladas a este, por uma camada de tecido
conjuntivo relativamente espesgssa, a qual também o envolve,
descrita no ftem 4 (figs. 6 a 8). Pelas técnicas de
microscopia dptica e eletrfnica empregadas, ndo foram
identificados axdnios provenientes de neurdnios dos g¢9dnglios
cerebrais, parietais e pleurais penetrando no CD.

Na figura 5 estao apresentadas as medidas que o CD
apregsenta, em média, na porgdo dorsal do anel periesofageal.
A porg¢ao superior do anel periesofageal - o complexo
GC—-CD - 1isolada junto a origem superior dos coﬁetivos e
nervos apresgenta varilag¢do anual de seu peso, atingindo, em
média, 28,15 + 7,99 mg no més de getembro e 12,55 + 3,09 mg
durante o inverno.
A principal concentragdo celular do CD, quando pesada

isoladamente, atingiu, em média, 1,71 + 0,21 mg no inverno e

4,3 + 0,94 mg@g na primavera.

—



Fig.

Vista dorsal do anel periesofageano do S.
oblongus. GC. gdnglio cerebral; CD. corpo dor -
sal; AC. artéria cefdlica; AA. aorta anterior;
NPe. nervo pleural esquerdo; NPd. nervo pleural
direito; NV. nervo visceral. 0s planos tracados
S e W correspondem, respectivamente, as orien-—
tagdes dos cortes gsagital e horizontal (33x) .



Fig.

Vista lateral do anel periesofageano do 8. o-

blongus. GC. gdnglio cerebral; CD corpo dorsal;
AC. artéria cefdlica; AA. aorta anterior; CCP.

conetivo cérebro-pedal; CCPL. conetivo cérebro-
pleural; NPe. nervo pleural esquerdo; NPd. ner-
vo pleural direito; NV. nervo visceral. 0 plano
C representa a orientacgdo coronal do corte (33x.



1 -3 .6mm

2 - 1,2mm
3 - 2v3 mm
4 - 49mm
Fig. Representagao esguemdlica do anel ner-—

voso com as medidas médias do corpo dor
gal (estrutura sombreada). 1 - o malior
comprimento do CD na por¢do superior do
anel. 2 - a largura do CD na porgdao pos
terior a cada GC. 3 — largura do CD na
porg¢do central, sobre a comigsura dos
GC. 4 - comprimento dos prolongamentos
laterais do CD, desde de sua origem na
por¢do superior até alcangar a massa
subesofageal .



Corte horizontal da massa subesofageal
ganglionar. AC. artéria cefdlica; CD.
corpo dorsal; PE. gdnglio pedal; PL.géan
glio pleural; PA. gdngllo parietal; V.
gdnglio visceral. H.E. ( 36 x ).

6

Corte coronal do complexo gdnglio cere-
bral (GC) - corpo dorsal (CD). A seta
mostra a extensdo do CD entre os GC.

H. E. (45 x ).



Fig.

8

Qeris

Yy

Corte horizontal do complexo génglio ce

rebral (GC) -corpo dorsal (CD) na altu-

ra da comissura cerebral (CC). H.E.
( 45 x ).

s

i E

Corte magital
cerebral (GC)

H. E. (45 x ).

(81) do complexo gdnglio
- corpo dorsal (CD).
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2. VARIAGCAO ANUAL DE PESO DO COMPLEXO GANGLIO CEREBRAL -

- CORPO DORSAL (GC-CD) E DO CORPO DORSAL (CD) ISOLADO

Os pesos obtidos dos complexos GC-CD e dos CD 1solados
ao longo do ano foram analisados pelo teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis. Para as comparac¢Oes entre as médias foil
escolhido &K = 0,15. Sendo o numero de amostras k = 4,

o/ k (k—-1) = 0,0125. O wvalor de =z com 00,0125 de drea

corresponde a 2,24.

0Os complexos GC-CD ismolados durante o més de setembro
(considerados repregsentativos da egtagdo primavera),
apresentaram pesos significativamente maiores em relagdo aos

complexos fixados nas demals estagldes, conforme ilustrado na

tabela IT.

Oz pesos dos CD isgsolados correspondem a principal
concentracgdo celular do ¢6rgdo, situada dorso-posterior aos
gdnglios cerebrails. Para tanto, foram desconsiderados os
prolongamentos laterails, seccionados em sua origem, e a
pPor¢ao que envolve a comigsura cerebral.

A principal massa do CD (fig. 1) isolada apresentou
pesos significativamente maiores no més de gsetembro

(primavera) (tabela III).

Os animalg utilizados nos experimentos apresentavam

comprimentos de concha variados. Nado foi encontrada,



entretanto, correla¢d3oc significativa entre os valores
comprimento da concha (cm) e do peso do CD isolado (mg),
acordo com os seguintes dados obtidos

coef. r (Pearscn) = 0,299; gl = 33

t =1,802 <t (0.05; 30) = 2,042

TABELA II
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do

de

Peso (mg) dos complexos GC-CD isolados ao longo de ano

ESTAGAO n X + D.P. Posto médio (R)
primavera 20 28,15 + 7,99 42,70 a
verdo 12 15,44 + 2,30 21,25 b
outono 15 14,58 + 2,30 17,33 b
inverno 6 12,55 + 3,09 10,33 b

H: 35,19 ; g1 = 3 ; p < 0,001

a,b 0s postos médios 1ndicados pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si no teste de comparacgdo mul-

tipla ndo-paramétrica, para < = 0,0125.

TABELA III

Peso (mg) dos corpos dorsails isolados ao longo do ano

ESTACAO n %X + D.P. Posto Médio (R)
primavera 11 4,30 i 0,94 27,91 a
verdo 13 2,95 + 0,81 17,08 b
outono 9 2,35 + 0,39 10,56 b
inverno 2 1,71 + 0,21 3,00 b

H= 19,42 ; gl = 3 ; p < 0,001

a,b Os postos médios indicados pela megsma letra ndo diferem
significativamente entre s81 no teste de comparac¢cdo mul-

tipla ndo-paramétrica, para o~ = 0,0125.
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3. VASCULARIZAGAO

08 resultados aqui descritos gdo decorrentes de andli-
se microscoépica do complexo GC-CD de animais injetados com
gelatina carminada e de cortes histoldgicos corados com
H.E., P.A.S. e H. férrica.

0 aporte sanguineo ao complexo GC-CD ocorre pelas arté-
rias cérvico-cefdlicas que ascendem a porgdo superior do
anel nervoso, juntamente com os conetivos cérebro-pedal e
cérebro-pleural de cada lado (SCOTT, 1939).

Secgfes da regiao mals lateral do complexo GC-CD inje-—
tados com gelatina (fig. 9) mostram vasos de malor calibre,
cérrespondendo, provavelmente, a tramificagdes das artérias
ascendentes (cérvico-cefdlicas) da masgssa ganglionar subeso-
fageal. Mesmo tratando-se de sec¢des transversals de vasos
de mailor calibre em relacdo as demais porgdes do complexo,
convém salientar o aspecto dilatado destas estruturas, em
virtude da temperatura (40 ° C) da gelatina no momento da
injecgdo.

O CD apresenta-se bastante vascularizado em toda a sua
extensdo, mostrando, entretanto, um maior preenchimento de
gelatina nas regldes pericomissural e posterior aos gadnglios
(fig. 10). Em maior aumento, observam-se preenchimentos com
gelatina de manelira difusa pelo d6rgdo (fig. 11), formando

uma "rede vascular"”, cujos ramos menores estdo em contato



414

com as c¢élulas do CD, como pode ser visto em cortes de
outras técnicasg de malor aumento (figs. 14 e 15).

Observam—-se conexoes vasculares entre o CD e os GC
(fig. 12), como também entre o tecido conjuntivo circundante
ou limitante com o GC; ou entre o conjuntivo e o GC. Na re-
gido do CD Jjunto a comissura cerebral (fig. 13) observa-se
uma zona muito preenchida com gelatina, representando, por-
tanto, uma zona bem vascularizada.

Observa-se a penetragaoc de células condrdides ou vesi-
culares existentes no tecido conjuntivo que limita o comple-
X0 GC-CD para dentro do CD. Estas células acompanham estru-
»tgras vasculares, cujos lumens estdo limitados por células
pavimentosas do tipo endotelial (fig. 14). Este epitélio
estd acompanhado, alqumas vezes, por egtruturas fibrilares
P.A.S. positivas. Alguns dos esgpacos supogtamente "vascula-
reg” existentes no CD est3do limitados diretamente por célu-
las do CD. Frequentemente observam-se, na 1luz dos wvasos,
elementosg figurados da hemolinfa (fig. 15), descritos por
alguns autores como "amebdcitos” (MULLER, 1956 in HYMAN,
1967). A penetragdao deste tecido conjuntivo no CD com célu-
las condrdides contribui para o estroma do drgdo, com reen-
trdncias na por¢do central, posterilor a regido comissural.

Em cortes ultrafinos, a luz destas "estruturas vascu-
lares” estd limitada por uma rede fibrilar, semelhante a

reti___culina. Estas fibrilas mostram disposicdo em "bandas
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cruzadas” caracteristica. O tapete wvascular pode apresentar

descontinuidade ao redor do lumem (fig. 17).

Fig. 9 Corte sagital (S3) lateral do complexo
GC-CD. As setas mostram vasos preenchi-
dos por gelatina carminada. ( 45 x ).



Fig.10

Corte sagital (82) do complexo GC-CD.
CcC. comissural cerebral. As dreas de
cor vermelha (setag) representam vasos
preenchidos por gelatina. ( 45 x ).

e s g

Detalhe em malor aumento do CD. As es-
truturas vermelhas, preenchidas por ge-
latina (setas) representam vasos san-
guineos de diversos calibres ( 45 x ).



(seta) entre o CD e o

lar
visualizado com gelatina carminada

40 vascu
injetada I

Conex
GC,

Fig.12

( 288 x ).

v

r

0
40 pe-

lizada com

1
comissura ce

Detalhe em maior aumento da fig.

Fig.1l3

mostrando CD bem irrigado na regi

4o visua

Irrigacg

gelatina injetada I.V.

ricomissural.

cc

(288 x ).

rebral



Vaso (V) num corte longitudinal, acompa
nhado de condrdécitos (C),que penetra no
cDh a partir da cdpsula conjuntiva que
envolve o 6rgdo. Associagdo de células
pigmentares (seta) as estruturas vascu-
lares. P.A.S. ( 600 = ).

Estruturas wvasculares (V) no interior
do CD com elemento figurado em seu lu-
mem (seta). P.A.S8. ( 600 x ).
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4. HISTOLOGIA

Ao microscdépio dptico, o CD tem um aspecto homogéneo e
compacto, cujas células ge dispdem no tecide sem uma organl -
zagdo particular. Este tecido € constitufde por muitas fi-
brilas de tecido conjuntivo,ide agpecto rediforme irregular.
08 espagos vasculares presentes estdo digpersos ao acaso
entre as células.

0 CD apregenta dois tipos celulares, o8 quais sdo as
célulag pigmentares e um tipo de célula secretora, seja na
por¢do subesofageal do CD como na por¢do superlor do anel
periesofdgico.

As células pigmentares sdo pardas, ramificadas, distri-
buidas por todo o tecido, em geral associadas a estruturas
vasculares (fig. 14). Juntamente com o conteudo das células
glandulares, as células pigmentares sdo as responsdvels pela
coloracdo escura do drgao em comparagéo‘éo SNC. As células
pigmentares sdo constitufidas por granulos de melanina, pois
ndo alteram sua coloragdo sob o3 testes P.A.S e basofilila.

As células secretoras do CD (CCD) tém formato arredon-

dado ou levemente hexagonal, com pequenos prolongamentos

vislvels apenas ao microscdplo eletrdnico (fig. 17). Témn
diametro médio wvaridvel (5,5 a 13,5 um). Seu citoplasma
eosindfilo, apresenta grdnulos de cor amarelada, confinados
em qgquantidades wvarildvels de pequenos vacuolos, o038 quais

encontram-se dispersos no citoplasma (fig. 16).
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As CCD sido mononucleadas. 0Os nucleos sdo basdfilos, de
localizacgd3o central ou ligeiramente excéntrica, tém formato,
em geral, ovédide, contém um ou dols nucléolos centrals e pe-
quenos grdnulos heterocromatinicos esparsos. Uma fina camada
de ‘heterocromatinag atapeta internamente o envelope nuclear.
O0s nucleos apresentam dldmetro médio varidvel, de 3 a 7 ym.
0 formato nuclear e sua 1intensidade de coloragdo variam de
acordo com a €época do anco em que foram fixados.

Ao microscdpilo eletrénico, as células apresentam pro-
longamentos curtos sem diregdo definida, sendo alguns em
difecéo a estruturas vasculares. O citoplasma destas células
apresenta numerosas 1nclusfes lipidicas, conferidas pelo
aspecto cinza homogéneo e ndo-limitado por membrana. Estas
goticulas lipidicas dispdem—se polarizadasg aparentemente em
diregdao a luz do vaso. Goticulasgs i1dénticas estdo presentes
na luz do vaso e também numa siltuacgdo intermedidria, entre o
lumem e o interior celular, sugerindo a liberag¢do destas

estruturas dag células do CD para a luz dos vasos. Observam-—

-se no citoplasma acumulos de corpos densos, tratando—-se,
provavelmente, de ligsosomas gecunddrios (fig. 17). Maiores
detalhes sobre a ultraestrutura do citoplasma ndo sdo
possiveis pela magnitude de aumento utilizada nesta

eletromicrografia.

Em nivel ultraestrutural encontram—se entre as células

do CD finos septos conjuntivos, o8 quais podem sger de



reticulina,

dispostas em vdrias direcgdes, semelhantes

fibras que bordeitam og "espacgos vasculares”.

"

Fig.16

Fig.1l

- g

e . e el
Corte memifino do CD, mostrando o cito-
plasma das células do CD preenchido por
granulos amarelados (seta), célula pig-
mentdria (seta dupla) e espagos vascula
res (*),ﬁ(;lSOO X ).

"j‘;%ﬁ

Corte ultrafino do CD. CCD. célula do
do CD.; V. luz de um vaso limitado por
fibrilas de reticulina (seta dupla). As
setas simples mostram grdnulos lipidi-
cog. ( 5000 x ).
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as



Fig.1l8 Aspecto celular transitdrio do CD fixa-

Obgervam-ce células

do no nés de malo.

cromdtico (1) e ceélulas de maior tama-

pequenas com micleo fortemente hetero-
nho com citoplasma vacuolizado (2).

( 600 x ).

E.

H.
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5. VARIAQ@ES ANUAIS CITOLOGICAS DO CD

Durante o final do inverno (agosto - setembro) e nos
primeiros meses da primavera, as células do CD apresentam
maior tamanho (tabelas IV e V); com nlcleos maiores,
hipocromdticos e com formato frequentemente ovdide. Durante
08 meses do verdo as células. esfdo menores e 08 nucleos
menores, hipercromdticos e, em geral, fusiformes e achata-
dos. 0s nicleos de formato fusiforme sd3o mais heterocromdti-
cos que os arredondados.

Foram observadas, em alguns CD fixados em malo, transi-
¢Oes entre egtes doig tipos celulares, gseparados em zonas
distintas (fig. 18). As células menores, com niucleos hiper-
cromdticos e fusiformes s8d0 encontradas nas porg¢des mais
laterais ou periféricas do ¢rgdo, enquanto que as células
maioreg, com citoplasma mais vacuolizadeo, nucleos maiores e
hipocromdticos situam-se, em geral, na regido mals central
do d6rgdo. Nestes casos, as medidas dog didmetros médios
celulares e nucleares das células destes CD foram obtidas
das 2 regides (20 medidés de cada zona) e, em seguida

sorteadas para obter o valor médio.
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6. VARIAC%O ANUAL DOS DIAMETROS MEDIOS CELULARES E NUCLEA-

RES DAS CELULAS DO CORPO DORSAL

A andlise de varildncia hierdrquica empregada permitiu
comparar as medidas celulares dos diferentegs CD (subgrupos)
numa mesma egtacdo e as medidas dos varios CD entre dife-

rentes egtacdoes (grupos).

0s resultados obtidos mostram que as células do CD
apregsentam uma variag¢do citoldgica anual gquanto aos pardme-
tros didmetro médio celular e didmetro médio nuclear.

As células do CD mostram didmetros médios celulares
diferentes sgsignificativamente nas 3 egtac¢des do ano em que
foram colhidos os dadog, apresentfando o maior didmetro meédio
celular em setembro (primavera), seguido do outono (maio) e

verdo (janeiro) (tabelas III e IV).

As células do CD fixados durante agosto (inverno),
setembro, outubro e novembro (primavera) apresentaram
didmetros médios nucleares significativamente malores que os

obtidos durante o verdo e outono (tabela V e VI).
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TABELA 1V

Andlise de varidncia hierdrquica para as medidas dos
didmetros médios celulares dos CD fixados em diferentes

estacgdes.

FONTE DE VARIAGAO 5Q GL oM Fcalc.
Entre estagles 70,34 2 35,170 7,80 %
Entre animais dentro
da mesma estacgdao 36,07 8 4,509 2,58 %
Erro experimental 365,40 209 1,748 -
Total 471,81 219 - -

* F calc. > F .05 (2,8)
* Os gquadradog medios (QM) corrigidos foram iguais aos

quadrados médios calculados.
* 8Q -~ soma dos gquadrados; GL - graus de liberdade

TABELA V

Compara¢do miltipla de Student-Newman-—-Keuls para as
medidas dos didmetros médios celulares dog CD fixados em

diferentes estacdes.

COMPARACAO DIFERENCA E.P. dq P q .05 q .01
B vs. A (B - xA) (120;p) (o= ;p)
3 - 2 0,6 0,16 3,75% 2 2,80 3,702
3 -1 1,1 0,15 7,33% 3 3,356 4,200
2 -1 0,5 0,16 3,13% 2 2,80 3,702

* q calc. > gq.01

(1) (2) (3)

verao outono primavera
(Janeiro) (maio) (setembro)
X 8,5 g,0 9,6

n 80 60 80
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dosg
em

FONTE DE VARIAGAO SQ GL OM corrig. F corrig.
Entre estagdes 62,25 3 20,77 6,816 %
Entre animais dentro
da mesma estacgao 79,40 26 3,047 7,136 %
Erro experimental 243,59 570 0,427 -
Total 385,24 599 - -
* F calc. corrig. > F (3,26)
TABELA VII
Comparac¢do multipla de Student-Newman—-Keuls para as
medidas dos didmetros médios nucleares das células dos CD
fixados em diferentes estagles.
COMPARAGAQ DIFERENGA E.P. q p q .05 g .01
B vs. A (RB - XA) (v2;p) (<°;p)
4 - 1 0,70 0.07 10,0 * 4 3,633 4,403
4 - 2 0,66 0,06 11,0 % 3 3,314 3,643
4 - 3 0,05 0,06 0,83 2 2,772 3,643
3 -1 0,65 0,056 11,61 3 3,314 4,120
3 - 2 0,62 0,045 13,78% 2 2,772 3,643
2 -1 0,03 0,057 0,53 2 2,772 3,343
* g calc. > q.01
(1) (3) (4)
verdo cutono inverno primavera
(jan/fev) (maio) (agosto) (set/out/nov)
x 4,91 4,94 5,56 5,61
n 100 220 80
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7. REACOES HISTOQUIMICAS

P.A.S.

0 teste dcido periddico -~ reativo de Schiff (P.A.S.)
presta—-se para a identifica¢do de polissacarideos.

0 citoplasma das células glandulares do CD apresenta-se
P.A.S. negativo, em qualquer época do ano (fig. 19}). O
conjuntivo que envolve o complexo GC-CD e que separa o CD
do GC ’mostra—se P.A.S. positive. Se observam entre as
células do CD estruturas fibrilares P.A.S. pogitivas,
dispostas como uma rede, que se continua com o conjuntivo da
cdpsula. O citoplasma das CCD apresentam granulos’que nado
reagiram ao P.A.5., de cor marrom escura. 0s grénulos das

células pigmentares permanecem pardos.

Basofilia

0s nucleos mostram-se basdfilos, com o nucléolo e a
cromaltina posgitivos. O citoplasma das células do CD ndo
reage com © azul de toluidina, distinguindo-se pela sua
negatividade em relagd3o aos neurdnios do GC, o8 gquails
apresentam o nucleo e numerosos gradnulog citoplasmdticos
positivos (fig. 20). As células pigmentdrias ndo modificaram

sua cor sob o teste de basofilia.



Lipfdios

Para todos o8 testes de 1dentificag¢do de lipidios foi
utilizado como tecido controle a suprarrenal de rato. Para
038 tesgtes relacionados com a identificacgao de esterdides foi

utilizado, inclusive, ovdrio de rata como tecido controle.
Sudan B e sulfato de azul Nilo

0 corante Sudan negro (B) é absorvido por lipidios
insaturados hidrofdbicos (trigliceridios ingaturados,
égteres de colestercl e dcidos graxos). A coloragdo em azul
dos tecidos sob a agdo do sulfato de azul Nilo evidencia a
presenga de dcldos graxos, e em rosa, a presenca de lipifdios
neutros.

O CD reagiu 1ntensamente com Sudan B e sulfato de azul
Nilo, destacando-se do tecido nevoso pela negatividade deste
Ultimo. Apenas o envoltdrio dos nervos mostrou-se tdo corado
quanto as células do CD. A 1intensidade de colorag¢do do
citoplasma das CCD € similar & encontrada no cdériex da
suprarrenal. Ndo foram observadas variag¢des na intensidade
de coloracdo entre og CD fixados em diferentes épocas do ano

(figs. 21 a 23).
Teste Baker

O teste de Baker serve para a demonstragdo de fosfoli-

pidios.
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0s CD reagiram positivamente ao teste Baker, demons-—
trando a presenca de fosfolipifdios, enquanto os neurdnios
reagiram negativamente, com excecdo dos envoltdrios dos ner-
vos (fig. 24). Estdo presentes muitos grdnulos densamente
corados. Quando previamente tratado com piridina, o CD ndo
reage ao teste Baker (fig. 25). Regsultados i1guais sdo obti-
dos com o cdrtex da suprarrenal de rato.
Quando comparados os CD fixados em setembro com os fi-
xados em maio, observa-se gue 08 primeiros mostram-se mals

“intensamente corados e semelhantes as suprarrenais.

Esterdides

08 testes relacionados com a ldentifica¢do de coles-
terol e seus ésteres (teste de Schultz) e com a 1identifica-
¢80 de horménios esterdides de vertebrados (teste de Lewis e
Lobban) foram bem realizados, resultando em reag¢do positiva
pelo cdértex da suprarrenal (fig. 26) e ovdrio de rata (tons
verde-azulados). 0 CD, entretanto, ndo apresentou nenhuma
das cores caracteristicas relacionadas com a presenga de
colesterol (verde-azulado pelo teste de Schultz), de este-
roides relacionados a testosterona (verde—azulado pelo teste
de Lewis e Lobban) ou de esterdides relacionados & estrdége-
nos (rosa ou malva pelo teste de Lewlis e Lobban), resultando
numa cor marrom claro, independente da época do ano em gque

foi fixado (fig. 27).
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2,

QO CD também reaqgiu negatirvamente (marrom) a pregenga da
enzima l7-hidroxi-esterdide degidrogenase. 03 conltroles aci-
ma referidog coraram posgitivamente (azul ou violeta), com-
provando a presenga da ’enzima a partir da administracgao

tanto do substrato esitradiocl como de testosterona.
NADH-diaforase e guccinato desidrogenase -

Demonsirou-se a presenca de mitocbndrias com reabi-
vidade enzimdtica a NADH-diaforagse e a succinate desidro-
genase (figs. 28 e 29). Os tecidos controles mostraram
coloracao similar a apresentada pelo CD. S38o numerosos 09

‘granulos corados no CD em ambas as técnicas.
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Fig.19 Citoplasma das células do CD P.A.S8. ne-
gativoe, com aspeclto vacuolizado (geta).
Células plogmentares (seta dupla). CD fi
xado no més de setembro ( 600 x ). o



Fig.20

Fig.21

Negatividade do citoplasma das células
do CD no teste de basofilia. 08 nucleos
das células do CD (seta simples) e os
neurdniog do GC (seta dupla) mostram-se
intensamente basgdéfilos ( 600 x ).

Corte horizontal do complexo GC-CD. Cé&-

lulas do CD intensamente Sudandéfilas.
Sudan negro ( 30 x ).



Fig.22 Corte horizontal da gsuprarrenal de ra-
to. Células do cértex (C) intensamente
sudanéfilas. Sudan negro ( 68 X ).

Fig.23 Corte coronal do complexo G
las do CD intensamente cora
fato de azul Nilo ( 350 X ).

c-CD. Célu-
das com sul-



Fig.24 Corte coronal do complexo GC-CD. A colo
racdo demonstra a presenca de fosfolig}
dios no CD. Teste de Baker ( 40 x ).

Fig.25 Corte coronal do complexo GC-CD. Sob a
incubacdo com piridina, o CD mostra-se
mais claro, ndo corando com o teste de

| Baker ( 350 X ).
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Fig.26 Corte coronal do CD mostrando-se negati
vo ao teste de Schultz ( 180 x ).

i

Fig.27 Corte horizontal da suprarrenal de ra-

to, mostrando a positividade do cdrtex
ao teste de Schultz ( 180 x ).



Fig.28 Corte coronal do complexo GC-CD. Inten-
sa atividade diafordsica nas células do
cp. NaDH-diaforase ( 180 X ).

Fig.29 Corte coronal do complexo GC-C¢D. Inten-
sa atividade oxidativa nas células do

CD. SDH ( 180 x ).



DISCUSSAO

Pela auséncia de estudos sobre o ciclo de vida do mo-

lusco Strophocheilus oblongus, utilizou—-se neste trabalho

animais somente da fase adulta, na qual supostamente estd
maturo o aparelho reprodutor e demais estruturas do animal,
facilitando, assim, a interpretacdo dos dados obtidos é a
gomparagéo destes com oultros trabalhos sobre o corpo dorsal

em moluscos pulmonados.

Descricoes anteriores gsobre o corpo dorsal (CD) de

Strophocheilus oblongus se limitaram a sua localizagdo e

distribuilcg¢do de suas célulag (NOLTE, 1965; KUHLMANN, 1966) ,
sem maioresg detalhes histoidgicos. Estas descrigbes contri-
buiram para desfazer a idéla 1nicial, que perdurou até 1964,

~de que o CD existia somente nos moluscos pulmonados basoma-

téforos e num exemplar de estilomatéforo, Succinea putris.
Pelas descrigdes existentes do CD, sabe—-ge atualmente
que este drgdoc estd presente em todog 03 moluscos pulmona-

dos; e entre os egtilomatdforos, o CD de Succinea e Stropho-

cheilus s3o o8 uUnicos com aspeclto compacto e saliente do

tecido conjuntivo gue envolve o gdnglio cerebral. Segundo



66

COOK (1966), os estilomatdéforos Acavus sp. e Rumina decolla-

ta também apresentam CD notdveils, grandes e de 1localizagdo
similar (lado dorsal dos gdnglios cerebrais e da comissura).
Além do tamanho consideravelmente grande do CD de

Strophocheilus, este d6rgdo uUnico gse estende até a porgao

subesofageal do anel nervoso e até a porg¢do anterior a
comissura cerebral. Estag localizag¢des ndo sao frequente-—
mente descritas entre os pulmonados. Foram localilizadas c¢é-
lulas do CD ao redor de ganglios subegofageails nas espécies

Succinea putris (COOK, 1966), Limax maximus (van MINNEN e

SOKOLOVE, 1984) e Hellx aspersa (MARCHAND e DUBOIS,1986).

Pelas células do CD estarem localilzadas Junto aocs gadnglios
subesofageails, MARCHAND e DUBOIS (1986) sugerem modificacdo
de seu nome para "células enddcrinas 1intraconetivas”, ao

invés de células do corpo dorsal. Em Strophocheilus, as

células do CD de localiza¢do subesofageal representam, ao
contrdrio das espécles citadas, uma continuidade do drgdo.
Um CD constituido por grupos celulares dispersos no
tecido conjuntivo que circunda os g¢ganglios cerebrais (GC)
ocorre somente nos estilomatdforos pertencentes as ordens
Orthurethra e Sigmurethra (KUHLMANN, 1966). Nos basomatdfo-
ros, as células do CD estdo reunidas num drgdo bem definido,
0o qual pode estar dividido em 2 corpos laterais e 2 corpos
mediodorsais aos ganglios cerebrais, sendo estes Ultimos os

predomlnantes.
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A reunido das células do CD num ¢érgdo "bem delimitado”
¢, portanto, uma morfologia mals comum entre os moluscos
pulmonados. As células do CD encontradas em oultras partes do
anel periesofdgico de Helix, por exemplo, pode representar a
permanéncia de grupos celulares pertencentés, primitivamen-

te, a expansdes deste drgdo, como ocorre em Strophocheilus

oblon gus (espécle mals primitiva, seqgundo van MOL, 1967) .

Sendo assim, ndo haveria motivo para alterar o conceito do
CD como proposto por MARCHAND e DUBOIS (1986), baseado na

morfologia do CD de Helix agpersa.

Num trabalho anterior sobre a anatomia da espécie

Strophochellus lorentzianus (8COoTT, 1939), fol descrita a

distribuigdo dos principais grandes vasgos e dos drgdos irri-
gados por estes. Segundo a autora, a aorta anterior (ou ce-
fdlica), apdés originar ramos que vao 1lrrigar partes do apa-
relho reprodutor e porgdo anterior do tubo digestivo, segue
em diregdo anterior, diretamente a regido cefdlica, abordan-
do o anel nervoso subesofdgico. Ao sair do anel, entre os
gadnglios pedals, divide-se em 4 ramos. Destes, o8 2 ramos
laterals (artérias cérvico-cefdlicas) acompanham o8 coneti-
vos cérebro-pedal e cérebro pleural de cada 1lado, formando
um colar vascular que assegura ampla irrigag¢do dos GC e dos
CD.

Descrig¢oes gobre ¢ sistema circultdrio (HYMAN, 1967)

demonstram que nos  pulmonados a circulagd3o & menos aberta
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que nos demais gastrdépodos, cujas ramificacgbes finais estdo
represgsentadas por capilareg existentes na superficie ou no
interior de todos o8 drgdos. Os capiiares possivelmente
apregsentam aberturas contrdteis que degembocam em grandes
selos venosos no interior do corpo, Cuj)Os espa¢os ndo s4a0
celBmicos. O gistema venoso comegaria, assim, nos espacos
teciduais pobremente definidos.

Pelos resultados obtidos com injegdo intravascular de
gelatina carminada, ndo fo1l possivel observar toda a dis-
tribuicdo dos vasgos e suas principals ramificagdes no SNC de

Strophocheilus cblongus. Pode—se apurar, entretanto, destes

resultados que o CD € uma estrutura com ampla vasculariza-
¢do, atravésg da qual mantem—se conectado aos GC e ao envol-
tério de tecido conjuntivo. O0s GC também mantém conexdes
vasculares diretas com o tecido conjuntivo circundante. O
aporte sanguineo a estas egtruturas provém dos conetivos
nervosos laterails. 0s corltes sagitals mals laterais do com-

plexo GC-CD mostram ogs vasos de maior calibre.

A histologia do sistema cilrculatdrio foi bem estudada
nas primeiras decadas deste século. As artérias,
independente do tamanho, tém a mesma morfologia. Estao
envolvidas externamente por uma egpessa camada de células
condrdides (também descritas como tecido lacunar ou células
vesiculares do tecido conetivo), seguida por uma camada de

musculos longitudinaig, e entdo por uma camada de miusculos
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circulares, limitando a luz tubular. As células
pavimentosas, encontradas limitando o lumem, foram
descritas como células musculares que imitam endotélio
(NOLD, 1924 1in HYMAN, 1967). Os canais venosos ndo tém
paredes definidas.

A egtrutura das artérias da regido cefdlica do Stropho-

cheilus oblongus obedece as degcrigdes acima. As célulasg ve-

siculares que circundam os vasos sdo 1dénticas a um dos
tipos celularesg do tecido conjuntivo que envolve o complexo
GC-CD. Estas células penetram pelo lado dorsal do CD, muitas
vezes, acompanhando estruturas tubulares (provavelmente vas-
culares). O pequeno cilltoplasma destas células situado contra
a membrana celular ¢ P.A.S8. positivo. A sua funcdo € discu-
tivel, podendo estar envolvida né nutrig¢do de vdrios drgdos,
atuando como sitio de estocagem para produtos de reserva

(PAN, 1958; SMINIA, 1972).

Alguns dos espacgos vasculares do CD de Strophocheilus
estdo atapetados por células pavimentosas que lembram endo-
télio e, mais externamente, por estruturas fibrilares P.A.S.
positivo. Outros espacos apresentam apenas o "endotélio”,
visto ao microgscdépio optico, oﬁ apenas as esgstruturas fibri-
lares, como mostrado ao microscdplo eletrdnico. Outros espa-
Gos vasculares, malores, egtdo desprovidos destas estrutu-
rags, limitados apenas pelas células do CD. Pode—-se estar
diante de 3 tipos de estruturas vasculares. 0 uUltimo tipo

trata-se, provavelmente, de canals venosos, de acordo com as
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descrigdes existentes para ug;iﬁxggmﬁgjg (NOLD, 1924 lg
HYMAN,‘1967). 0O tipo de estrutura vasculaf encontrado na
figura 17, poderia supostamente representar um canal venoso,
parcialmente limitado por fibrilas de reticulina. Os vasog
limitados por células pavimenitosas e/ou fibrilas de coldgeno
poderiam representar capilares, baseado na classificacdo do
sistema vascular para os cefaldpodos (og animals de gisgtena
circulatdrio mails desenvolvido e melhor estudados entre os
moluscos; SCHIPP, 1987).

Serdo necessdrios experimentos de replegdo vascular com
substidncias que mantém os tecidos mals 1Integros gue com a
Qtilizagéo de gelatina a 40 C, para poder relacionar, com
precisdo, as estruturas descritas como "vasculares” ao mi-
crogcdpilo dptico e eletrinico com o aporte de hemolinfa no

‘SNC do Strophochellus oblongus.

A grande vascularizagdo do CD sustenta a hipdtese de um

papel enddcrino para este orgdo em Strophocheilus oblongus,
como tem 9ido registrado em vdrias outras espécies de
moluscos pulomonados (ver revisdo de JOOSSE e GERAERTS,
1983) .

A exlgténcia de conexives vascularesa entre o CD e GC
sugtentaria a hipétese de um controle neurormonal sobre o
CD, originado de células neurossecretoras do GC, como foi

proposto para as egpécies Achatina fulica (OHTAKE e TAKEDA,

1986) e Helix aspersa (VICENT et al., 1984). Nestas espéci-

es, entretanto, foram encontrados feixes de nervos comigssu-—
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rais e contatos semelhantes a sSinapses de alguns destes com
células do CD. O0s gréanulos destes Lerminais foram descritos

como neurossecreltores.

O Strophocheilug, entretanto, nao apresenta saida de

nervos pela comissura cerebral (nervos comissurals; NOLTE,
1965) . Estes nervog comigsurais sdo regisgsltrados nag espécies
que ndo apresentam mais um contato direlo entre o CD e a co-
migsura cerebral (KUHLMANN, 1966)" Ao invés de nervos comis-—

surals, o Strophocheilus exibe um estreifto contato do CD com

a comigsura e os gadnglios cerebrals, apresentando, inclusil-

ve, na zona pericomissural, uma extensa drea vascularizada.

As células dos corpos mediodorsais dos Dbasomatdforos
estao dispostas em gruposg, orientados radialmente por uma
rede de fibras de tecido conetivo, em diregdo ao centro da
base do drgdo (ganglios cerebrais). FEstas c¢élulas foram
denominadas por LEVER (1958) de "C". Seus corpos celulares
predominam na porg¢do cortical do ¢rgdo e seus prolongamentos
‘na porgdo medular do mesmo. Esta morfologia é constante nas
vdrias espécies de basomatdforos estudados (WAUTIER et al.,
1961; SIMPSON et al., 1966 a, b; ROHNISCH, 1964; JOOSSE,
1964 e BOER et al., 1968), seja nos corpos mediodorsais como
nos laterodorsais, quando estes udltimos estiverem presentes
nas esgpécies.

Nos estilomatdforos, as células dos CD ndo apresentam

egta digposigdo radial, tampouco possguem longos prolongamen-—
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tos celulares. Em Succinea putris, as. células do CD estdo
digpostas de maneira compacta, homogénea, separadas do teci-
do conjuntivo limitante (COOK, 1966; NOLTE, 1965). Nos dema-
i egtilomatéforos a disposicdoc das células € menos compac-
ta, estando dispersas, ou em pequenos dgrupos (de 4 a 5 célu-
las) numa rede basgtante espessa de tecido conjuntivo que faz
parte do envoltodorio do SNC.

As células do CD de Strophocheillus oblongus apresentam

mals de um prolongamento, embora bem mais curtos e sem a
mesma orientag¢do radiada gque nos basomatdforos. O tamanho
médio celular e nuclear corresponde aos dados de outros
pulmonados.

O aspecto citoldgico das células do CD, por sua vez, €&
gimilar em todos o3 moluscos pulmonados estudados. Em nivel
ultraestrutural, o citoplasma daé células do CD & caracte-
riéado pela presenca de um grande numero de mitocdtndrias bem-
desenvolvidas, com quantidade varidvel de cristas. Numerosos
ribosomas livres e polirribosomas. O reticulo endoplasmdtico
€ principalmente do tipo agranular. Sdo frequentemente obser
vados grandes corpos densos, tratando—se, provavelmente de
lisosomas secunddrios (ver revisdao de BOER e JOOSSE, 1975).
0 aparelho de Golgl ¢ representado por vdrios dictiosomas,
nos quais se formam grdnulos de secrecéo de 60 nm de didme-
tro médio (GRIFFOND e VICENT, 19é5).

O0s gradnulos encontrados no citoplasma das células do

CD, sdo tidos pelos autores como contendo o horménio do ~ CD,
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cuja natureza quimica ainda diverge um pouco na literatura.
08 resultados obtidos em basomatdforos, mostram que o hormd-
nio do CD estd provavelmente confinado em pequenos granulos
(70-90 nm), moderadamente densos, limitados por membranas e
localizados principalmente nbslprocessos celulares (BOER et

1., 1968; SIMPSON, 1969; ROUBOS, 1980), de onde o hormdnio

¢ liberado por exocitose. Hda uma descricdo, em Planorbarius

gorneus, que menciona a existéncla de gradnulos lipifdicos no
citoplasma das células do CD (ROHNISCH, 1964).

Nos eétilomatéforos estudados (revisdo de NOLTE, 1983;
GRIFFOND e VICENT, 1985) hd um consenso quanto aos aspectos
citoldgicos em comum das células do CD com células glandula-
res secretoras de esterdide. Além‘de possulr organelas ca-
racterf{sticas como ret{culo endoplasmdtico liso bem desen-
volvido, grande numero de mitoctndrias e ribosomas livres,
as células apresentam gotficulas lipifdicas e pequenos granu-
los secretores (50-80 nm). Foram observados fenfmenos de

aparéncia de exocltose nas células do CD de Helix aspersa

(MARCHAND e DUBOIS, 1986).

Nas células do CD de Strophocheilus oblongus sdo encon-

tradog muitos grdnulos lipidicosg, ndo somente no interior
citoplasmdtico como nos egpagos vasculares. Lisosomas secun-—
ddrios e mitocdndrias estdo presentes. Quanto a forma e fre-
quéncia das mitocéndrias, bem como maiores detalhes sobre as
demaisg crganelas do CD ndo foil pogsivel de serem observados

com o aumento de 5000 x obtido. InvestigacBes adicionais
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sobre a ultraestrutura do CD . devem ser feltas. H4 também a
necessi__ dade de confirmagdo da natureza vascular dos

espacos inter_ _celulares, como Jd4 fol comentado.

Qutra caracteristica citoldgica do CD comum entre os
moluscos pulmonades € a variac¢do de atividade sintética,

vigivel pela modificacgdo estacional citoldgica do CD.

As células dos CD de Lymnaea stagnalisg mostram uma ati-
vidade ciclica anual. Do outono até o inicio da primavera as
células comegam gradualmente a aumentar de volume, os nucle-
og também aumentam de tamanho, os espagos intercelulares fi-
cam diminuidos, a estrutura lobada (grupos celulares orien-
tados radialmente) fica menos aparente e o tecido conetivo
fica pouco conspicuo. Este esltdgio hiperplasmdlico ¢ seguido
por um retorno aos estdglos hipoplasmdticos durante og se-
guintes meses da primavera (JOOSSE, 1964). Neste trabalho, o
autor comenta que © inicio da produgdo de ovos pela popula-
¢d0 no campo (pfimeiros meses da primavera) ocorre simulta-
neamente com a importante mudanga nas células dos CD durante
a primavera, do aspecto hiperplasmdtico para hipoplasmdtico.

O CD de Helisoma tenue apresentou wvariag¢des citoldgicas

anuais similares (SIMPSON, 1969).

0s experimentos de extirpa¢ac dos CD levaram a uma pro-
dugdo reduzida de ovos (JOOSSE, 1964), sugerindo a liberacdo
de um possivel hormdnioc de acao gonadotrdfica pelo CD. Vdri-

o8 experimentos fisioldgicos, inclusive em outras espécies
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de animais, demonstraram uma fungdo controladora estimulatsé-
ria do CD sobre a vitelogénese e sobre o crescimente, dife-
renciacgdo e atividade sintética dos d6rgdo sexuals acessdrios
femininos (revisdo de JOOSSE e GERAERTS, 1983).

Comparando as células do CD de Helix aspersa nas dife-
rentes fases do ciclo da vidé adulta, observou—-se que no
momento da postura as células aumentam sua atividade, tradu-
zida por uma hiperplasia do citoplasma, um aumento do volume
do ergastoplasma e do aparelho de Golgi, 1ndicando um aumen-
to da sintese protéica; um rearfanjo das cristas mitocondri-
ais e uma diminuigdao dos 1ipidios, indicando possivelmente
uma sintese de esterdides particularmente ativa. Durante a
hibernag¢do ou sob condicgdes de foltoperiodo curto (12 hs.luz:

12 hs.escuro), os depdsitos lipldicos das células do CD
estdo mals abundantes e a superficie das mitoctndrias redu-
zldas. Esta observacdo sugere uma menor sintese de esterdi-
des nessas condigdes (GRIFFOND e VICENT, 1985).

Transformagdes andlogas das mltocindrias das células do

CD foram descritas para Limax maximus, cuja disposi¢do cir-

cular das cristas durante a fase de desgenvolvimento feminino
¢ interpretada como a manifestagido de uma producdo mais
eficaz de ATP (van MINNEN e SOKOLOVE, 1984).

08 CD de Strophocheilus oblongus fixados durante o més

de setembro apresentaram o maior peso anual. Faltam dados de
pesos nos demals meses da primavera para saber se este valor

elevado perdura até o final da estagdo. Considerando que o



/6

peso do CD obtido a partir de jaﬁeiro fol significativamente
menor, pode—sge supor gue ao longo da primavera o CD vd
diminuindo gradativamente de tamanho.

Durante o més de setembro de 2 anos seguidos foi obtido
um didmetro médio celular significativamente maior que o en-
contrado em maio, © qual, por sgsua vez, fol maior «que ©
obtido no més de Janeiro. As células de maior tamanho tém
citoplasma mais vacuolizado que ag células de menor tamanho
(citoplasma reduzido), cuja situag¢do pode indicar uma 1nati-
vidade ou uma menor atividade sintética que o primeiro caso.
0 menor wvalor encontrado no verdo sugere gue as células do
CD vido progressivamente diminuindo de tamanho ao longo dos
meses da primavera. O valor médio encontrado no outono pode
indicar um reinicio da atividade destas células até alcangar
sua atividade mdxima no inicio da primavera ou, talvez, no
final do inverno.

Quanto aos valores dos didmetros médios nucleares do CD

de Strophocheilus oblongus, ge obteve, durante 08 meses

compreendidos entre agosto (inverno) e novembro (primavera),
valores significativamente mais altos em relacdo aos valoresg
obtidos nos meses de janeiro, fevereiro e maio. Ndo houve
diferenga significativa entre os wvalores do 1inverno e da
primavera, como também entre o8 valores do verdo e outono.
Convém acresgcentar que os nudcleos maiores sdo mais cla-
rosg que og nucleos menores. Nucieos do primeilro tipo repre-

sentam células de maior atividade que os do segundo tipo.
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Foi encontrado apenas nos CD fixados em malo uma
situacdo intermedidria em termos de atividade citoldgica,
com células do tipo "ativo” (nucleos grandes e claros,
citoplasma vacuolizado) e células do tipo "inativo” (nucleos
pequenos e densos, citoplasmas reduzidos). Isto reforga a
hipdtese de que a supostamente malor atividade sintética do
CD, baseado nos aspectos citoldgicos, € encontrada no final
do inverno e inicio da primavera; e que ao longo do verdo o
CD passa por um perfiodo de 1natividade, para, ao longo dos
meses seguintes, reiniciar o processo de producdo e estoca-

gem citoplasmdtica do(s) produto (s) secrelor (es) . Estes

dados sdo similares aos encontrados para Lymnaea stagnalis,

acima descritos.

E' necesgario, para completar egta andlise citoldgica,
uma andlise quantitativa a nivel wultraestrutural dasg
orgaﬁelas celulares (ergastoplasma, aparelho de Golgi total
e porcentagem de Golgil com material eletrodenso, grdnulos de
gecreg¢do, mitocdndrias, lipfdios e lisosBomas), conforme vem

sendo realizada em outras espécies de pulmonados.

O0s €D dos moluscos pulmonados comportam—se de manelra
similar quando submetidos a técnicas histoquimicas relacio-
nadas com a identificagdo de liéidios. 08 CD dos helicideos
mostram—-se intensamente corados com Sudan negro e sulfato de
azul Nilo. Os grdnulos que aparecem fortemente corados com

estas técnicag sao facilmente extraivels com piridina, de~—
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monstrando a presenca de lipfdios (NOLTE, 1965). Sob as mes-

mas técnicas, o CD do basomatdforo Planorbariug corneus rea-
ge de maneira idéntica (ROHNISCH, 1964).

Pelo fato das ce€lulas dos corpos mediodorsais de
Lymnaea stagnalis, ehtre outros basomatéforos, apresgentarem
0 padrdo ultraestrutural particular de células enddcrinasg
produtoras de esterdides, BOER et al. (1968) testaram a pre-
senga da enzima 3-B-hidroxiesterdide desidrogenase, e as cé-
lulas dos CD reagiram negativamente, ao contrdrio do c¢dértex
da suprarrenal de rato, utilizado como tecido controle.

O CD de Strophocheilus oblongus reagiu positivamente

aos tegtes relacionados a identificagdo de lipidios hidrofd-
bicos e de fosfeolipidios. FEsgtes testes foram realizados en
cada estagdo do ano, mas apenas houve uma variag¢do notdvel
de 1ntensidade de colorac¢ao no teste para fosfolipidios, no
qual os CD fixados em setembro foram mals intensamente cora-
dos (semelhantes a suprarrenal) que os fixados em maio (mais
claros que a suprarrenal). 0s gréanulos intensamenté corados
com esta técnica sdo extraivels com piridina.

Demongtrou-se, ainda, a presencga de mitoctndrias com

rcatividade enzimdtica a NADH-diaforase e A guccinato

desidrogenase no CD de Strophocheilus oblongus. A intensa
atividade obtida € sinal de metabolismo oxidativo alto, o
qual é requerido por uma célula que apresente atividade

sintética congiderdvel.
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O citoplasma das células do CD do Strophocheilus reagiu

negativamente ao teste da basofilia.

Os resultados obtidos sugerem que as células do CD sdo
capazes de sintetizar produtos de natureza lipfdica. Apesar
das células do CD terem se apresentado negativas ao teste da
basofilia, posgsgivelmente por haver um nivel baixo de sinlese
protéica que possa ser detectado pelo teste, é razodvel con-
gsiderar que para desempenhar uma fungdo esteroidogénica,
elas também possam apresentar uma alta taxa de sintese pro-
téica necesgsdria para manufaturar as enzimas envolvidas na
producdo de esterdides e uma proteina de ligagdo. A existén-
cia de tal proteina de ligacdo pode estar relacionada com o
tipo de grdnulogs de secregdo e com as gituagdes de exocitose
descritas nos trabalhos 3)d4 discutidos.

Baseado nesta possivel esteroldogénese, se procurou
verificar a presenca de colesterol, ésteres de colesterol,
hormdénios esterdides (de vertebrados) e da enzima 17-hidro-
xlegterdide desidrogenase. Enguanto os tecidos controles
(suprarrenal e ovdrios) reagiram positivamente aos testes, o
CD reagiliu negativamente em qualquer época do ano. Este re-

sultado confere com o obtido para Lymnaea stagnalis, quanto

a demonstrac¢do da 3-B-hidroxiesterdide desidrogenase (BOER

t al., 1968).

Além da aplicagdo de técnicas histoquimicas para tentar

egsclarecer a natureza do fator hormonal do CD, mdao utiliza-
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dos métodos como incubagdoc do tecido com esterdides marcados
e RIA.

Apds a incubac¢do de homogenato do complexo CD de Helix
pomatia (KRUSCH et al., 1979) com pregnenolona e dehidroepi-
androsterona tritiadas, demonstrou—-se a conversao in vitro
de pregnenolona em progesterona (A) e de dehidroepiandroste-
rona em androsgtenediona (B), ou seja, da presenga no comple-
xo CD da 3-B-hidroxlesterdide desldrogenase. A porcentagem
da conversdo de A val diminuindo progressivamente a apartir
do perfodo apds a hibernacgdo até a oviposlg¢do, e deste em
relagdo ao perfodo apds a oviposigao; enquanto gque a por-
centagem de conversdo de B ndo muda no complexo CD. A enzima
parece ser especifica ao substrato e, antes e apdés a ovipo-
gsigdo, a via enzimdtica gue envolve a conversdo B € a
preferida pelo CD.

No mesmo animal, Helix pomatia, e também em Lymnaea

stagnalis foram obtidos diferentes resultados gquanto aos
possivels esterdides presenles nos CD. NOLTE et al. (1986)
detéctaram ecdisterdides 1munoréativos liberados pelos CD
num meio de cultura. Estes foram analisados por HPLC e RIA e
identificados como ECDISONA. Trata-se da primeira indicacgdo
de uma gldndula capaz de sintetlzar e secretar ecdisona numa
egpécle de invertebrado, além dos artrdpodos.

Se esta capacidade do CD de Helix e Lymnaea de sinteti-

zar ecdisona pode ser comum aos demais moluscos pulmonados,

se torna compreensivel o fato de que células que tenham ca-
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racterfisticas de produtoras e secretorasgs de eslerdides, que
reajam positivamente aos testes histoquimicos para lipi{dios
e mitocbndrias em atividade, ndo demonstrem, entretanto, a
presenca das enzimas 17-hidroesterdide degidrogenase (no

Strophocheilus) e 3-B-hidroxiesterdide desidrogenase (em

Lymnaea), enzimas, estas, imprescindiveils para a esteroido-
génese nos vertebrados.

Ecdisterdides sdo compostos de 27 dtomos de carbono e
apresentam uma quantidade muito malor de grupos hidroxilag e
em diferentes posigdes em relacdo aos hormbnios egterdides
presentes nos vertebrados. 8Se o8 ecdisterdides gdo o0s
produtos secretores finals das células do CD, ndo hd motivo
para estas células possulrem enzimas como a 3—-B-hidroxieste-
réide degidrogenase ou egterdides como pregnenolona, androsg-
tenediona ou testosterona, pols estes nao participam das
transformagdes metabdlicas do substrato precursor (coleste-
rol, acetato ou mevalonato) em ecdisona ou em ecdisterdides.

A biogsintese e metabollismo dos ecdisterdides tem sido
estudada principalmente nos insetos. As etapas inicilais da
biossintese da ecdisona e 20-hidroxiecdisona envolvem a sa-
turagdo A5 do colesterol, estabelecimento de uma ligagdo A7
e a adig¢do de um grupo 6-ceto e fusdo "cisg” dos andils A/B.
Contudo, sdo desconhecidos o8 mecanismos detalhados pelos
quals estas reagdes 1niciais ocorrem. As elapas finais na

transformagdo da ecdisona em 20-hidroxiecdisona (o hormdnio
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da muda) sdo melhor conhecidas (revisdo de GILBERT et al.,
1980) .

0 fato de ndo ter gido i1dentificado colesterol no CD de

Strophocheilus oblongus, comparado com os tecidos controles

positivos, pode ser explicado pela pouca sensibilidade dos
testes empregados. A substdncia responsdvel pela coloragdao
pogitiva € o 7—hidrox1colésteroi. Como a taxa de conversdo
do colesterol a 7-hidroxicolesterol pelo teste de Schultz €
da ordem de 30 a 40 %, uma reacgdo forte exige a presencga de
40 a 50 % de colesterol (livre ou egsterificado) na fase 1i-
pidica. Esta taxa elevada ¢ efetivamente atendida, por exem-
plo, no cdrtex da suprarrenal, onde os lipidios contém 55 %
de material positivo. A reagdo de Schultz, portanto, prova a
presenga de esterdils ou de seus ésteres, mas uma reagdo ne-
gativa ndo prova definitivamente a sua auséncia (LISON,

1960) .

Talvez o conteudo de colesterol do CD de Strophocheilus

oblongus seja consideravelmente menor gque o de gldndulas
egteroidogénicag de mamiferos, de maneira gue ndo possa ser
facilmente detectado pelos testes histogquimicos pouco sensi-

vels empregados.



CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com o estudo morfoldgi-—
co, histogquimlco e com o acompanhamento da atividade citolo-
glica ciclica dos corpos dorsals de um grande numero de ani-

mais da espécie Strophocheilus oblongus, pode—-se concluir

que

1. 0O corpo dorsal € uma estrubtura fmpar, bem delimitada,
adjacente aos gdnglios cerebrals na porgdo supraesofdgica do
anel nervoso, estendendo-se aos ginglios pleurais e parieta-
18 na porg¢do subesofdfica do anel. Destaca-se do SNC pela
sua pigmentagao escura, a qual se deve pelo seu conteudo

celular e por células pigmentares dispersas no tecido.

2. As células do corpo dorsal apregentam vdrias caracte-
risticas glandulares, como alteracdoes na quantidade de cito-
plasma, no tamanho nuclear e na densidade de sua cromatina.
Estas variagbes obedecem um ciclo anual, sendo que a fase na
qual as células do corpo dorsal apresentam aspecto de maior
atividade sintética corresponde ao final do inverno e infcio

da primavera. Este perifode coincide com o 1nicilo da ativida-
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de reprodutiva destes aniwmals, sugerindo ao corpo dorsal o
papel de controlador de um ou mals aspectos importantes do
desenvolvimento reprodutivo anual, de acordo com os dados 34

confirmados para vdrias espécies de pulmonados.

3. A grande vascularizacdo encontrada no corpo dorsal r e
forga o papel glandular para esta estrultura. As conexdes
vagculares entre o corpo dorsal e os @8ngllios cerebrails
podem representar contatos mais estreitos entre estas duas

egtruturas, uma vez gque o corpo dorsal do Strophocheilu:s

oblongus mostra-se bem separado, por uma camada de tecido
conjuntivo dos gidnglios cerebrals e gue, este uUltimo, nao
apresenta nervos comissurails que se extendam para dentro do

corpo dorsal do Strophocheilus, como foi descrito para ou-

tras espécies de moluscos pulmonados.

4. Os resultados dos testes histogquimicos indicam gque o©
produto secretade por esta glandula geja de natureza lipi-
dica, mas diferente dos hormdnios esterdides reconhecidos

para vertebrados.

Estes resultados fornecem og subsidios primdrios para

trabalhos subsequentes, 08 guails visariam :

1. demonstrar o papel regulatdrio do corpo dorsal em

alguma fase de desenvolvimento reprodutivo de Strophocheillus

oblongus;
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2. verificar as varliagdes citoldgicas ciclicas atravds de

andlise gquantitativa em nivel ultraestrutural;

3. elucidar a natureza do(s fator (eg) hormonal (1s) produ-—
zido(g) e liberado(s) pelas ceélulas do corpo dorsal e
4. esclarecer sobre a possivel forma de controle dos gédn-—

glios cerebrais e/ou pleurals e parlietais, verificando sobre
a existéncia de terminals nervosos e seu conteuddo ou de

liberac¢d8o de neurossecegdo no corpo dorsal de Strophochellus

oblongus.
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APENDICE : Posigdo gigtemdtica de
alguns moluscos pulmonados

A seguinte classificagdo simplificada tem por finalida-
‘de apresentar a posig¢do sistemdtica apenas dos moluscos cita
dog neste trabalho. ©S3o fornecidos o8 principais aspectos
distintivos das ordens de Pulmonata.
Filo MOLLUSCA
Classe GASTROPODA
Subclasse PROSOBRANCHIA
| Ordem ARCHEOGASTROPODA
Superfamilia Patellacea
Famllia Patellidace : Paltella
Subclagge OPISTOBRANCHIA
Ordem ANASPIDEA
Familia Aplysiidae : Aplysia
Ordem PTEROPQDA

Familia Anopsiidae : Hydromyles (Anopsia)

Subclasse PULMONATA

Faltam as brénguias e a cavidade do manto se converte
numa cdmara vascularizada para 1intercambio de gases no ar
ou, secundariamente, na dgua. Sistema nervosgo concentrado e
simétrico. Hermafroditas.

Ordem BASOMMATOPHORA (aprox. 11 famiflias)
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Pulmonados com um patr de tentdculos; olhos préximos da
base do tentdculo. Principalmente formag de dgua doce.

Subordem Hygrophila
Superfamilia Lymnaeacea

Famflia Lymnaeidae : Lymnaea
(aprox. 40 espécies)

Superfamilia Ancylacea

Familia Ancylidae : Ancylus, Gundlachia,
Ferrissia
Familia Planorbidae : Australorbisg, Helisoma,
Planorbarius,
Biomphalaria, Indoplanorbis
Famflia Physidae : Bulinus, Physa

Ordem STYLOMMATODPHORNMN (aprox. 58 famflias)

Pulmonados terrestres, com ou sem concha, com 2 pares
de tentdculos, dos quais o par posterior sustenta o olho na
extremidade. A classificagdo € baseada na morfologia do sis-
tema excretor, o gual define 4 subordens

Subordem Orthurethra

Subordem Mesurethra

Famflia Strophocheilidae : Strophocheilus

Famiflia Megalobulimidae : Megalobulilmus

Subordem Heterurethra

Familia Succinidae : Succinea - tendéncia ao hdbi-
to anfibioso.
Oxyloma elegans

Subordem Sigmurethra

Familia Achatinidae : Achatina

Famflia Bulimulidae : Bulimus, Buliminus

Famflia Subulinidae : Rumina decollata

Familia Acavidae : Acavus

Familia Arionidae -~ Concha reduzida ou fragmentd-
ria, envolvida pelo manto
Arion, Ariolimax
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Familia Milacidae : Mila

Familia Limacidae : Limax, Agriolimax (Deroceras

Familia Helicidae - Familla mais evolufda dos pul-
monados, com maior numero
de representantes : Arilanta,

Cepaea, Helix pomatia,
H. aspersa, H. aperta, Theba
pigana

Ordem Systellomatophora
Familia Verocinellidae
Classe CEPHALOPODA
Subclasgse COLECIDEA
Ordem OCTOPODA
Familia Octopodidae : QOctopus

(Referéncias : THIELE, 1929/1935; ZILCH, 1959/1960;
MAKLEK, 1962)





