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1. INTRODUCAO

A hipétese de variagio circadiana na atividade da enzima glicogénio-fosforilase
(GF; ghcagen phosphorylase) foi levantada por DE FRAGA (2002) ao observar que a
concentraciao de glicogénio no sistema nervoso dos caracdis pulmonados Megalobulinmus
abbreviatus (oblongus) submetidos 4 anoxia apresentou reducdes maiores naqueles animais que
foram dissecados durante a escotofase, ou seja, 19 e th. Além disso, a concentracio de
glicogénio no sistema nervoso durante anoxia diminuiu apés 12h e retomou a valores
basais apds 18 e 24h.

Considerando tais resultados, este trabalho teve por objetivo analisar, através da
histoquimica (densitometria semiquantitativa), uma possfvel variagdo circadiana na
atividade da GF nos ganglhos cerebrais do caracol Megalobulimus —abbreviatus
(Becquaert,1948") mantidos em condicdes de ambientacio laboratorial.

Os resultados foram discutidos, com revisio de bibliografiz envolvendo o ritmo
circadiano de alguns organismos e sua relagio com fatores ambientass (p.ex., fotoperiodo,
umidade, temperatura), bem como enfoques de estudos comportamentais, sobre o
metabolismo do glicogénto geral e no sistema nervoso e o papel da GF como marcadora da
atividade neuronal. Na tentativa de elucidar a biologia pouco estudada para essa espécie de
caracol terrestre, foram tragadas relaches com outros organismos a respeito do
comportamento animal ¢ do metabolismo do sistema nervoso para compreendermos

methor esse modelo de estudos, visando futuras abordagens morfoldgicas, fisiolégicas e

neuroquimicas.

* BECQUAERT, ].C. Monograph of the Family Strophocheilidae, a Neotropical Family of Terrestrial
Mollusks. Bulletin of the Museum of Comparative Zoology of Harvard, 1948, 100 (1): 1-210.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos gerais dos moluscos gastrépodes

A classe Gastrapoda possui registros fosseis de 15 mil espécies ininterruptos
desde o inicio do periodo Cambriano. Considerando-se a ampla variedade de habitats
ocupados (a mais extensa radia¢io adaptativa entre os moluscos), os gastropodes sdo a
classe de mator sucesso nesses termos, com cerca de 30 mil espécies vivas. O
desenvolvimento de uma cabega, o alongamento dorso ventral do corpo, a conversio
da concha em escudo como um abrigo protetor e a torg@o corporal foram as alteragdes
principais na evolugio dos gastropodes (a partir de uma organizagio generalizada de
um molusco). (RUPPERT & BARNES, 1996)

Nos caracéis terrestres, a aclimatiza¢ao sazonal originada da relagao entre
metabolismo e temperatura, determinada por fatores extrinsecos e intrinsecos, também
contribuiu para a conquista de habitas variados. Além disso, ha variagdes consideraveis
nas respostas aclimatdrias dos moluscos, sendo que essas adaptacdes dependem das
condi¢oes ambientais que prevalecem no habitat de determinada espécie, mais do que
uma determinacio filogenética. (ARMITAGE & STINSON, 1979)

O pé tipico dos gastropodes apresenta uma sola rastejante ciliada e, no caso dos
pulmonados, possut uma grande glandula pediosa secretora de muco sobre o qual o animat
se move (RUPPERT & BARNES, 1996). A locomogio de lesmas e caracdis € feita
principalmente através de ondas musculares geradas na superficie ventral do pé musculoso,
o qual pode ser modificado para rastejar, cavar, nadar, esczh.:.

A adesio do pé ao substrato é garantida pelo muco pedal (de 10 a 20mm de

espessura) que adere o animal ao substrato. DENNY (1980) apontou duas desvantagens



desse mecanismo: (2) o poder adesivo do muco deve ser superado pelo animal para se
mover ¢ (b) 0 muco deve ser constantemente reposto durante a locomogio.

A maior freqiéncia locomotora, associada a um maior consumo de oxigénio,
ocorre durante a noite, como foi encontrado nas lesmas Arolimax columbianus, as quais
permaneceram estaciondrias durante o dia € movimentaram-se durante 3 a 4 horas por
noite (DENNY, 1980). Estudos dos movimentos do caracol Helix pomatia durante o
ciclo respiratério verificaram que os caracéis inativos e retraidos na concha tiveram
cerca de 60% da taxa cardiaca dos animais ativos e estendidos. A taxa cardiaca, no ciclo
respiratério, foi variivel, tornando-se mais freqiiente e regular quando o pneumdstomo
se encontrava aberto (SOMMERVILLE, 1973).

Os nervos periféricos dos gastrépodes possuem pequenos grupos celulares ou
grupos unicos de células espalhadas ao longo de seu comprimento; essas células sdo
comuns em nervos provindos da alga visceral, do sistema gastroesofigico, dos nervos
genitais e dos plexos ncurais associados a0 pé. (DORSETT, 1986)

O sistema servoso central dos gastrépodes consiste em um par de ginglios
cerebrais (situados dorsalmente a0 esdfago) e 3 pares de ginglios (ventrais ao sistema
digestério) que apresentam uma tendéncia evolutiva, ji que se concentram na regido
cefalica. Além disso, ha uma certa fusio ganglionar nos gastrépodes pulmonados muais
diferenciados. (DORSETT, 1986)

Os ganglios cerebrais dos pulmonados estio diferenciados em lobos: o pro-
cérebro, que se constitui em numerosos pequenos neurdnios envolvidos na olfagio; o
mesacérebro, também envolvido com fungdes sensoriais; ¢ os lobos pedal e pleural do
pos-cérebro, de onde partem os 2 pares de conetivos neurais que ligam os ganglios
cerebrais aos ganglios subesofagiais. O complexo gmgﬁcnaf subesofagial consiste em
ganglios pleurais os quais em muitos pulmonados ndo possuem nervos. Os ginglios pedais

enviam nervos para as regides anterior, média ¢ postetior do pé. Também inervam a parede




corporal acima da extremidade do pé e a genitilia no lado direito do corpo. Os ganglios
parietal, tntestinal ¢ visceral contém, freqlientemente, células gigantes ¢ inervam a parede
corporal lateral, o manto, as visceras ¢ drgios da cavidade do manto. (DORSETT, 1986)

Quanto as caracteristicas do metabolismo energético dos gastropodes, possuem,
em geral, o glicogénio como reserva cujas quantidades dependem de fatores reprodutivos,
nutricionais ou sazonais. Alguns caracdis também armazenam o galactogénio, um polimero
de galactose, que é encontrado exclusivamente na glindula de albamen. A digestio
principal dos carboidratos ocorre no esofago, no papo, no estomago, no intestino e na
glandula digestiva dos gastrpodes. Por exemplo, Hélix luwrum fot capaz de degradar a
maioria das substincias testadas (oligossacarideos — mnaturais e sintéticos — e
polissacarideos) em um estudo de FLART & CHARRIER (1992) sobre a digestibilidade dos
gastropodes. As atividades enzimaticas especificas vartaram de acordo com o estado
fistolégico dos animais examinados (em hibernacio, em estivacio e alimentados).
Amuido, lignina e sacarose foram os dltimos substratos a serem hidrolisados, enquanto o
conjunto enzimatico responsiavel pela degradacido de celulose nativa pareceu existir no
trato digestivo de Flelix /ucorum. Provavelmente, parte da degradagio de carboidratos,
pelo menos na glindula digestiva, pode ser de enzima de origem endégena. (FLARI &
CHARRIER, 1992)

A utilizagio regulada de glicogénio deve ser vital aos caracdis, como em
Pomacea wrvens, cujo contetdo de glicogénio aumenta antes da estivagio e isso é refletido
em um aumento de peso de até 17% (CEDENO-LEON’, 1972 gpud CEDENO-
LEON, 1984). O hepatopincreas pode ser o principal érgio regulatério durante o

processo de estivagdo. A atividade regulatdria ¢ enfatizada quando a estivagio avanca, j&

'CEDEIQO-LE()N.A.Régimm&mykmdecmﬁdmlmmd%dehumm@ﬁmuj.mbﬂo
E ial de A Universidad Centeal de Venezuela, 1972,

o
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que a quantidade de glicogénio tende a estabilizar apés um consumo inicialmente
clevado.

Foram investigadas as variagGes sazonais do metabolismo de lipideos e de
carboidratos no caracol Megdalobulimus abbreviatus (oblomgus). Niveis de glicogénio no
hepatopincreas, no musculo e no manto foram constantes durante o ano, exceto no
inverno quando os mais baixos valores foram encontrados. Os niveis de glicose
hemolinfatica foram mais elevados durante o verio. O contetdo total de lipideos no
hepatopancreas aumentou durante a primavera, € na gonada o aumento foi no mverno
e na primavera. O metzbolismo do glicogénio pareceu constituir a fonte de substrato
energético durante o inverno, enquanto que o metabolismo lipidico pode estar
relacionado ao ciclo reprodutivo anual. (DA SILVA & ZANCAN, 1994)

A degradagio do glicogénio, um dos principais estoques de energia do manto
dos bivalves, esti relacionada ao desenvolvimento gametogénico. A GF estd presente
também no manto. (SERRANO, LOPEZ & MARTIN, 1998)

O gastropode Megalobulimus abbreviatus, também conhecido como arui-do-
mato, pertence a sub-classe Pw/monata (segundo RUPPERT & BARNES, 1996) cuja
principal caracteristica € a cavidade do manto transformada em pulmio. As bordas da
cavidade do manto sio seladas até o dorso do animal, com excecio de uma pequena
abertura no lado direito, o pneumdstomo. Ndo possuem branquias, € o teto da cavidade
do manto, onde ocorrem as trocas gasosas, € altamente vascularizado. A ventilagio €
facilitada pelo arqueamento e achatamento do piso da cavidade do manto (no dorso do
animal). O preumdstomo permanece aberto no momento das trocas gasosas por
difusio e ¢é fechado em seguida para evitar a perda da umidade corporal
(FERNANDES, 1981).

A maioria dos pulmonados possui hibito de herbivoria, consomem partes

macias das plantas vasculares aquaticas ¢ terrestres, das plantas em decomposigio ou



partes de fungos. Como adquirem cilcio do solo, o peso da concha depende da
disponibilidade desse mineral. (RUPPERT & BARNES, 1996)

A ordem Stilommatophora pettence a sub-ordem Mesuretra, ¢ a essa, pertence a
familia Megalobulimidae (Leme, 1973)". Os estilomatiforos sio espécies terrestres cuja
caracteristica marcante sio os 2 pares de tenticulos: o oral € o dptico. Esse dltimo par
tentacular apresenta os othos na extremidade distal. Uma descrigio geral anatdmica dessa

espécie pode ser conferida em THOME e al. (1994).

2.2 A enzima glicogénio-fosforilase (GF)

A GF catalisa 2 remogio, em seqiiéncia, de radicais de glicose da extremidade
nio—redutora do glicogénio. E uma enzima interconversivel que ocorre nos mésculos, 10
figado ¢ no cérebro em ambas as formas: inativada (GFb) e ativada (GFa) (STRYER,
1986). A transicio para a forma ativada é mediada pela fosforilase-cinase, que € controlada
por aumentos de cAMP (3, 5'- monofosfato de adenosina ciclico) e de cilcio. A
calmodulina é um componente da fosforilase-cinase, o que pode conferir-the 2
sensitividade ao fon calcio (Ca™?). No misculo, na auséncia de cilcio, aumentos somente de
¢AMP ndo afivam a interconversio da enzima. Aumentos somente do cilcio, se
suficientemente duradouros, ativam a interconversdo enzimiética, e a modulagdo por cilcio
aparenta ser similarmente importante para a GF no cérebro. A fosforilase-cinase é
relativamente especifica para a fosforilagio da GF (porém, fot apontada fosforilando
especificamente uma proteina sinaptica durante a indugio de potenciagio de longa duragio

10 hipocampo de ratos) (HARLEY e o, 2001).



O controle hormonal do metabolismo do glicogénio hepitico ocorre através
de vias de sinalizagio transmembrinicas dependentes de cAMP e/ou de Ca™. Em
particular, a glicogenélise pode ser desencadeada através de hormonios, tais como a
vasopressina, atuando primariamente através da via de sinalizagio do fosfomositideo e
permitindo a mobilizagio de Ca™ intracelular. A fungio da GF, portanto, parece set
governada pela degradagio de glicogénio. A enzima atua como um sensor de nivel de
glicose sangtinea, liberando glicose do estoque de glicogénio quando necessirio.
(GALL, BAUS & DUPONT, 2000)

A GF pode ser regulada por modificacio covalente ou por modulagio
alostérica. Essa enzima pode ser considerada como um transdutor molecular que
responde a sinais efetores positivos (tais como estimulacio hormonal ou nervosa,
glicose-1-fosfato, fosfato morganico (Pi1), glicogénio, AMP (mofosfato de adenosina)), e
a sinais efetores megativos (tais como sinais induzidos por msulina, glicose, ATP
(trifosfato de adenosina) ¢ por alguns ligantes ainda nido identificados).

O conteudo total do nucleotideo adenina & constante dentro da célula, uma
queda na concentragio de ATP, portanto, implica num aumento na concentracdo de
AMP, tais niveis refletem o equilibrio energético celular e 2 regulagio das vias
metabolicas. Tal equilibrio energético esta relacionado com a energia estocada e com a
atividade da GF, como foi demonstrado no manto do bivalve Myzles galloprovincialis, o
que reflete a regulagio e o papel dessa enzima na glicogendlise. Os resultados
apontados por SERRANO, LOPEZ & MARTIN (1998) revelaram que, no manto de
Mytilus gallaprovincialis, o ATP inibe nio somente a forma desfosforilada (GFb), mas

também a forma fosforilada (GFa) da GF.

" LEME, J.L.M. Anatomy and Systematics of the Neotropical Strophocheilloidea (Gastropoda, Pulmonata) with the
Description of 2 New Family. Arquivos de Zoologia. Sio Paulo, 1973, 23 (5): 295-337
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Carga energética (energy charge) é um indice da quantidade de energia disponivel
para um organismo a partir de uma reserva (pool) de adenilato. O cilculo é fetto a partir
das medidas das concentragdes dos trés nucleotideos de adenina: o ATP, o ADP
(difosfato de adenosina) e o AMP, os quais sio fundamentais ao metabolismo
energético de todos os organismos. Os valores da carga energética variam de 1,0
(quando todo adenilato esta na forma de ATP) até um valor minimo (0,0 — quando
todo o adenilato estd na forma de AMP). (SERRANO, LOPEZ & MARTIN, 1998)

Pareceu provivel que uma atividade elevada da GF do manto de Mytillus
galloprovincialis, quando os valores da carga energética permaneceram batxos, possuiu
uma relevincia fisioldgica em periodos de alta demanda energética para esse organismo.
Por exemplo, durante o verdo, a alta temperatura ¢ a atividade de desova causaram um
aumento na demanda energética, resultando em elevados nivets de AMP e baixos
valores para a carga energética. De modo contririo, as variagGes sazonais de
nucleotideos mostraram as concentracoes de AMP de ADP com maiores oscilagdes,
mas com variagio baixa na concentracio de ATP. (SERRANO, LOPEZ & MARTIN,
1998)

A sintese do glicogénio € catalisada pela glicogénio-sintase (GS), que adiciona
residuos de glicose a2 uma extremidade nio-reduzida de uma cadeia nascente de
glicogénio através de ligacdes a-14 glicosidicas utilizando UDP-glicose (Undina-
difosfato-glicose) como um substrato.

A atividade da GS é regulada através da fosforilagio de seus mdltiplos sitios, e
sua reacdo € limitante da taxa para a sintese de glicogénio em todos os 6rgaos.
Também, o controle da deposicio de glicogénio ndo segue as mesmas vias no misculo
e no figado.

Uma questio fundamental no metabolismo do glicogénio ¢ levantada por

FERRER e/ 4. (2003) no que diz respeito a ativagdo da GS durante a glicemia elevada.
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A ativagio acontece pela desfosforilagio dessa enzima por fosfatases. Ainda, tem sido
sugerido que a forma nio metabolizada da glicose pode ser indiretamente responsavel
pela ativagio da G8, envolvendo a inativagio, « priori, da GF.

Portanto, a glicose ao se ligar & GFa favoreceria sua desfosforilagio e
inativacio, o que promoveria a liberagio de fosfatase da GS (liberagdo da inibicdo
alostérica causada pela GFa, mas nio pela GFb). Entdo, a desfosforilacio da GFa
levaria 4 defosforilagdo e ativagio da GS.

Através da inibicio da GF (desfosforilagio), tem sido demonstrado que a
forma ativada, sob determinadas condigdes, pode ter fungdo no controle do estado de
fosforilacio da GS. Tais resultados, segundo FERRER e 4l (2003), redescobriram o
papel principal da glicose-6-fosfato, ao assumir-se que os niveis da GFa influenciam o
estado de ativacio da GS, desde que a concentragio intracelular de glicose-6-fosfato
permaneca constante.

A localizacio intracelular dessas enzimas pode ser alterada em resposta
glicose. A sintase de glicogénio muscular se concentra no nitcleo quando a glicose €
baixa, € se transtoca para o citosol (formando um padrio particular) quando aumenta 2
concentracdo de glicose.

No figado, a GS apresenta uma distribuicdo citosélica na auséncia de glicose e
acumula-se na periferia dos hepatécitos, quando aumentam as hexoses. A degradacio
do glicogénio parece também ocorrer de maneira ordenada. Quando a glicose ¢
depletada de hepatécitos em cultura (cujo estoque de glicogénio € total), os pacotes de
aglomerados de GS tomam-se gradualmente menores (mas permanecem na periferia
celular) o que sugere que o glicogénio nio-degradado também se localiza nessa regiao.
A fosfordlise do glicogénio mediada pela GF pode ocorrer do interior para o exterior

dos hepatdcitos ou simultaneamente ao longo do citoplasma. (FERRER e al., 2003)
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A atividade de algumas enzimas do metabolismo de carboidratos tem sido
estudada para determinar as relagdes entre a estrutura ¢ a fungdo do sistema nervoso
central de mamiferos. A GF é uma dessas enzimas, a qual vem sendo sistematicamente
utilizada para esse fim (HARLEY & RUSAK, 1992; WOOLF, 1987).

No entanto, poucos sao os estudos que buscam essas relagées metabolicas nos
sistema nervoso de invertebrados.

No caracol Megalobulimus abbreviatus (oblongus), foi realizado um estudo a
respeito dos efeitos da anoxia e da recuperacic aerdbia (pés-anoxia) sobre o
metabolismo de carboidratos no seu sistema nervoso central (ganglios cerebrats e
subesofagiais) (DE FRAGA, 2002). Os resultados apontaram uma redugdo da GFa no
sistema nervoso dos caracéis submetidos 4 anoxia, o que, segundo DE FRAGA (2002),
indicou uma depressio metabdélica cerebral, j4 que nio foi verificada, mesmo apés 24
horas de anoxia, deplegio do glicogénio no grupo anoxia em relagdo a0 grupo controle.
Além disso, uma redugio significativa foi verificada no grupo submetido a 12 horas de
anoxia, 0 que coincidiu com a escotofase do fotoperiodo (12h claro/ 12k escuro),
quando os animais estavam ativos, levando DE FRAGA (2202) a sugerir que uma
variacio circadiana da GFa no sistema nervoso poderia estar influenciando as vartagoes

verificadas nos estoques de glicogénio.

PERES - 311‘L!0TEL:..
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2.3 Ritmo circadiano ¢ comportamento

O padrio periédico terrestre é predominantemente manifestado pelas mudangas
diarias ¢ sazonais do ciclo de claro/escuro resultantes da rotagio e translacio do planeta.
Isso permite aos organismos o estabelecimento de sistermas didrios enddgenos que
sincronizam as fungoes biolégicas com as vartagoes do ambiente.

Muitos animais enfrentam determinadas mudancas, até certo ponto previsiveis,
que ocorrem 20 longo de um dia e, mais obviamente, durante o crepusculo ¢ a0 amanhecer.
Isso pode ter grande significado para muitas espécies, e o comportamento animal parece-
nos estar organizado de um modo temporal em um ciclo que dura um dia, ou circadiano.

Os ntmos circadianos sio uma adaptagio dos organismos ao ambiente. As
propriedades e a fenomenologia desses ritmos tém sido estudadas por sua importincia na
manutencio da regulacio temporal do comportamentoc e dos eventos intemos
homeostiticos. (MOORE, 1982)

Os mecanismos reguladores de tais mudangas de comportamento podem ter, pelo
menos, duas caracteristicas importantes: (a) os animais mudam suas prioridades em
resposta 2 um mecanismo de auto-cronometragem, que thes permite construir programas
internos sem dependerem de sinais provindos de outros antmais e (b) os animais ajustam a
relagio entre clementos de controle do sistema nervoso estritamente com base na
informacdo obtida via mecanismos de monitoramento das mudangas no ambiente.
(ALCOCK, 1993)

Na natureza, uma das fontes, nio a Gnica, do estimulo proporciador de tempo
(Zettgeber) ¢ providenciada pelos ciclos didrios de claro/escuro. Como tesultado, a maioria
dos organismos tem provavelmente se envolvido no uso'da transi¢ao do claro/escuro
como seus propiciadores de tempo prmirios para ajustar a fase circadiana, tal processo

tem sido chamado de sincronizagio fotica (phatic entrainment). (ZORDAN et al., 2001)
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Numerosos parimetros fisiolégicos, incluindo o ciclo de sono/vigflia, a secrecio
hormonal (p.ex., os horménios adrenocortcotréfico e cortisol), a frequencia cardiaca, os
fluxos sangiineo ¢ renal e a temperatura corporal flutuam a0 longo de aproximadamente
24 horas. (ALBRECHT & EICHELE, 2003)

Na maioria dos organismos, a maquinaria circadiana pode ajustar finamente a
fisiologia com o ciclo nictnemeral. Para que esse tpo de regulacio providencie alguma
vantagem seletiva, o tempo bioldgico deve ser precisamente alinhado com o tempo solar.
(ZORDAN et al., 2001).

O sensor de sinais de tempo é fundamental para a existénciz do relégio biolgico,
e a sincronizagio dos ritmos circadianos ¢ acessada também por uma variedade de
estimulos geofisicos. “Saber” a hora do mundo externo proporciona os melos para as
relacdes harmoénicas entre os organismos € o meio que os cerca. Os organismos sio
capazes de responder a simais de tempo ambientais primirios (p.ex., mudangas de
temperatura e de luminosidade) e a sinais secundarios (p.ex., pressio barométrica, campos
eletrostaticos ¢ eletromagnéticos e pulsos G).

As antigas teotias “exdgenas” predominantes até o final dos anos 60, sob as quais
os ritmos circadianos eram estudados, foram substituidas pelas teoras “endégenas™ nas
quais os processos de manutengio do tempo circadiano intemo controlam o©
comportamento circadiano, ¢ possuem a habilidade para sentir os estimulos ambientais
sincronizadores. (SHWEIKI, 1999)

Do ponto de vista da biologia circadiana, mesmo organismos tio divergentes
como plantas e mamiferos possuem um relégio circadiano, que prepara o corpo pata
tarefas que ocorrem tipicamente no decurso de um dia. Os seres vivos apresentam um
arranjo complexo de especializagdes, em parte redundantes, com as quais podem garantir o
alinhamento preciso do tempo biolégico e do ambiental (ZORDAN ez 4/, 2001).
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Muitas plantas e¢ a maioria dos animais possuem fotossensibilidade, ou a
habilidade para perceber diferentes formas de fluminacio difusa. Essa propriedade é
encontrada em organismos unicelulares, na epiderme de muitos multicelulares simiples,
como também em Orgios visuais especializados. A sensibilidade as diferengas de
luminosidade subordina os ritmos didrios de atividade da vida da maioria dos organismos.
(SHEPHERD, 1994)

A luz solar ou outros sinais do ambiente sio captados por receptores que
sinalizam o regulador (via de sincronizacdo) — o relégio-mestre, o qual ¢ capaz de auto-
sinalizagio. Uma vez iniciado, o ciclo gerara ritmos observaveis, tais como padroes de
locomogio, comportamento alimentar, padrio de secrecio hormonal, etc. (ALCOCK,
1993)

Nos mamiferos, o sistema circadiano é composto de muitos sinalizadores de
tempo especificos aos tecidos individualmente. Tais “relogios” sio orquestrados por um
“regulador” situado no ntcleo supraquiasmatico, que esta localizado no hipotilamo ventral
do cérebro. Esse micleo recebe informacio fotica, através da retina, principalmente pelas
vias direta (pelo trato retino-hipotalimico) e indireta (pelo trato geniculo-hipotalamico),
gerada a partir da limina intergeniculada do nicleo genmiculado lateral. (Morin, 1995" gpud
USUL, 2000).

O nicleo supraquiasmatico é uma das dreas do hipotilamo onde a atividade dos
neurdnios residentes deve variar em uma questio de horas para realizar sua fungio de
codificagio da informagio fotica e da sincronizagio dos ritmos circadianos (fungdo essa
demonstrada em roedores). Por exemplo, em roedores noturnos, os neurénios que sio
responsivos 4 luz presentes no nicleo supraquiamatico e na lamina intergeniculada estio
adaptados para detectarem as mudancas graduais na intensidade da luz durante o

crepusculo (USUI, 2000). Ritmos no consumo da glicose, atividade clétrica ¢ sintese
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peptidica tém sido documentados nesse nicleo (LAMING e &/, 2000). O ndcleo
supraquiasmitico atua ndo como um regulador direto do ritmo dos relogios periféricos
(p-ex., os do figado), mas sim como um relégio referencial utilizado pelos relogios
periféricos para sua sincronizagio e fina sintonia (ALBRECHT & EICHELE, 2003).

Nos mamiferos, além do nicleo supraquiasmatico, os olhos possuem per se um
oscilador circadiano. (Tosini & Menakes, 1996™ agpud USUI, 2000). Os fotorreceptores
responsaveis pela sincronizagio temporal parecem ocorrer exclusivamente na retina, pois a
enucleagio bilateral dos olhos impede a sincronizagio fética. (USUI, 2000). Ratos
mutantes rd/ rd, nos quais hé virtualmente a auséncia de bastonetes e de cones na retina,
conscguem sincronizar seus ritmos circadianos dos ciclos de claro-escuro. (Foster e al.,
1991 apud USUIL, 2000). Nesse caso, supde-se que o sistema circadiano possua
fotorreceptores singularmente diferentes de cones e bastonetes. Isso foi constatado por
PROVENCIO; ROLLAG & CASTRUCCI (2002) que marcaram com anticorpo para
melanopsina uma rede fotorreceptiva de células ganglionares na camada interna da
retina de camundongos. Tais células assemetharam-se morfologicamente aquelas que se
projetam para o nucleo supraquiasmatico. Ainda, essa rede celular distinguiu-se
anatomicamente dos cones e bastonetes da camada externa da retina, sugerindo-the um
papel nio-visual, mas de fotorrecepgio e de tarefas como a regulagio dos ritmos
circadianos.

O papel do sistema nervoso na sincronizagio do comportamento ¢ da regulagio
da homeostase interna com o ritmo fotoperiddico tem sido bem estudado em insetos e,
com menor énfase, em moluscos. ALCOCK (1993) enfatizou duas titicas empregadas no

estudo dos mecanismos circadianos nos animais. A primeira seria inferir sobre certas

* MORIN, L.P. The Circadian Visual System. Brain Research Review, 1994, 67, 102-127.

" TOSINI, G.R. & MENAKER, M. Circadian Rhythms in Cultured Mammalian Retina. Science, 1996, 272:
419421,

" FOSTER, R. ¢ a/Circadian Photoreception in the Retinally Degenerate Mouse (rd/rd). Joumnal of

Comparative Physiology, 1991, 163A: 34-95.
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propriedades do sistema circadiano através da observagio de como ele responde a
manipulacdes ambientais. A segunda seria o estudo de informagdes sensoriais, para tanto,
varias partes do sistema nervoso sio desconectadas cirurgicamente e entio observam-se os
tipos de ritmos que o animal, sem determinadas aferéncias sensoriais, passard a apresentar.

Um estudo interessante abordou o controle de um temporizador intemo existente
nos grilos machos Teleagryllus sp. sobre o ciclo diirio de cricridos (ALCOCK, 1993). Ao
manter os grilos sob condi¢es de luz constante (sempre acesa ou sempre apagada;
condicio de “livre-curso”), o padrio de cricridos desviou-se um pouco do cclo de 24h,
pois os cricridos tniciavam 25-26 horas mais tarde que os cricnidos do dia anterior. Esse
desvio regular evidenciou um padrio interno de ritmo bioldgico mdependente de smais
ambientais, mas que pode voltar a assumir um padrio circadiano quando novamente
exposto a uma variagio fotopeniddica (p.ex., 12h huz/12h escuro). Se seccionados ambos os
nervos Gpticos desses animais, os cricridos permaneceram em padrio de livre-curso. No
entanto, quando os lobos dpticos foram separados do restante do “cérebro”, houve
completa ruptura do ciclo de cricridos, ou seja, os grlos machos crcrilavam com igual
propabilidade em qualquer hora do dia. A partir de tais resultados, ALCOCK (1993)
apontou que o sistema de controle completo para o cricrido possui os componentes
dependentes ¢ independentes dos sinais ambientais: um temporizador interno (reldgio
biol6gico), inserido em um ciclo que ndo ¢ de 24 horas exatamente, € um sincronizador
ativado pelo ambiente para sintonizar o tempo as condigdes locais.

O valor adaptativo do componente independente do ambiente para a regulagio
didria do comportamento de um organismo reside em capacitar o individuo para ajustar
seus ciclos fisiologicos ¢ comportamentais sem a necessidade de verificar constantemente o
ambiente. O componente dependente do ambiente, por sua vez, pemmite aos individuos
sintonizar com precisio seus ciclos em hamonia com as variagbes ténues de seus

ambientes peculiares. (ALCOCK, 1993)
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Para a medida da fotoperiodicidade, tém sido postuladas duas hipéteses quanto
ao possivel papel do sistema circadiano nesse mecanismo (VEERMAN &
VEENENDAAAL, 2003). Como constatado em experimentos com dcaros, a hipétese “do
relogio” postula que a medida de tempo fotoperiodico é uma fungio do sistema circadiano
(o relogio fotoperiddico consiste em um ou mais osciladores circadianos). A segunda
hipétese, “sem-relégio”, aponta ser o relégio fotoperiddico como uma amputheta (um
temporizador ndo-circadiana).

Além do fotoperiodo, outras variiveis ambientais, tais como a temperatura, a
umidade, o fotoperiodo e pouco substrato energético disponivel podem provocar
mudangas comportamentais € metabdlicas significativas nos organismos. O ritmo da
atividade em lesmas ¢ aumentado pela temperatura ¢ umidade, enquanto que o fotoperfodo
influi, principalmente, no periodo ¢ na fase de ocorréncia desse ritmo. O reldgio intemo é
um fator que permite aos individuos, sob condigGes constantes, expressar essa ritmicidade
de modo intrinseco. Outros fatores internos, como o estigio de maturidade, também
influenciam na atividade desses animais. Por exemplo, HOMMAY, JACKY & RITZ (1998)
estudaram durante o verao as caracteristicas principats da atividade locomotora nas lesmas
Limax: valentianss sob condigoes constantes de temperatura ¢ de umidade. Os movimerntos
comegaram a aumentar 30 minutos antes do anoitecer € alcancavam o maximo uma hora
apos. As lesmas se alimentavam predominantemente no inicio da noite, mostrando um
pico de atividade alimentar justamente as 2th (pdér do sol). O inicio dessa atividade,
seguinte 20 fnicio da locomogio, pareceu estar relacionado com a queda da intensidade da
luz. A duragioc dos movimentos variou conforme a estagio do ano.

FORD & COOK (1985) monittoraram e relataram as vartagoes na intensidade da
luz e da temperatura em condigbes naturais para uma poﬂagic de lesmas Limax
psewdoflavus e constataram que o padrio de atividade fot unimodal em condigdes de elevagio

e de diminuicio da temperatura. Além disso, em condigbes artificiais de temperatura
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constante ¢ em ciclo de 12h claro/12h escuro, esse padrio unimodal de atividade fot
similar. Nessas condi¢coes, a atividade locomotora iniciou apés o comego da escuridio ¢
atingiu o pico proximo a meia-noite.

Alguns neurénios de moluscos apresentam potenciais de marca-passo endégenos
(MARATOU & THEOPHILIDS, 2000). A modulacio de longa duragio presente nessa
atividade de marca-passo provém de fatores internos (p.ex., neuropeptideos) ¢ de externos
(p-ex., luz, temperatura). Outros grupos de células neuronais, pertencentes a sistemas de
neurossecrecio — formando grupos celulares difusos ou compactos distribuidos en varios
ginglios nervosos centrais — podem estar normalmente inativados (“em siléncic”), mas
respondem a descargas prolongadas (de até 1 hora) quando ativadas por estimulos elétricos
ou naturais (DORSETT, 1986).

Para varios gastrépodes foi demonstrado que o ciclo de livre-curso (sob condi¢Ges
constantes) ¢ inicialmente diminuido e entdo abolido. Esses sinais exdgenos podem ser
requeridos para manter o marca-passo de tempo funcionando, € no caso de sistemas de
osciladores maltiplos, para manter tais relégios em sincronia. (FORD & COOK, 1985)

Virios estudos tém stdo realizados em Drsophila, na planta Arabidepsis thaliana e
em sistemas 7 it de células de mamiferos (p.ex., cultura de fibroblastos de ratos). Tais
modelos revelaram que o relgio circadiano central consiste em um oscilador molecular
controlado por um pequeno grupo de genes. As interagoes efitre esses genies € OS Seus
produtos geram os circuitos de auto-regulagdo postitiva ¢ megativa, através de mecanismos
transcricionais e pos-translacionats. (ALBRECHT & EICHELE, 2003; LACOCHE &
DELANAY, 2003; GONZE, HALLOY & GOLTBETER, 2003)

Cerca de 1% dos genes de Dmsgphila sio regulados pelo ritmo circadiano, por
meio do gene “relogio” (clack). O controle de retroalimentacao (feedback) positiva envolve os
heterodimeros CLOCK/BMALI1, dois attvadores de transcrigao basicos que se ligam aos

“boxes-E”, localizados na regidao regulatéria dos genes period (per) e cryplochrome (cry). As



proteinas CRY e PER formam oligdmeros que sio transportados do citoplasma para o
nicleo. Quando presentes no ndcleo, CRY ¢ PER reprimem sua prépria transcrigio pela
inibigio de CLOCK/BMALL1 (retroalimentacio negativa). Além disso, as retroalimentagdes
positiva e negativa estio interligadas: os heterodimeros CLOCK/BMAL1 também
induzem a expressio do receptor nuclear 6rfao REV-ERBx, que bloqueia a transcricio de
Brall, através da ligacio direta do elemento de resposta REVERB« no promotor Brzal1.

O relégio arcadiano também ¢ regulado por mecanismos pds-translacionais. Um
modelo, baseado em estudos de culturas celulares, postula que a proteina PER circula entre
o nicleo e o citoplasma. A caseina-cinase ctoplasmitica (e provavelmente outras cinases
também) fosforila 2 PER que ¢ degradada por proteosomas. Atuando contra tal degradacio
esta a proteina CRY nuclear, que se liga 2 PER e a impede de sair do ndcleo. Ha, entio, um
equilibrio da regulacio positiva e negativa. A periodicidade de 24 horas do relogio
circadiano resulta de uma combinacio de retroalimentacio transcriptacional positiva e
negativa, da drculacio citoplasma-nicleo da proteina PER e de sua fosforilacio e
degradacdo. (ALBRECHT & EICHELE, 2003)

O conhecimento das condicGes basais dos animais e das variaveis fisiolégicas
importantes, tais como o metabolismo de carboidratos, somente pode ser aprimorado
quando relacionado is situagbes comportamentais, que sio adaptadas pelos organismos
dentro de um contexto dinamico de espago e de tempo.

Portanto, o presente trabalho se propos a verificar a ocorréncia de uma variagio
circadiana no sistema nervoso do caracol pulmonado Megalobulinus abbreviatus. Para tanto,
utilizou-se a histoquimica para a GFa, enzima da glicogendlise, ¢, entdo, importante no
metabolismo de carboidratos, o qual é regulado pelos estados fistoldgicos resultantes das

variagdes do comportamento do animal a0 longo de um dia.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e manutengiio dos espécimes

Os caracéis utilizados nesse experimento pertencem a espécie Megalobulimus
abbreviatus (Becquaert, 1948). Os animais foram coletados durante a primavera de 2003
(outubro) de campos, jardins e florestas silvestres em Charqueadas (RS). Somente os
caracots com a borda da concha rosada e extrorsa, criténio para considera-los adultos,
foram coletados e transportados até o Laboratério de Neurobiologia Comparada
(Departamento de Fisiologia, UFRGS), onde o acondicionamento realizou-se em terrarios
construidos no interior de caixas plasticas (de medidas 50 x 80x 15cm) cobertas com telas
finas e contendo bacias com dgua potavel disponivel.

Dianamente, entre 16h15min. e 18h, os animais foram alimentados com agua e
alface ad libitunr; a terra era revolvida para que uma boa textura do solo fosse mantda, ji
que esses caracois tém o habito de enterrar-se. A umidade fot mantida elevada borrifando-
se, diattamente, dgua nos terririos.

As seguintes variiveis foram controladas: fotoperiodo (ou LD: lght/ dark) de 12h
de fase clara (lampadas fluorescentes de 12,5W\cm®) e 12h de fase escura, com as trocas da
escotofase e da fotofase ocorrendo as 7 e as 19h, respectivamente. A temperatura for
mantida proxima aos 24°C, sendo que os terririos permaneceram em uma sala climatizada
e isolada (durante os perfodos claros, a temperatura oscilou entre 24 ¢ 26°C, devido ao
aquecimento provocado pelas lampadas).

Os caracdis permaneceram por um periodo de amb.ientag:io laboratorial de 6

semanas até o experimento ser realizado.



3.2 Procedimento Experimental e Histoquimico

O experimento foi realizado em 4 horarios, sendo que 2 grupos experimentals
compreenderam a troca da fotofase e da escotofase (as 19h e as 7h), e 2 foram na metade
de cada perfodo (as 13h e a th). Foram utilizados 20 caracdis, sendo que 5 foram retirados
em cada horario (nesta ordem: 19h, 1h, 7h ¢ 13h), um de cada vez, a esmo dos terrarios.
Os animais foram rapidamente pesados, medidos ¢ anestesiados no gelo durante 5 minutos.
As médias de peso e de medidas da concha de cada grupo experimental estio listadas na
Tabela 1. O tempo decorrido entre as dissecagbes de cada caracol, para a retirada dos
ganglios cerebrais, nao ultrapassou 3 minutos.

TABELA 1.

Médias de peso corporal e das medidas da concha de cada grupo experimental.

Grupo experimental | Pesos (g)* Comprimento (mm)* | Largura (mm)*
19h 57,56 + 4,29 70,60 + 3,21 36,80 £ 1,64
1h 50,92 + 4,87 70,80 £ 1,30 37,80 £1,48
7h 48,78 + 14,60 69,60 + 5,46 35,60 + 1,14
13h 48,49 + 745 68,40 £ 1,67 36,20 + 1,79

* dados apresentados sob a forma de média aritmética + desvio padrio

3.2.1 Forma ativada da glicogénio-fosforilase (GFa)

Para a verificagio da GFa, os ganglios cerebrais dos caracdis foram cirurgicamente
retirados, imersos e ortentados em blocos contendo solugio especial para congelamento de
tecidos (“lissue-teck”, I zika) e estocados (em até 24h depots do primeiro horirio) a —20°C.
As secges horizontais (com espessura de 25 pm) foram obtidas 2 —18°C em micrétomo

criostatico (marca Leitz, modelo 1720 digital). Os cortes seriados foram montados em

IS, ¢
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laminas gelatinizadss. A revelagdo da atividade enzimatica foi procedida segundo a técnica
de Woolf, Chong & Rashdi’ (1985 gpwd DE FRAGA, 2002). Em seqiiéncia, os cortes foram
imersos em um meio contendo 54 mM de etilenoduaminotetracetato dissédico (EDTA), 38
mM de fluoreto de sodio (NaF), 1mM de dextran (PM: 40.000, Sigma), 26,3 mM de a-D-
glicose-1-fosfato (Sigma) em 90 ml de tampdo aceto-acetato 0,1 M com pH 5,6. O volume
final dessa solugio foi completado para 100 ml ¢ o pH ajustado parz 6,0. A adicio de
EDTA, um quelante de fons Ca'™, preveniu a ativagio da fosforilase b-quinase, enquanto o
NaF inibiu 2 desfosforilagio da GFz e o dextran funcionou como um substrato para aceitar
a ligacdo da glicose-1-fosfato. Em seguida, os cortes foram incubados a 37°C durante 30
miautos. Apos a incubacdo, as liminas foram fixadas em dlcool 40% (por 3 minutos), secas
retirando-se 0 excesso dessa solucdo, e tratadas com lugol (durante 2 minutos) acrescido de
sacarose a 11% para a revelacio da atividade enzimatica. A validagio dessa reagdo, com a
tncubaciio de cortes sem o substrato (controle), fot realizada em experimentos anteriores
(DE FRAGA, 2002). Em segutda, a remogio da solugio de lugol foi feita com solugio
salina (NaCl 0,9%), e a montagem procedida com 2 fixacio das laminulas mediante o uso
de uma solugio Kaiser (gelatina- glicerina) e lugol aquecida. A reacao positiva para a
atividade enzimatica foi visualizada conforme a intensidade de cores — do marrom ao
azul-violices — do produto no citoplasma das células. Nesse procedimento iz, a
atividade de catalise reversa da GFa foi inferida a partir da formagio de glicogénio (ligagdes
a-14), através da glicose-1-fosfato presente no meio de incubagio (Ibrahim™, 1975 apud
DE FRAGA, 2002). Portanto, esse procedimento histoquimico pode detectar a forma

ativada da enzima em tecido cerebral pest mortem fresco através da densidade optica do

* WOOLF, C.J. CHONG, M. & RASHDI, T.A. Mapping Increased Glycogen Activity in Dorsal Root

Ganglia and in the Spinal Cord Following Peripherical Stimuli. Journal of Comparative Neurology,
1985, 234: 60-76.

" IBRAHIM, M.Z. Glycogen and its Related Enzimes of Metabolism in the Central Nervous System.
Advances in Anatomy,. Embryology and Cellular Biology, 1975, 52 (1): 3-89.
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produto da reagio, que reflete o nivel de atividade da GFa (HARLEY & BIELAJEW,

1992).

3.2.3 Densitometria Gptica (DO)

A atividade da enzima for observada através das imagens de cortes seriados dos
ginglios cerebrais cuja intensidade de coloragao do produto da reagio foi evidenciada por
analise da densttometria Gptica, no Laboratirio de Andlise de Imagens (Departamento de
Ciencias Morfologicas, UFRGS), com o uso do seftware Image Pro-Plus 4.1 (de Media
Cybemetics, USA). Uma camera filmadora (Pro-Series High Performance CCD) fot acoplada a
um microscopio Nikon Edlipse E 600 (lente objetiva de 10X) para a captura das imagens a
serem analisadas pelo programa acima descrito. As imagens foram convertidas para 2 forma
digitalizada em escala de 256 tons de cinza em que o nivel de cnza de cada pixe/ variasse de
0 (preto) a 255 (branca). O responsavel pela analise das laminas histolégicas desconheda o
horaric dos grupos experimentais, o que evitou qualquer tendéncia no critério de
observagic ¢ na escotha das regides teaduals representativas para a reacdo enzimyatica.
Cada regiio representativa fot delineada por um retangulo de medidas pré-determinadas.
As regides representativas dos ganghios cerebrats e suas respectivas medidas foram — lobo
pedal do pés-cérebro (drea cortical, celular): 100pum x 50um, neuropilo do lobo pedal:
100pm x 100pm e neuropilo medial: 200pm x 200pm. Todas essas regides foram
analisadas em cortes efetuados ao nivel da comissura dos ganglios.

A drea do retingulo constitui 2 chamada AOT (area de interesse ptico), & qual
apresenta um tamanho determinado da regido amostrada de interesse, ndo podendo ter um
tamanho muito menor (ndo representativo) nem um tamanho maior do que a estrutura a
ser analisada (DE FRAGA, 2002). Apés a colocagio do retangulo sobre a respectiva regido,
o programa calculou e forneceu a média da intensidade de cinza de todos os pixeds da regiiio

delimitada pelo retingulo. Também foram obtidas, para cada regiio, os valores do fundo,
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ou backgrownd, do campo com luz maxima e do campo escuro. Esses valores foram
utilizados para a cotregiio das leituras de densidade 6ptica. As médias de cada grupo
experimental foram entdo utilizadas para o calculo da densidade 6ptica. Como em outros
experimentos que utilizaram esse procedimento de captura de imagens (RASIA-FILHO ¢
al., 2002; PARTATA e dal, 2002), todas as condicoes de luminosidade foram mantidas
constantes durante a captura das imagens. Ja que foram utilizados 5 caracdis para cada um
dos grupos estudados, o nimero amostral relativo a densitometria Gptica represeatou o
namero de imagens analisadas (somat6rio das médias de cada corte de um mesmo grupo)
para cada regido.

A formula utihizada (retirada de PARTATA, 2002) para o calculo da densidade
optica for:

OD= - log [{(I-B)~[(BG-B)~(IT-B)]}/(I-B)], em que:

OD: densidade 6ptica;

1 (¢ncident): intensidade maxima da luz incidente;

B (black): intensidade gerada quando nenhuma luz ultrapassou o material;

BG,,,, (hackground): é a intensidade de fundo em um determinado pixes

1T, (#ntensity). € a intensidade em um determinado pixe/ da area analisada.

A coloracio de fundo (sem reatividade) de cada imagem correspondeu 4 bainha
de tecido conjuntivo de revestimento dos ganglios. Os valores de densidade 6ptica obtidos

para cada grupo de animais foram analisados estatisticamente.

3.3 Anilise Estatistica

Para a comparagio entre as médias resultantes de diferentes grupos experimentais
(horarios), foi utilizado o teste ANOVA (Andlise da Varidncia) de uma via, seguido pelo
teste de comparacdes miltiplas de Twkey. O nivel de significincia (o) adotado foi de 0,05.

Para a andlise estatistica utilizou-se o programa  estatistico  SigmaStal.




26

4. RESULTADOS

As ireas dos ginglios cerebrais analisadas foram a drea cortical € drea neuropilar
do lobo pedal do pés-cérebro e a drea neuropilar medial (Fig.) obtidas de cortes
histolégicos no nivel da comissura dos ginglios cerebrais. A reagdo histoquimica positiva
foi revelada por pigmentacio azul-violicea de aspecto homogéneo a0 longo do citoplasma
do corpo celular neuronat ou por grumos (pontos azut-marinho) localizados, muitas vezes,
entre os somas neuronais (Fig.1C) e, com freqiéncia, na regido do neuropio (Fig.1B).
Essas 4reas de intensa atividade enzimitica podem estar coincidindo com as células gliais
presentes nia regiio cortical e na regido do neuropilo, representando, assim, a atividade da
GFa ghal.

Em valores de densidade Gptica semiquantitativa, a reatividade histoquitmca da
GFa presente nos ginglios cerebrais do caracol terrestre Megalobulimus abbreviains, mantido
em ambientacio laboratorial, mostrou uma variagio ao longo de um dia.

Os grificos representam os resultados das variagSes dos valores das médias de
densidade éptica para a GFa entre os 4 horarios estudados nas trés regiGes representatvas
dos ginglios cerebrais (GRAF. 1,2 € 3).

Dentre as regides analisadas, o neuropilo medial apresentou variagGes da atividade
de GFa estatisticamente superior ( p < 0,05) no grupo das 1%h quando comparado aos
grupos das 13h e das 7h, ndo diferindo, entretanto, da atividade enzimitica apresentada no
grupo experimental da th. Os grupos das 13, 7 e da th também ndo apresentaram
diferencas estatisticamente signiftcativas entre si.

A regiio do neuropilo do lobo pedal apresentou valores de densidade Optica
superiores as 1%h, evidenciando uma atividade da GFa aumentada apenas no horirio da

troca da fotofase (19h), embora esse valor nio tenha diferido significativamente dos demais
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grupos (p=0,08) (GRAF. 1). A itea cortical, formada por somas neuronais, do lobo pedal
do pds-cérebro também nio apresentou variagio estatisticamente significativa de densidade

ptica para a GFa entre os diferentes horirios (GRAF. 2).
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GRAFICO 1 — Valores de densidade dptica de reatividade da GFa na regiio do
neuropilo do lobo pedal dos ganglios cerebrais dos caractis Megalobwlimus abbreviatus
sob ambientagio laboratorial (fotoperfodo de 12h daro/12h escuro) nos diferentes
horarios de um dia (foram dissecados 5 animais em cada grupo experimental). As
colunas representam as médias, as barras verticais os erros padroes. Essa regido nio
apresentou diferencgas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais

(ANOVA, p>0,05).
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GRAFICO 2 — Valores de densidade dptica de reatividade GFa na regido do lobo pedal
do pos-cérebro dos ginglios cerebrais dos caracois Megalobwlimus abbreviatus sob
ambientacio laboratorial (fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) nos diferentes horirios
de um dia (foram dissecados 5 animais em cada grupo experimental). As columas
representam as médias, as barras verticais os erros padroes. Ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas dentre os grupos experimentais (ANOVA,

p>0,05).
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GRAFICO 3 — Valores de densidade ptica de reatividade da GFa na regiio do
neuropilo medial dos ganglios cerebrais dos caracdis Megabbulimus abbreviatus sob
ambientagio laboratorial (fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) nos diferentes
horarios de um dia (foram dissecados 5 animais em cada grupo esperimental). As
colunas representam as médias, as barras verticais os erros padrdes. As letras a ¢ b
representam as diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais

(ANOVA, p<0,01).
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FIGURA 1. Fotomicrografia da secgdo horizontal dos ganglios cerebrais de Megalobulimus
abbreviatus, dissecado as 19h e tratados para a visualizagdo in sitw da atividade da enzima
glicogénio-fosfotilase (A) localizagio das dreas (retangulos) analisadas quanto a
densitometria Optica. A drea 1 refere-se a4 porgio cortical do lobo pedal do pds-cérebro,
visualizada com detathe em (C); a 4rea 2 corresponde 4 regiio neuropilar do lobo pedal, no
detathe em (B); a area 3 localiza-se no meuropilo medial.” CC: comissura cerebral; M:

mesocérebro; PL: lobo pleural do pos-cérebro. Escala: A= 100pm; B, C=50um.
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FIGURA 2. Fotomicrografia da secgio horizontal da regiio do lobo pedal do pos-cérebro
de Megalobulimus abbreviatus dissecados as 13h e tratados para a visualizagio in sitw da
atividade da glicogénio-fosforilase. A regiao neuropilar (N) mostra menor atividade da
GFa. Na regiio cortical, a maior atividade foi evidente em tomo dos corpos celulares

(setas). A reagio mostrou-se difusa ou formando poatos (grumos) mais intensos. Escala: 50

.
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5. DISCUSSAO

5.1 Variagdo circadiana da GFa nos ginglios cerebrais de Megalobulimus

abbreviatus

Estudos morfoldgicos no sistema nervoso de gastrépodes vém descrevendo
algumas relagGes entre as estruturas e suas funcgdes fisiolagicas. As ramifrcacdes dos
ganglios cerebrais — os pares de nervos sensitivos — sdo condutoras de informagbes
sensoriats, tais como a quitniorrecepgio € a visual, provindas dos tenticulos. Por meio dos
conetivos cérebro-pediosos (direito e esquerdo) e cérebro-pleurais, que unem os ginglios
cerebrais aos demats ganglios, as informacoes que partem dos ganglios cerebrais seguem ao
complexo de ganglios subesofageats, o qual é formado pelo conjunto de pares dos ginglios
pediosos, parietais, pleurais ¢ do ganglio visceral. (STABILE & 4/,1998; MALYSZ o dl,

2001; PIVA e 4/, 2000; THOME et al., 1994)

As informagdes sensoriats que chegam aos ganglios subesofagtats, tats como as
oriundas do pé (que € inervado pelos ganglios pleurais € pedais) ¢ do pneuméstomo (que €
inervado pelos ganglios padetal direito e esquerdo) podem ser transmitidas até os ganglios
cerebrais através dos conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural. (MALYSZ o al, 2002;

BRITO e 4l., 2003)

Com base em diversos estudos eletrofisiolégicos, foram descritas algumas das
funcbes dos ganglios que constituem o sistema nervoso central dos gastrépodes
pulmonados. Os ganglios pedais inervam & musculatura pediosa e os demais tecidos
existentes nas porgoes laterats ¢ ventrais do pé e a musculatura columelar. Os ganglios

pleurais inervam o epitélio da regidao da cabeca. Os ganglios parietais inervam o manto,
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sendo que o parictal direito inerva também o pneumdéstomo. O ginglio visceral impar
inerva as estruturas reprodutivas masculina e feminina, o intestino e a cavidade reno-

pericardial (DORSETT, 1986; KERKUT & WALKER, 1975)

As regides analisadas dos ginglios cerebrais do caracol terrestre Megalobulimus
abbreviatus sio integradoras de vias sensoriais, tais como a de quimiorrecepcio nos
tentaculos posteriores ¢ as tateis nos palpos labiais (STABILE & a/,1998, PIVA ez 4/, 2000)
e de neurdnios que se projetam aos ginglios bucais, os quais podem estar envolvidos na
modulacio dos movimentos alimentares da radula (BRITO & </, 2002). Os neurénios
sensorais cerebrais dos gastropodes sdo, na maioria, aferentes de ordem superior, os quais
analisam os estimulos quimiossensoriais, visuais e tateis. Todos esses sentidos sdo utilizados
pelos caracois durante o comportamento exploratério e alimentar. O pequeno par de
ganglios bucais, para onde projetam-se os neurdnios do mesocérebro e de parte do lobo
pedal do pés-cérebro, localiza-se ventral-lateralmente ao saco da radula, na borda posterior
da massa bucal. Esses ganglios promovem inervagiio motora ¢ sensorial da massa bucal ¢
contém os intemeuronios geradores do padric do comportamento alimentar (DORSETT,
1986). A GF presente nessas regides de integragio (neuropilos), quando em seu estado
ativado, poderia estar fornecendo a energia aos centros neuronais sensoriais em atividade
presentes nos ganglios cerebrats.

As sinapses ocorrem no neuropilo dos ginglios nervosos dos invertebrados. O
neuropilo de invertebrados superiores pode estar compartimentalizado por processos
celulares gliats, que formam divisbes entre as regides de integra¢io sinaptica, e por
projegoes entre pequenas massas de células e seus processos. O significado fisioldgico de
tal compartimentalizagio do neuropilo pode estar no circuito neuronal discreto que é
formado para produzic padrées comportamentais definidos. (LAMING e al., 2000)

Nos ganglios cerebrais também foram descritos neurdnios moduladores de

fungGes motoras importantes, tais como o par de neurénios gigantes do mesocérebro, os
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quais sio serotoninérgicos € modulam o ritmo de protragdo e de retragio da radula
(DORSETT, 1986); e ainda células neurossecretoras que controlam fungdes importantes,
tais como o crescimento e a reprodugio (JOOSSE & GERAERTS, 1983).

Na regiao do neuropilo medial de Megalobulimus abbreviatus (oblongus), virios
neurénios que formam os nervos labial superior e lateral, os quais inervam os palpos labiais
desse caracol (PIVA e al., 2000), devem estar fazendo sinapses com outros neurdmnios
aferentes ou eferentes, ou com intemeurénios dos ginglios cerebrais — processos
dentriticos e axonais das células ganglionares e por processos gliais (DOS SANTOS, ¢ al.,
2002; DORSETT, 1986). Nessa regido do neuropilo, observou-se atividade moderada e/ou
intensa da GFz, existente nas células gliais, as quais podem representar sua principal
fungio de suprimento energético aos neurdnios ativados Em Megalobulimus abbreviatus
(oblongus), 4 tipos de células gliais foram identificadas e sua distribuicio morfolégica em
rede evidenciou o papel dessas células no suporte neuronal, na captagio e/ou degradagio
de neurotransmissores, na transferéncias de substratos metabolicos aos neurénios e a na
regulacio de constituintes i6nicos do espago extracelular (DOS SANTOS ez 4, 2002).

Estimulos espaciais, temporais e de intensidade sio informados zos sistemas
sensoriais. Por meto de observagoes realizadas no Laboratério de Neurobiologia, mas nio
incluidas na descricio da metodologia do presente trabatho, tém-se identificado que o pico
da atividade locomotora e alimentar de Megalobulimus abbreviatus ocorrem no fim da tarde,
principalmente na troca do claro para o escuro (19h). Os sinais fético e temporal, que
provavelmente desencadefam mecanismos intemos celulares, podem estar sinalizando
mecanismos, direta ou indiretamente, 20s neurdnios de regides sensoriais ¢/ou meurdnios
moduladores, dentre outros. A atuagio neuronal moduladora pode estar eavolvida em
sincronizar as diversas funcdes fisiologicas internas e os diversos comportamentos do
animal com a hora do dia. Essa ativagio neuronal pode estar sendo manifestada na regido

do neuropilo, levando-se i suposicio de que as reservas de glicose (glicogénio) existentes
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também nessas dreas pudessem suprir as demandas energética e metabdlica neuronal.
Segundo HARLEY & RUSAK (1993), a estimulagio da formacio de glicose~1—fosfato a
partir do glicogénio estocado pode ocorrer como resposta a demanda metabélica tecidual,
resultante do aumento da atividade celular. Neurdnios ¢ glias interagem dinamicamente

para proporcionar processamento de informagio e comportamento (LAMING, 2000).

A atividade aumentada de GFa na regido neuropilar cerebral durante o periodo
da noite (escotofase) pode, por exemplo, estar relacionada a ativagido das vias sensoriais
parz a realizacio da exploracio do ambiente e 4 ativagiio das vias moduladoras dos ganglios
bucats, que desencadetam os impulsos motores para o comportamento alimentar.

Os maiores valores de densidade Gptica para a GFa na regiio do neuropito medial
do caracol Megalobulimus abbreviatus durante a fase escura (GRAF. 3) podem ser explicados
pelo fato de que esses caracts sio animats notumo-crepusculares. Durante o dia (na fase
clara), os caracois permaneciam enterrados efou retraidos em suas conchas,

comportamento natural de animais que evitam o ressecamento causado pelo sol.

Uma breve descricio do habito dessa espécie de caracol foi feita por JAEGER e
al(1965) e por THOME et o/ (1994). Os caracéis costumam enterrar-se (tatal ou
parcialmente) durante o dia (também escondem-se sob folthas ou objetos caidos) ou
movimentarem-se a0 abrigo de hortas, jardins ¢/ou matas Gmidas. Normalmente saem a
noite na busca de alimento. Em dias chuvosos ou imidos, no inicio da manhi ou no fim da

tarde, tambeém esses caracéis podem ser vistos locomovendo-se sobre a vegetagdo.

Os valores encontrados para a reatividade da GFa no neuropilo medial foram
menores durante a fotofase (grupos experimentais das Th e das 13 h, que nio diferiram
entre si). Esse resultado pode ser compreendido, talvez pelo fato de que, nesse periodo, o
metabolismo das regides de processamento sensorial da caracol poderiam-se encontrar em

um estado de baixa atividade e, portanto, de baixa demanda energética, pois que os
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sentidos ndo estariam sendo utilizados ativamente, ji que os caracéis permaneciam
enterrados e/ou retraidos na concha durante a fase clara. Além disso, essa fase sucedeu o
periodo de alimentacio noturno, portanto a concentragio de glicose no sistema nervoso
pode ter sido ajustada por outros processos fisioldgicos durante esse perfodo de luz, e a GS
atuando no sentido da formacio de glicogénio. Também os niveis de cAMP poderiam estar
diminuidos durante essa fase (em conseqiénciz, os niveis de ATP estariam elevados) e a
GF estaria em sua forma inativada (desfosforilada).

Variagdes circadianas na atividade da GFa também foram descritas na camada
molecular do giro dentado hipocampal de ratos, na qual HARLEY & RUSAK (1993)
encontraram uma reagio histoquimica mais intensa durante a fase escura didra, € uma
menor reatividade durante a fase clara. Tais diferengas no padrio de distribuigio da enzima
durante o fotoperiodo refletiram varacGes circadianas na demanda metabdlica do
hipocampo. Os tamanhos das dreas teciduais com reatividade maior representaram ativagio
aumentada de astrdcitos individuais ou de grupos de astrdcitos perissindpticos.

Em vertebrados, © metabolismo oxidativo dos neurdnios realiza—se
principalmente a partir do piruvato e/ou lactato, derivados da glicolise dos astrécitos
estimulados pela elevagio do glutamato. A microscopia eletronica de tecido cerebral
revelou muitas relagdes morfologicas entre células gliais ¢ outras células ¢ estruturas
vasculares, e entre células ghiais € o sistema nervoso (LAMING e @/ 2000). Por exemplo, as
regides mais ativas dos meurdmios (nodos e sinapses) sic amplamente cercadas por
processos ependimais ou por astrociticos. A GF é uma enzima especifica dos astrocitos no
sistemna nervoso central de vertebrados. Quando a glicogendlise ¢é ativada nas células gliais
do sistema nervoso central, um fwrmorer (reciclagem) elevado do glicogénio vem sendo
associado 1 atividade neuronal (HARLEY & RUSAK, 1993).

A glicogendlise é um processo que pode ser regulado por certos

neurotransmissores, como, por exemplo, norepinefrina e peptideo intestinal vasoativo
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(PENTREATH, 1982, MAGISTRETTI, 1981); ¢ a sintese do glicogénio pode ocorrer a
partic de piruvato, lactato, alanina e 4cido tricarboxilico, além da glicose. A gliconcogénese
ocorre através dos mesmos intermediarios da glicolise, mas envolve diferentes enzimas
(uma das quais ¢ a frutose—1,6-bifosfatase, presente exclustvamente na glia) (LAMING e
al., 2000). Em vertebrados, a atuacio da GF como indicadora de atividade neuronal pode
estar relacionada a liberagio de glutamato, o qual pode ativar essa enzima por diferentes
mecanismos. Podendo atuar, por exemplo, através da ativagio de receptores NMDA (N-
metil-D-Aspartato), que tém sido relacionados com a ativagio da GF presente no cordio
espinhal de ratos. Altermativamente, pode atuar através de receptores de glutamato
metabotrdpicos, ja que atuam elevando os nivels de cAMP no hipocampo de ratos, o que
pode ativar a glicogendlise. Outra possivel via para ativagio da GF pelo glutamato €
sugerida pela evidéncia de que o langamento de glutamato por sinapses desencadeta ondas
de langamento de Ca™ em redes de astrécitos (HARLEY & RUSAK, 1993; HARLEY,
FARREL & RUSAK, 2001). Parece haver uma relacio entre os nfveis centrais de
glicogénio e a atividade neuronal, a qual esti influenciada por uma variedade de
neurotransmissores (KONKLE ez ¢, 1999).

A importincia da glicogendlise como uma fonte de energia deve ser de curta
duragio, ja que o glicogénio estacado no cérebro é depletado dentro de minutos, se o
glicogénio serve como o Gnico substrato metabélica. No entanto, a quebra do glicogénio é
tio rapida que passa a ser o substrato ideal para a provisio de grandes quantidades de
energia, dentro de um curto periodo. Nos astrdcitos, no entanto, o glicogénio é convertido
a glicose~1-fosfato e, assim, via piruvato, para lactato que pode ser liberado. (LAMING e
al., 2000)

Elevados niveis de glicogénio sio encontrados nos ginglios nervosos de
invertebrados. A distribuigdo do glicogénio foi mapeada nos ganglios da sanguessuga

Haemopis sp. e do caracol Planorbis sp. e foram encontrados depésitos localizados de
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glicogénio nas células gliais circundantes aos pericirios neuronais ¢ quantidades
variaveis em alguns terminais nervosos, em axomios e no corpo celular neuronal.
(PENTREATH e al., 1986)

Tem sido descrito que a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) produz uma
redugdio, dependente da dose, nos niveis de glicogénio estocado nos ganglios. Nos
gastropodes, ¢ também em sanguessugas, as células cerebrais serotoninérgicas parecem
modular o metabolismo energético dos ganglios nervosos, o qual pode estar associado
ao papel modulador dos potenciats mntbitdrio e excitatério de diferentes circuttos
comportamentais, €, nos gastropodes, com o papel na amplificacio da contracio
muscular e no aumento do AMP. (PENTREATH ¢ «/1986)

Considerada, portanto, como moduladora do estado comportamental (p.ex, da
atividade de desova em gastrGpodes e bivalves (RAM e7 @/, 1997)) a serotonina também
tem sido apontada como um mediador controlado pelo ritmo circadiano. Em Aplysia
sp., foram encontradas concentracdes hemolinfiticas varidveis diirias de serotonina,
com niveis mais baixos durante o dia. (LEVENSON, BYRNE & ESKIN, 1999)

O papel do sistema nervoso na organizagiao ¢ manutengdo dos ritmos circadianos
tem sido bem estudado em mamiferos e em alguns insetos (ALBRECHT & EICHELE,
2003). No eatanto, nos moluscos, ainda ndo foi descrita 2 maneira pela qual o otmo de
atividade € controlado através de mecanismos neurais ou humorais, apesar de o sistema
nervosa central dos moluscos gastrdpodes ser reconhecidamente apropriado para estudos

neurofisiolégicos e anatdmicos (KANDEL, 2000).
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5.2 Importincia dos estudos comportamentais na interpretacdo das varidveis

fisiologicas

Todas essas possiveis explicagdes e vias de ativagio/inibicio celulares podem ser
compreendidas se também considerarmos o comportamento dos caracéis como o primeiro
componente observavel externamente que varia 40 longo de um dia. Sob as condigSes
laboratoriais, os caracéis tiveram pelo menos 2 varaveis ambientais controladas —
temperatura e fotoperiodo. Sabemos que na natureza, sio inameras as variaveis, € também
que as suas oscilacbes naturais sio sinais constantes para o amimal interagir com o
ambiente. Por exemplo, lesmas recém-coletadas apresentam uma atividade locomotora
elevada em relacio aquelas que permanccem por longos perfodos sob condigdes
laboratorias (SOKOLOVE e 4, 1977).

Nossos conhecimentos a respeito da neurobiologia desses caracéis vém sendo
importantes para o estabelecimento das relacdes entre a biclogia celular e funcional do
sisterma nervoso € os padrdes comportamentais caracteristicos desses antmais. S0 essas as
relacdes que desenvolvemos, de forma holista, considerando os varios elementos que
permeiam toda a metodologia € o pensamento centifico. LAMING (2000) aponta que ha
uma diversidade de vias € de mecanismos regulatérios no sistema nervoso dos
invertebrados, mas relativamente poucas espécies tém sido estudadas. As diferengas
existem nio somente entre os filos, mas também entre ordens e mesmo entre familias.

Em espécies de pulmonados, varia¢oes individuats existem e podem ser atribuidas
a fatores fisioldgicos — tais como a idade, tamanho corporal, atividade, estivagio — ¢
também a fatores fisico-quimicos — tais como z estagdo do ano, 1 temperatura, tensio de
oxigénio, etc. Ainda, condigGes prévias como a hibernagio, alimentagio, tratamento com
nitrogémio, etc. podem também afetar a taxa metabolica desses animats. (ABDEL-REHIM,

1984)
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Ao registrar, através de fotos em lapso de tempo, o comportamento das lesmas
Agriolimax: reticulatus nio pér do sol, Newell’ (1966 apud LEWIS, 1969) demonstrou que essas
lesmas, freqiientemente nessa fase do dia, estendiam totalmente seus tenticulos, os quais
sao retraidos quando as condigoes externas ao animal sio desfavoravets.

FORD & COOK (1985) monitoraram ¢ relataram as variagdes na intensidade da
luz e da temperatura em condigdes naturais para uma populagio de lesmas Iimax
psendaflaus e constataram que o padrio de atividade foi untmodal em condigdes de elevagio
e de diminuicio da temperatura. Além disso, em condicGes artificais sob constante
temperatura e em ciclo de claro/escuro de 12h: 12h, esse padrio de atividade fot similar.
Nessas condigoes, a atividade locomotora miciou apds o comeco da escuridiao e atingiu o
pico proximo a meia-noite. Para vérios gastropodes, demonstrou—se que o ciclo de livre-
curso ¢ inicialmente diminuido e entio abolido sob condices constantes. Esses simais
exogenos podem ser requeridos para manter o marca-passo de tempo funcionando, e o
caso de sistemas de osciladores mdltiplos, para manter tats reldgios em sincronia (FORD &
COOK, 1985).

Estudando a atividade locomotora de lesmas da espécie Anon ater, LEWIS (1969)
abordou o fitmo endégeno comportamental para esse animal. Ressaltou que as condicoes
laboratoriais, sob as quais esse ritmo estava sendo originalmente registrado, somente
impediam variages nos sincronizadores percebidos mais obviamente — temperatura, luz e
umidade — e ndo excluiu os efeitos das mudangas de pressio barométrica, de raios
cosmicos € do campo magnético terrestre.

A luz, nio surpreendentemente, é um sincronizador efetivo para muitos ritmos,

embora a temperatura (p.ex., para salamandras, ratos e baratas) e horas especificas de

" NEWELL, P.F. The Nocurnal Behaviour of Slugs.Medical and Biological Illustration., 1966, 16: 146-
159.
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alimentagio (p.ex., para os morcegos) também atuam como sincronizadores de tempo.
(Harker, 1964" apwd LEWIS, 1969)

Segundo LEWIS (1969), a intensidade de luz é provavelmente o fator principal
que determina o inicio das atividades das lesmas Anon ater ¢ outros fatores, tais como
ventos, umidade e precipitacio, podem influenciar no perfodo dessa atividade.

As influéncias sobre o padrio de movimentos dos caracdis podem ser diurnas,
sazonais, ambientais e individuais. O estudo das rotas e das taxas de movimentos — tais
como o dispersivo e o de retorno a um nicho (beming) — e do alcance e da variedade desses
movimentos, assim como comparagoes entre espécies diferentes ou entre individuos de
idades diversas dentro de uma espécie é um dos aspectos fundamentais para entendermos

parte do que rege o comportamento desses caracdis. (PEARCE, 1990)

Algumas vantagens de uma técnica de medida de atividade locomotora aplicada,
por PEARCE (1990), aos caracdis terrestres, a técnica de linha e carretel, sdo: o registro
continuo da locomog¢io dos animats (inclusive a noite), os amimais podem ser marcados
simultaneamente (p. ex., com linhas de cores diferentes) € o observador ndo necessita estar
presente o tempo todo. Uma desvantagem da técnica seria a de que ndo hd um registro do

tempo de movimento.

A técnica é simples, barata, e, segundo as observagdes de PEARCE (1990), nio
altera os movimentos dos caracdis. Basicamente, o aparato consistc ¢m um carretel leve
com uma extremidade livre de onde sai uma linha fina (0,1mm); o aparato ¢ preso na

concha dos caracdis e a extremidade da linha fixada em um ponto de partida.

Tendo em vista a simplicidade ¢ as vantagens dessa técnica, a sua aplicacio foi
adaptada em um estudo experimental (dados ndo mostrados) na tentativa de registrar-se a

atividade locomotora dos caracéis em cm/turno do dia. A idéia foi a de colocar-se um sub-

* HARKER, ] E. The Physiology of Diurnal Rhythms. Cambridge Universety Press, 1964, 114p
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grupo dos caracéis aclimatados num aquirio de vidro contendo terra, dgua e alface,
fotoperiodo ¢ todas as demais condi¢des — padrio. O diferencial foi na disposicio da agua
e do alimento (em relagdo aos animais mantidos nas caixas plisticas) que sempre foram
colocados no mesmo local do aquario, e para a marcacio da drea percorrida pelos animats,
colocaram-se estacas (que tensionavam o fio conforme os caracéis se locomoviam)
distribuidas de modo que formassem quadrantes de dreas pré-determinadas (utilizadas
como referencial auxiliar na localizagdo dos animais). Os caracéis eram deixados nos cantos
(um em cada canto) do aquario sempre na mesma hora do fotoperfodo. Assim, a0 se
locomoverem, ao passarem pelas estacas, algum registro de quanto caminharam seria
obtido. Essa adaptacio esti em fase de observagio e de ajustes, por exemplo, € preciso
saber se, em laboratorio, essa técnica nio interfere no movimento natural dos animais.
Todaviz, se um registro mediamente eficaz for possivel, isso ja nos informa, por exemplo,
quanto esses caracois se movimentam (em cm/dia ou em cm/turno do dia) nas condi¢coes
laboratoriais adotadas.

Os ritmos didrios da atividade locomotora dos moluscos terrestres, sob condicGes
naturais, mostram-se muito variaveis. Os caracdis terrestres sio fortemente dependentes da
temperatura € da umidade em seus habitats, ¢ tornam-se mais ativos em dias amidos e
nublados, mas retraem-se para suas conchas em dias secos e quentes, durante o outono

(Howes & Wells 1934"; Wieser & Schuster ~ 1975 @pwd ABDEL-REHIM, 1984).

Ainda, em lesmas ¢ caracéis, tal atividade estd muito relacionada com as variagdes
diarias dos fatores ambientats, ja que, normalmente, a locomogio ocorre durante a noite
(quando a temperatura decai ¢ a umidade aumenta). Durante o dia, a locomogio é mais

restrita aos periodos de umidade e/ou de pluviosidade. Enquanto a temperatura parece ser

* HOWES, N.H. & WELLS, G.P. The Water Relation of Snails and Shugs. T Weight Rhythms in Helix powatia L. Journal
of Experimental Biology, 1934, 11a(4):327-343,

** WIESER, W. & SCHUSTER, M. The Relationship BetweenWater Content, Activity and Amino Acids in Helix pomatia
L. Journal of Comparative Physiclogy, 1975, 98: 169-181.
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o fator principal para o inicio da atividade locomotora de lesmas, a umidade tem esse papel

sobre a locomogio de caracois.

No entanto, muitos estudos sio apontados por BIANNIC e @/ (1995) sobre a
existéncia de¢ uma sincronizagdo da atividade locomotora de lesmas ¢ de caracéis com o
ciclo de claro/escuro. Em condigGes controladas (20 + 1°Ce umidade de 80% R.H.) o
ritmo cardiaco seguiu também uma mudanga ciclica, porém a taxa maior foi registrada
durante a noite. Quando as condices ambientais foram favordveis a atividade (20°C, 80%
RH), a taxa cardiaca atingiu o méximo de 36, 87 + 4, 31 batimentos/min.,
correspondendo a taxa maior da atividade locomotora (6 caracdis se locomaovendo/8), ¢

declinou ao valor de 29,12 + 5,75 batimentos/min. durante o dia.

Assim, em Helix aspersa, sob essas condices controladas, existiu um ritmo
circadiano da taxa cardfaca na auséncia de quaisquer variacGes de umidade ou temperatura,
e que esse ftmo correspondeu a um perfodo de atividade locomotora noturna e a2 um
estado quiescente durante o dia (BIANNIC ¢ 2/, 1995). Em Helix pomatia, verificou-se que
o rtmo didrio da variacio na freqiéncia cardiaca persisttu mesmo sob condighes de

estivagio (WONNEMBERG, 1990).

Quanto a0 experimento do presente trabatho, constatou-se que, durante o horério
de manutengio dos terratios (diariamente, entre 16h15min. e 18h), os caracis eram
estimulados, pois o solo era remexido (sendo que muitos animats eram desenterrados), a
agua e alface trocadas e a umidade mantida clevada com spruys de dgua. Provavelmente, os
caracois habituaram-se a esse procedimento, o qual impediu, por exemplo, o
comportamento de estivagio, que ocorre na natureza e¢ em laboratdrios quando as
condigbes gerais do habitat apresentam-se inadequadas a esse -organismo (p.ex., solo seco

e/ou compactado, calor ou frio, indisponibilidade de alimento, estresse, etc).
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Outro estimulo foi provocado durante a disposi¢io da alface para alimentar os
caracois. Sabemos que muitas sio as caracteristicas das plantas que interferem no
comportamento alimentar dos gastrépodes. Por exemplo, compostos volitets e o teor de
silica das plantas sdo sinais utilizados pelos gastropodes para escotherem quais sdo
alimentos em potencial. Substincias de defesa quimica, tais como alcaléides, glicosinolatos
e taninos reduzem a palatabilidade das plantas (Dirzo,1980° gped DESBUQUOIS &
DAGUZAN, 1995). Outras substincias, tais como amido e compostos semethantes a
agtcares (particularmente sacarose), atuam como estimulantes do comportamento
alimentar nas lesmas Arokimax californicus € Deroceras  reticulatwm, respectivamente

(DESBUQUOIS & DAGUZAN, 1995).

No presente trabatho, a alface utilizada para alimentacio de Megalsbulinms
abbreviatus constitui-se em um item alimentar apreciado por esses caracois, i que muitos
satam de seus estados estacionarios para procurar a estimulo provacado pela planta.

Os estudos envolvendo a variagio da dieta de gastrtopodes herbivoros podem ser
qualitativos (indicando as espécies de plantas consumidas pelos gastropodes e suas
preferéncias alimentares em relagdo as caracteristicas quimicas e/ou fisicas dessas plantas)
ou quantitativos (definindo, através de viaros tipos de alimentos, as necessidades
energéticas ou nutricionais de espécies em diferentes estigios de desenvolvimento).
Portanto, um aspecto ecologico da preferéncia alimentar dos gastrdpodes ¢ definir, antes
do estudo laboratorial, qual é a dieta do animal na natureza. Se essas escothas sio
homogéness na populagio, j@ que se sio influenciadas por experiéncia alimentar anterior,
cada individuo teri diferentes preferéncias. (DESBUQUOIS & DAGUZAN, 1995)

Estudos a campo a respeito da atividade e do comportamento do caracol

Megalobulimus sp. sio escassos, porém muitos laboratérios no Brasil tém utilizado esse

* DIRZO, R. Experimental Studies on Slug-Plant Interations. I The Acceptability of Thrirty Plant Species to
The Slug Agrivkmax caruanae. Journal of Ecology, 1980, 68: 981-998.
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invertebrado como modelo experimental. Ainda, para entendermos certos resultados que
nos parecem intrinsecos a condigio fisiologica do animal e ao seu comportamento, é
necessario que estudos da ecologia ¢ da biologia desse caracol sejam iniciados, pois um
animal em cativeiro pode estar sofrendo modificagdes considerivels que somente serian
percebidas quando comparadas as observagGes na natureza. Ambos os enfoques — o
etoldgico e o laboratorial — sio complementares e importantes, pois se apenas um desses

estudos for abordado, ha o risco de ocultar-se um viés nos resultados obtidos.

As relagdes existentes entre ritmos de atividades e ritmos fisiolégicos, bem como
suas interacoes com os ciclos ambientais, podem trazer-nos muitas mformagGes a respeito

da manetra pela qual a2 adaptacio dos animats aos ritmos ambtentats € aplicada.
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6. CONCLUSOES

Os ganglios cerebrais do caracol pulmonado Megalobulimus abbreviatns mostraram
variagao circadiana na atividade da enzima glicogénio-fosforlase, forma ativada, cujo zénite
ocorreu as 19 horas (troca da fotofase), quando inicia o periodo de maior atividade
locomotora e alimentar do animal.

O aumento da atividade da glicogénio-fosforilase encontrada nas regies
ganglionares de integraco sinaptica ¢ uma indicacio de maior atividade neuronal, que esta

em conformidade com o ritmo diario de atividade de Megalbbulimus abbreviatus.
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