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1. INTRODUÇÃO 

A hipótese de variação circaroana na atividade da enzima glicogênio-fosforilase 

(GF; glycogen phorplxHylase) foi levantada por DE FRAGA (2002) ao observar que a 

concentração de glicogênio no sistema nervoso dos caracóis pulmonados Afegalolndinms 

abbreuiatus (oblongtts) submetidos à anoria apresentou reduções maiores naqueles animais que 

foram dissecados durante a escotofase, ou sej~ 19 e 1h. Além disso, a concentração de 

glicogêoio no sistema nervoso durante aooria diminuiu após 12h e retomou a valores 

basais após 18 e 24h. 

Considerando tais resultados, este trabalho teve por objetivo analisar, através da 

histoquímica (densitometria semiquantitativa), uma possível ~ção circadiana na 

atividade da GF nos gânglios cerebrais do caracol Megalolmlimlli abbmiatll.f 

(Becquaert,1948) mantidos em condições de ambientação laboratorial. 

Os resultados foram discutidos, com revisão de biblfografm eovolvendo o rrtmo 

circadiarro de alguns organismos e sua relação com fatores ambientais (p.ex., fotoperiodo, 

umidade, temperatura), bem como enfoques de estudos comportamentais, sobre o 

metabolismo do glicogênio geral e no ststema 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 traçadas relações com outros organismos a respeito do 

comportamento animal e do metabolismo do sistema nervoso para compreendermos 

melhor esse modelo de estudos, visando futuras abordagens morfológicas, fisiológicas e 

neuroquím.icas. 

BECQUAERT, J.C. Monograph of the Family St.rophocheilidae, a Neotropical Family of Tetrestrial 
Mollusks. Bulletin o f the Museum of Compara tive Zoology of Harvatd, 1948, 100 (1 ): 1-21 O. 



4 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Aspectos gerais dos moluscos gasttópodes 

.A classe Gastropoda possui registros fósseis de 15 mil espécies ininterruptos 

desde o inicio do periodo Cambri.ano. Considerando-se a ampla variedade de hábirats 

ocupados (a mais extensa radiação adaptativa entre os moluscos), os gasttópodes são a 

classe de maior sucesso nesses termos, com cerca de 30 mil espécies vivas. O 

desenvolvimento de uma cabeça, o alongamento dorso ventral do corpo, a conversão 

da concha em escudo como um abrigo fJrDtetor e a to.rçio corporal foram as alterações 

principais na evolução dos gastrópodes (a part:ir de ama organização generalizada de 

um molusco). (RUPPERT & BARNES, 1996) 

Nos caracóis terrestres, a aclimatização sazonal originada da relação entre 

metabolismo e temperatura, determinada flOr f~tores e~t:rio:secos- e intrínsecos, também 

contribuiu para a conquista de hábitas variados. Além disso, há variações consideráveis 

nas respostas aclimatórias dos moluscos, sendo que essas adaptações dependem das 

condições ambientais que prevalecem no hábitat de detemllnada espécie, mais do que 

uma determinação filogenética. (ARMITAGE & STINSON, 1979) 

O pé típico dos gastrópodes apresenta uma sola rastejante ciliada e, no caso dos 

pulmonados, possui uma grande glândula pediosa secretora de muco sobre o qual o animal 

se move (RUPPERT & BARNES, 1996). A locomoção de lesmas e caracóis é feita 

principalmente atra-vés de ondas musculares geradas na superficie -ventral do pé musculoso, 

o qual pode ser modificado para rastejar, cavar, nadar, escalar. 

A adesão do pé ao substrato é garantida pelo muco pedal (de 10 a 20mro de 

espessura) que adere o animal ao substrato. DENNY (1980) apontou duas desvantagens 
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desse mecanismo: (a) o poder adestvo do muco deve ser superado pelo animal para se 

mover c (b) o muco deve ser constantemente reposto durante a locomoção. 

A maior freqüência locomotora, associada a um maior consumo de oxigênio, 

ocorre durante a noite, como foi encontrado nas lesmas Ariolimax ro!IU!lbianus, as quais 

permaneceram estacionárias durante o dia e movimentaram-se durante 3 a 4 horas por 

no.i:tc (DENNY, 1980). Estudos dos movimentos do caracol 1-Jelrx pomatia durante o 

ciclo respiratório verificaram que os caracóis inativos e retraídos na concha tiveram 

cerca de 60% da taxa cardíaca dos animais ativos e estendidos. A taxa cardíaca, no ciclo 

respiratório, foi variável, tornando-se mais freqüente e regular quando o pnewnóstomo 

se encontrava aberto (SOMMERVILLE, 1973). 

Os nervos periféricos dos gastrópodes possuem pequenos grupos celulares ou 

grupos únicos de células espalhadas ao longo de seu comprimento; essas células são 

comuns em nervos provindos da alça visceral, do sistema gasttoesofágico, dos nervos 

genitais c dos plexos neurais associados ao pé. (DORSETI, 1986) 

O sistema nervoso central dos gastrópodes consiste em um par de gânglios 

cerebrais (situados dorsalmente ao esôfago) e 3 pares de gânglios (ventrais ao sistema 

digestório) que apresentam uma tendência evolutiva, já que se concentram na região 

cefálica. Além disso, há uma certa fusão ganglionar nos gastrópocles pulmonados mais 

diferenciados. (DORSEIT, 1986) 

Os gânglios cerebrais dos pulmonados estão diferenciados em lobos: o pró-

cérebro, que se constitui em numerosos pequenos neurônios envolvidos na olfaçâo; o 

mesocérebro, também envolvido com funções sensoriais; c os lobos pedal e plcmal do 

pós-cérebro, de onde partem os 2 pares de conetivos neurais que ligam os gânglios 

cerebmis aos gânglios subesofagiais. O complexo ganglionar subesofagial consiste em 

gânglios pleurais os quais em muitos pulmonados não possuem nervos. Os gânglios pedais 

enviam nervos para as regiões anterior, média e posterior do pé. Também incrvam a parede 
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corporal acima da extremidade do pé e a genitália no lado direito do corpo. Os gânglios 

parietal, intestinal e visceral contêm, freqüentemente, células gigantes c .inc.rvam a parede 

corporal lateral, o manto, as vísceras e órgios da cavidade do manto. (DORSETI, 1986) 

Quanto às características do metabolismo energético das gast.rópodes, possuem, 

em geral, o glicogêoio como reserva cujas quantidades dependem de fatores reproduti'Vos, 

nutricionais ou sazonais. Alguns caracóis também armazenam o galactogênio, um polímero 

de ga:lactase, que é encontrado exclusivamente na glândula de albúmen. A digestão 

principal dos carboidratos ocorre no esôfago, no papa, no estômago, no intestino e na 

glândula digestiva dos gast.rópodes. Por exemplo, Hilix luammr foi capaz de degradar a 

maioria das substâncias testadas (oligossacaddeos - naturais e sintéticos - e 

polissacarideos) em um estudo de FLARI & CIIARRIER (1992) sobre a digesttbilidade dos 

gastrópodes. As atividades enzimá-ticas especificas variaram de acordo com o estado 

fisiológico dos animais examinados (em hibernação, eru estivação e alimentados). 

Amido, lignina e sacarose foram os últimos substratos a serem hidrolisados, enquanto o 

conjunto enzimá-tico responsável pela degradação de celulose nativa pareceu existir no 

trato digestivo de He/ix l11comm. Provavelmente, parte da degradação de carboidratos, 

pelo menos na glândula digestiva, pode ser de enzima de origem endógeoa. (FLARI & 

CHARRIER, 1992) 

A utilização regulada de glicogêoio deve ser vital aos caracóis, como em 

Pomacea 11rce11s, cujo conteúdo de glicogênio aumenta antes da estivação e isso é refletido 

em um aumento de peso de até 17% (CEDENO-LEÓN·, 1972 ap11d CEDENO-

LEÓN, 1984). O hepatopâncreas pode ser o principal órgão regulatório durante o 

processo de estivação. A atividade regulatória é enfatizada quando a estivação avança, [á 

• CEDENO-LEÓN, A. Régimen de Agua y ReseMlS de Ca.rbobidratos en el Ciclo de Pom(!Çio 11m11s {l\iüller). Trabajo 

Especial d e Ascen so. Uruvenidad Centtal de Vene:roela, 1972. 

t!F"tiS - BIBllOTEt;..., 
INST. BJOC:tNCIAS 
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que a quantidade de glicogênio tende a estabilizar após um consumo inicialmente 

elevado. 

Foram investigadas as variações sazonais do metabolismo de lipídeos e de 

carboidratos no caracol Megalob11/imui abbreuiat11s (oblong11s). Níveis de gticogênio no 

hepatopâncreas, no músculo e no manto foram constantes durante o ano, exceto no 

inverno quando os mais baixos valores foram encontrados. Os túveis de glicose 

hemolinfática foram mais elevados durante o verão. O conteúdo total de lip-ídeos no 

hepatopâncreas aumentou durante a primavera, e na gônada o aumento foi no inverno 

e na primavera. O met?.bolismo do glicogênio pareceu constituir a fonte de substrato 

energético durante o inverno, enquanto que o metabolismo lipídico pode estar 

relacionado ao ciclo reprodutivo anual. (DA SILVA & ZANCAN, 1994) 

A degradação do glicogênio, um dos principais estoques de energia do manto 

dos bivalves, está relacionada ao desenvolvimento gametogênico. A GF está presente 

também no manto. (SERRANO, LOPEZ & MARTIN, 1998) 

O gastrópode Megalob11limru abbreviatus, também conhecido como aruá-do­

mato, pertence à sub-classe P11lmondta (segundo RUPPERT & BARNES, 1996) cuja 

principal caracteristica é a cavidade do manto transformada em pulmão. As bordas da 

cavidade do manto são seladas até o dorso do animal, com exceção de uma pequena 

abertura no lado direito, o paeumóstomo. Não possuem brânquias, e o teto da cavidade 

do manto, onde ocorrem as trocas gasosas, é altamente vascularizado. A ventilação é 

facilitada pelo arqueamento e achatamento do piso da cavidade do manco (no dor!>o do 

animal). O pneumóstomo permanece aberto no momento das trocas gasosas por 

difusão e é fechado em seguida para evitar a perda da: umidade corporal 

(FERNANDES, 1981). 

A maioria dos pulmonados possui bábico ele herbivoria, consomem partes 

macias das plantas vasculares aquáticas e terrestres, das plantas em decomposição ou 
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partes de fungos. Coroe adquirem cálcio do solo, o peso da concha depende da 

disponibilidade desse mineral. (RUPPERT & BARNES, 1996) 

À ordem Stilamntatophom pertence a sub-ordem Mm-1retra, e a essa, pertence a 

família M~galab111imida~ (Leme, 1973) •. Os estílomatófoms são espécies terrestres caja 

característica marcante são os 2 pares de tentáculos: o oral e o óptico. Esse último par 

tentacular apresenta. os olhos na extremidade d:i:stal. Uma descrição geral anatômica dessa 

espécie pode ser conferida em THOMÉ et a/. (1994). 

2.2 A enzima gfrcogênio-fosforiiasc (GP) 

A GF catalisa a remoçíio, em seqüência, de radicais de glicose da extremidade 

não-redatora do glicogênio. É uma errzirna iaterconvetsÍvel que ocorre tlos másculos, no 

figado e no cérebro em ambas as fonna:s: .inativada (GFb) e ativada (GFa) (STRYER, 

1986). A transição panr a forma ativada é mediada pela fosforilase-cin:ase, que é cotrtrolada 

por aumentos de cAMP (3, 5'- monofosfato de adenosina cíclico) e de cálcio. A 

calmodulina é um componente da fosfotilise-cinase, o que pode conferir-lhe a 

sensiti.vidade ao íon cálcio (Ca+2). No músculo, na :msência de cálcio, aumentos somettte de 

cAMP não ativam a intetconversão da en:zúna. Aumentos somente do cálcio, se 

suficientemente duradouros, ativam a interconversâ'o enzimática, e a- modulação por cálcio 

aparenta ser similarmente importante para a GF no cérebto. A fosforilase-cinase é 

relacivatnentc especifica: para a fosforilação cLt GF (porem. foi apontada fosforilando 

especificamente ama proteína sináptica durante a indução de potenciação de longa duração 

no hipocampo de ratos) (l IARLEY et ai., 2001). 
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O controle hormonal do metabolismo do glicogênio hepático ocorre através 

de vias de sinalização ttansmembrârucas dependentes de cAMP e/ou de Ca+2
• Em 

particular, a glicogenólise pode ser desencadeada através de hormônios, tais como a 

vasopressina, atuando primariamente através da via de sinalização do fosfoinosirideo e 

permitindo a mobilização de Ca +l intracelular. A função da GF, portanto, parece ser 

governada pela degradação de glicogênio. A enzima atua como um sensor de nivel de 

glicose sangüínea, liberando glicose do estoque de glicogênio quando necessário. 

(GALL, BAUS &DUPONT, 2000) 

A GF pode ser regulada por modificação covalente ou por modulação 

alosténca. Essa enzima pode ser considerada como um transdutor molecular que 

responde a sinais efetores positivos (tais como estimulaçào hormomd ou nervosa, 

glicose-1-fosfa:to, fosfato inorgânico (Pi), glicogênio, AMP (mofosfato de adenosina)), e 

a sinais efetores negativos (tais como sinais induzidos por insulina, glicose, A TP 

(ttifosfato de adenosiaa) e por alguns ligantes ainda não identificados). 

O conteúdo total do nucleotídeo adenina é constante dentro da célula, uma 

queda na concentração de ATP, portanto, implica num aumento na concentração de 

AMP, tais níveis refletem o equilíbrio energético celular e a regulação das vias 

metabólicas. Tal eqo.iltbrio energético está relacionado com a energia estocada e com a 

atividade da GF, como foi demonstrado no manto do bivalve Mytilus galloprauitrdalis, o 

que reflete a regulação e o papel dessa enrima na glicogenólise. Os resultados 

apontados por SERRANO, LOPEZ & MARTIN (1998) revelaram que, no manto de 

Mytilll! galloprouindalir, o ATP mibe não somente a forma desfosforilada (GFb), mas 

também a forma fosforilada (GFa) da GF. 

' LEME, J.L.M. Anatomy :md System:uics of the Neotrop1C2l Suophochõlloido (G.asttopo<b, Puh:nonau) with the 

Oescóptioo of 2 New F:uruly. Arquivo de Zoologia. São Pwlo, 1973,23 (5)· 295 337 



10 

Carga energética ( entrgy ch(lrge) é um índice da quantidade de energia disponível 

para um organismo a partir de uma .reserva (poo~ de adeo.ilato. O cálculo é feito a partir 

das medidas das concencrações dos três nudeotideos de adcnina: o ATP, o ADP 

(difosfato de adenosina) e o AMP, os quais são fundamenrais ao metabolismo 

energético de todos os organismos. Os valores da carga energética variam de 1 ,O 

(quando todo adenilato está na forma de ATP) até am 1Talor mínimo (0,0- quando 

todo o adeoilato está na forma de AMP). (SERRANO, LOPEZ & MJ\RTIN, 1998) 

Pareceu provável que uma atividade elevada da GF do manto de Mytil/11! 

galiopror:incialir, quando os valores da carga energética permaneceram baixos, possuiu 

uma rdevâocia fisiológica em períodos de alta demaada energética para esse organismo. 

Por exemplo, durante o verão, a alta temperatura e a atividade de desova causaram um 

aumento na demanda energética, resultando em elevados níveis de AMP e baixos 

valores para a carga energética. De modo contrário, as 1Tariações sazonais de 

nucleotídeos mostraram as concentrações de fu\.fP de ADP com maiores oscilações, 

mas com variação baixa na concentração de ATP. (SERRANO, LOPEZ & MARTIN, 

1998) 

A síntese do glicogênio é catalisada pela glicogêruo-sintase (GS), que adiciona 

resíduos de gikose a uma extremidade nâo-redazida de uma cadeia nascente de 

glicogênio através de ligações a-1,4 glicosídicas utilizando UDP-glicose (Uridina­

clifosfato-glicose) como um substrato. 

A atividade da GS é regulada através da fosforilação de seus múltiplos sitios, c 

sua .reação é limitante da taxa para a síntese de glicogênio em todos os órgãos. 

Também, o controle da deposição de glicogênio oào segoe as mesmas vias no músculo 

e no fígado. 

Uma questão fundamental no metabolismo do gücogênio é levanrada por 

FERRER et ai. (2003) no que diz respeito à ativação da GS durante a glicemia elevada. 
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A ativação acontece pela desfosforilação dessa eozimil po.r fosfatases. Ainda, tem sido 

sugerido que a forma não metabolizada da glicose pode ser incli.retamente responsável 

pela ativação da GS, envolvendo a inativação, a priori, da GT'. 

Portanto, a glicose ao se ligar à GFa favoreceria sua desfosforilação e 

inat:i.vaçào, o que promoveria a liberação de fosfatase da GS (liberação da inibição 

alostécica causada pela GFa, mas não pela GFb). Então. a desfosforilação da GFa 

levaria à defosforilação e ativação da GS. 

Através da inibição da GF (desfosforilação), tem sido demonstrado que a 

forma ativada, sob determinadas condições, pode ter função no controle do estado de 

fosfocihção da GS. Tais resultados. segundo FERRER ~~ al (2003). redescobri.ram o 

papel principal da glicose-6-fosfato, ao assumir-se que os níveis da GFa influenciam o 

estado de ativação da GS, desde que a concentração intracelular de glicose-6-fosfato 

permaneça constante. 

A localização intracelular dessas enzimas pode ser alterada em resposta à 

glicose. A sintase de glicogênio muscular se concentra no núcleo quando a glicose é 

baixa, e se transloca para o ci:tosol (formando um padrão particular) quando aumenta a 

concentração de glicose. 

No fígado, a GS apresenta uma distribuição citosólica na ausência de glicose e 

acumula-se na periferia dos hepatócitos, quando aumentam as hexoses. A degradação 

do glicogênio parece também ocorrer de maneira ordenada. Quando a glicose é 

depletada de hepatócitos em cultura (cujo estoque de glicogênio é total), os pacotes de 

aglomerados de GS tornam-se gradualmente menores (ma:s permanecem na periferia 

celular) o que sugere que o glicogênio não-degradado também se localiza nessa região. 

A fosforólise do glicogênio mediada pela GF pode ocorrer do interior para o exterior 

dos bepatócitos ou simultaneamente ao longo do citoplasma. (FERRER et a!., 2003) 
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A atividade de algumas enzrmas do metabolismo de carboidratos tem sido 

estudada para determ.inar as relações entre a estrutura e a função do sistema nervoso 

central de mamíferos. A GF é uma dessas enzimas, a qual vem sendo sistematicamente 

utilizada para esse frm (HARLEY & RUSAK, 1992; WOOLF, 1987). 

No entanto, poucos são os estudos que buscam essas relações metabólicas nos 

sistema nervoso de invertebrados. 

No caracol Mcgalobulimui abmuiat11s (ob!ongus), foi realizado um estudo a 

respeito dos efeitos da anoria e da recuperação aeróbia (pós-anoxia) sobre o 

metabolismo de carboidratos no sea sistema nervoso central (gânglios cerebrais e 

subesofagiais) (DE FRAGA, 2002). Os resultados apontar~m uma redução da GFa no 

sistema nervoso dos caracóis submetidos à ~moxia, o que, segundo D E FRAGA (2002), 

indicou uma depressão metabólica cerebral, já que nio foi verificada, mesmo após 24 

horas de anoxia, depleção do glicogênio no grupo anoria em r-dação :ro grupo controle. 

Além disso, uma redução significativa foi verificada no grupo submetido a 12 horas de 

anoxia, o que coincidia com a escotofase do fotoperiodo (12h claro/ l2h escara), 

quando os animais estavam ativos, levando DE FRAGA (2202) a sugerir que uma 

variação circadiana da GFa no sistema nervoso poderia estar influencia:ndo as variações 

verificadas nos estoques de glicogênio. 

t~r-t6S • BIBLIOTE~-. 
INST. BIOCIÊNCIAS 
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2.3 Ritmo ciccadiaao e comportamento 

O padrão periódico terrestre é predominantemente manifestado pelas mudanças 

diárias e sazonais do ciclo de claro/escuro resoltantes da rotação e translação do planeta. 

Isso permite aos organismos o estabelecimento de sistemas diários endógenos que 

sincronizam as funções btológtcas com as variações do ambiente. 

Muitos animais enfrentam determinadas mudanças, até certo ponto previmeis, 

que ocorrem ao longo de um dia e, mais obviamente, durante o crepúsculo e ao 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 ritmos circadianos são uma adaptação dos or:gattismos ao ambiente. As 

propriedades e a fenomenologia desses ritmos têm sido estudadas por sua importância na 

manutenção da regulação temporru do comportamento e dos- eventos internos 

homeostáticos. (MOORE, 1982) 

Os mecanismos reguladores de tais mudanças de comportamento podem ter, pelo 

menos, duas carncteristicas importantes: (a) os animais mudam suas prioridades em 

resposta a um mecanismo de auto-cronomett:agem, que lhes pemúte construir programas 

internos sem dependerem de sinais provindos de outros animais e (b) os animais ajustam a 

relação entre elementos de controle do sistema nervoso estritamente com base na 

infonnação obtida via mecartismos de monitoramento das mudanças no ambiente. 

(ALCOCK, 1993) 

Na natureza, uma das fontes, não a única, do esámulo proporciador de tempo 

(Ztitgeber) é providenciada pelos ciclos diários de claro/escuro. Como resultado, a maiotia 

dos orgarusmos tem provavelmente se envolvido no uso da t:rmsição do claro/escuro 

como seus propiciadoces de tempo primários para ajustar a fase circadiana, tal processo 

[Cm sido chamado de sincronização fótica (pholic mtrainment). (ZORDAN el aL, 2001) 
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Numerosos parâmetros fisiológicos, lncluio:do o ciclo de sono/vigllia, a secreção 

honnonal (p.ex:., os hormôruos adrenocorticocrófko e conisol), a frequência cardíaca, os 

fluxos sangüíneo e renal e a temperatura corporal flutuam ao longo de aproximadamente 

24 horas. (ALBRECI IT & EICI !ELE, 2003) 

Na maioria dos organismos, a maquinaria circadiana pode ajustar finamente a 

fisiologia com o ciclo nictnc:mera.l. Para que esse tipo de regulação providencie alguma 

vantagem seletiva, o tempo biológico deve ser precisamente alinhado com o tempo solar. 

(ZORDAN et aL, 2001). 

O sensor de sinais de tempo é fundamental para a existência do relógio biológico, 

e a sincronização dos ritmos circadianos é acessada também por uma variedade de 

estímulos geofísicos. "Saber'' a hora do mundo externo proporciona os meios para as 

relações harmônicas entre os organismos e o meio que os cerca. Os organismos são 

capazes de responder a sinais de tempo ambientais primários (p.ex., mudanças de 

tempe:raturn e de luminosidade) e a sinais secundários (p.ex., pressão barométrica, campos 

eletrostáticos e eletromagnéticos e pulsos G). 

As antigas teorias "exógenas" predominantes até o final dos anos 60, sob as quais 

os ritmos circadiaoos eram estudados, foram substituídas pelas teorias "endógenas» nas 

quais os processos de manutenção do tempo circad.iano interno controlam o 

comportamento circadiano, e possuem a habilidade para sentir os estímulos ambientais 

sincrooizadores. (SHWEIKI, 1999) 

Do ponto de vista da biologia circadiana, mesmo orgarusmos tão divergentes 

como plantas e mamíferos possuem um relógio circadiano, que prepara o corpo para 

tarefas que ocorrem tipicamente no decurso de um dia. Os seres vivos apresentam um 

arranjo complexo de especializações, em parte redundantes, com as quais podem garantir o 

ahnhamento preciso do tempo bioJógico e do ambiental (ZORDAN eJ aL, 2001). 
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Muitas plantas e a mruona dos arumrus possuem fotossensibilidadc, ou a 

habilidade para puccber diferentes fo.cmas de .iluminação difusa. Essa propriedade é 

encontrada em organismos unicelulares, na epiderme de muitos multicelulares simples, 

como também em órgãos VlSurus especializados. A sensibilidade às diferenças de 

luminosidade sobordina os ritmos diários de atividade da vida da maioria dos organismos. 

(SHEPHERD, 1994) 

A luz solar ou otrtros sinais do ambiente são captados por receptores que 

sinalizam o .regulador (~ia de sincronização) -o relógio-mestre, o qual é capaz de auto­

sinalização. Uma vez iniciado, o ciclo gerará ritmos observáçeis-, tais como padrões de 

locomoção, comportamento alimentar, padrão de secreção hoanonal, etc. (ALCOCK, 

1993) 

Nos mamíferos, o sistema circadiano é comçosto de muitos sinalizadores de 

[empo específicos aos tecidos individualmente. Trus «relógios" são orquestrados por um 

"regulador'' situado no núcleo suprnqaiasmático, que está localizado no hipotálamo ventral 

do cérebro. Esse núcleo recebe informação fótica, attavés da retina, principalmente pelas 

vias direta (pelo trato retino-lripotalâmico) e indireta (pdo trato geniculo-hipatalânrico), 

gerada a partir da lânu.na intergeniculada do núcleo geniculado laternl. (Morin, 1995~ ap11d 

USUI. 2000). 

O núcleo suprnquiasmático é uma das áreas do hipotálamo onde a atividade dos 

neurônios residentes deve variar em uma questão de horas para realizar sua função de 

codificação da informação fótica e da sincronização dos ricrnos circaclianos (função e:.sa 

demonstrada em roedores). Por exemplo, em roedores noturnos, os neurônios que são 

responsivos à luz presentes no núcleo sup.raquiamático e na lâmi.rut intcrgeniculada estão 

adaptados para detectarem as mudanças graduais na intensidade da luz durante o 

crepúsculo (USUI, 2000). Ritmos no consumo da glicose, atividade elétrica e síntese 
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peptidica têm sido documentados nesse núcleo (LAMING e/ ai, 2000). O núcleo 

supraquiasmácico arua não como um regulador d.ireto do rirmo dos relógios periféricos 

(p.ex., os do figado), mas sim como um relógio referencial utilizado pelos relógios 

periféricos para sua sincronização e fina sintonia (ALBRECI IT & EICI IELE, 2003). 

Nos mamíferos, além do núcleo supraquiasmático, os olhos possuem per~ um 

oscilador circadiano. (Tosini & Menakes, 1996- apqd USUI, 2000). Os fororreceprores 

responsáveis pela sincronização temporal parecem ocorrer exclusivamente na retina, pois a 

enndeação bilateral dos olhos impede a sincronização fática. (USUI, 2000). Ratos 

mutantes rd/ rd, nos quais há virtualmente a ausência de bastonetes e de cones na retina, 

conseguem sincronizar seus ritmos circad:iaao:> dos ciclos de claro-escuro. (Foster ~~ al., 

1991·•· ap11d USUI, 2000). Nesse caso, supõe-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 ama rede fotorreceptiva de células ganglionares na camada interna da 

retina de camundongos. Tais células assemelharam-se morfologicamente àquelas que se 

projetam para o núcleo supraqniasmático. Ainda, essa rede celular distinguiu-se 

anatomicameate dos cones e bastonetes da camada externa da retina, sugerindo-lhe um 

papel não-visual, mas de fotorrecepção e de tarefas como a regulação dos ritmos 

cÚ'cadianos. 

O papel do sistema nervoso na sincronização do comportamento e da regulação 

da homeostase interna com o ritmo fotoperiódico tem sido bem estudado em insetos e, 

com menor ênf~se, em moluscos. ALCOCK (1993) enfatizou duas táticas empregada:s no 

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

· MORIN, L.P. The Circadian Visual System. Brain Research Review, 1994, ôl, 102-127. 
· TOSINI, G.R. & MENAKER, M. Circadian Rhythms in Cultured Mammalian R.e~ Science, 1996, Z12: 

419-421. 
•·· FOSTRR, R. ti oLCircadian Photoreception in the Retinally Degenera te Mouse (rá/ rd). JoUliW of 

Comparative Pbysiology, 1991, 163A: 34-95. 
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propriedades do sistema circadiano através da observação de como ele responde a 

manipulações ambientais. A segunda seria o estudo de infu.ttnações sensoriais, para tanto, 

várias partes do sistema nervoso são desconectadas cirurgicamente e então observam-se os 

tipos de ritmos que o animal, sem determinadas aferências sensoriais, passará a apresentlll'. 

Um estudo interessante abordou o controle de um temporizador interno existente 

nos grilos machos Tekogryllu.r sp. sobre o ciclo diário de cricridos (ALCOCK. 1993). Ao 

manter os grilos sob condições de luz constante (sempre a:cesa ou sempre apagada; 

condição de "livre-curso"), o padrão de cricridos desviou-se um pouco do ciclo de 24h, 

pois os cricridos iniciavam 25-26 horas mais tarde que os cricridos do dia anterior. Esse 

desvio regul.ac evidenciou um padrão interno de ritmo biológico independente de sinais 

ambientais, mas que pôde voltar a assumir um padrão circadiano quando novamente 

exposto a uma variação fotoperiódica (p-.ex., 12h luz/12h escuro). Se seccionados ambos os 

nervos ópticos desses animais, os cricridos perm:aaeceram em padrão de livre-curso. No 

entanto, quando os lobos ópticos foram separados do restante do "cérebro", h:ouve 

completa ruptura do ciclo de cricridos, ou seja, os grilos machos cricri.lavam com igual 

propabilidade em qualquer hora do dia. A pa:rtir de tais resultados, ALCOCK (1993) 

apontou que o sistema de controle completo par-a o cricrido possui os componentes 

dependentes e independentes dos sinais ambientais: um temporizador interno (relógio 

biológico), inserido em um ciclo que não é de 24 horas ex-atamente, e um sincronizador 

ativado pelo ambiente para sintonizar o tempo às condições locais. 

O valor adaptativo do componente independente do ambieme para a regulação 

diária do comportamento de um organismo reside em capacitar o indivíduo para ajustar 

seus ciclos fisiológicos e comportamentais sem a necessidade de verificar constantemente o 

ambiente. O componente dependente do ambiente, por sua vez, permite aos indivíduos 

sintonizar com precisão seus ciclos em harmonia com as variações tênues de seus 

ambientes peculiares. (ALCOCK, 1993) 
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Para a medida da fotoperioclicidade, têm sido postuladas duas hipóteses quanto 

ao possível papel do sistema circadiano nesse mecarusmo (VEERMAN & 

VEENENDAAAL, 2003). Como constatado em experimentos com ácaros, a hipótese "do 

• relógio" postula que a medida de tempo fotoperiódico é orna função do sistema circacliano 

(o relógio fotoperióclico consiste em wn ou mais osciladores circadianos). A segunda 

hipótese, "sem-relógio", aponta ser o relógio fotoperiódico como uma ampulheta (um 

temporizador aão-circadiano). 

Além do fotoperíodo, outras variáveis ambientais, tais como a temperatura, a 

umidade, o fotoperiodo e pouco substrato energético disponÍvel podem provocar 

mudanças comportamenta.is e metabólicas significativas nos orgarusmos. O ritmo cL:t 

atividade em lesmas é aumentado pela temp-eratura e umidade, enquanto que o fotoperiodo 

influi, principalmente, no periodo e na fase de ocorrência desse ritmo. O relógio interno é 

um fator que permite aos indivíduos, sob condições constantes, expressar essa ritmicidade 

de modo intrínseco. Outros fatores internos, como o estágio de matwidade, também 

.influenciam na atividade desses animais. Por exemplo, HOMMA Y,JACKY & RITZ (1998) 

estudaram durante o verão as características principais cL:t atividade locomotora nas lesmas 

Lima:x l!t1kntia!fra sob condições constantes de tempe~tora e de umidade. Os movimentos 

começaram a aumentar 30 minutos antes do anoitecer e alcançavam o máximo uma hora 

após. As lesmas se alimentavam predominantemente no início da noite, mostrando um 

pico de atividade alimentar justamente às 21h (pôr do sol). O início dessa ativichtde, 

seguinte ao inicio cL:t locomoção, pareceu estar relacionado com a queda da intensidade da 

luz. A duração dos movimentos variou confoane a estação do ano. 

FORD & COOK (1985) monitoraram e relataram as variações na intensidade da 

luz e da temperatura em condições naturais para uma população de lesmas Iimax 

pmtrki.Jlarm.s e constataram que o padrão de atividade fot unimodal em condições de elevação 

e de diminuição da temperatura. Além disso, em condições actificiais de temperatura 
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constante e em ciclo de 12h daro/12h escuro, esse padrão unirnodal de atividade foi 

similar. Nessas condições, a atividade locomotora iniciou após o começo da escuridão c 

atingiu o pico próximo à meia-noite. 

Alguns neurônios de moluscos apresentam potenciais de marca-passo eodógenos 

(MARATOU & THEOPJIILIDS, 2000). A modulação de longa duração presente nessa 

atividade de marca-passo provém de fatores internos (p.ex., neuropeptideos) e de extemos 

(p.ex., luz, temperatura). Outros grupos de células neuronais, pertencentes a sistemas de 

neurossecreçào - formando grupos celulares difusos ou compactos distribuídos em vários 

gânglios nervosos centrais - podem estar normalmente ioativados ("em silêncio"), mas 

respondem a descargas prolongadas (de até 1 hora) quando ativadas por estímulos elétricos 

ou naturais (DORSETI, 1986). 

Para vários gastrópodes foi demonstrado que o ciclo de livre-curso (sob condições 

constantes) é inicialmente diminuído e então abolido. Esses sinais ex:ógenos podem ser 

requeridos para manter o marca-p-asso de tempo funcionando, e no caso de sistemas de 

osciladores múltiplos, para manter tais relógios em sincronia. (F O RD & COO K, 1985) 

Vários estudos têm sido realizados em Dro~oplrila, na planta Arubidopsis tfraiiafftT e 

em sistemas in vitro de células de mamíferos (p.ex., cultura de fibroblastos de ratos). Tais 

modelos revelaram que o relógio circadiano central consiste em um oscilador molecular 

controlado por um pequeno grupo de genes. As interações entre esses genes e os seus 

produtos geram os circuitos de auto-regulação postitiva e rregativa, at:r.rvés de mecanismos 

ttanscriciona:is e pós-ttanslacionais. (ALBRECHT & EICHELE, 2003; LACOCHE & 

DELANA Y, 2003; GONZE, HALLOY & GOLTBETE.R, 2003) 

Cerca de 1% dos genes de Dro~upbila são regulados pdo ritmo circadiano, por 

meio do gene ((.relógio" (cklck). O controle de retroalimentaçãó ifeed!Jaçk) positiva envolve os 

heterodímeros CLOCK/BMAL1, dois ativadores de tr~nscrição básicos que se ligam aos 

"boxes-E", localizados na região regulatória dos genes period (per) e cryptochrome (cry). As 
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proteínas CRY e PER formam oligômeros que são transportados do citoplasma para o 

núcleo. Quando presentes no núcleo, CRY e PER reprimem sua própria transcrição pela 

inibição de CLOCK/BMAL1 (retroalimentação negativa). Além disso, as retroalimentações 

positiva e negativa estão interligadas: os heterodimeros CLOCK/BMALl também 

induzem a expressão do receptor nuclear órfão REV-ERBoc, que bloqueia a transcrição de 

Bma11, através da ligação direta do elemento de resposta REVERBoc no promotor Bma/1. 

O relógio circadia.oo também é regulado por mecanismos pós-translacionais. Um 

modelo, baseado em estudos de culturas celulares, postula que a proteína PER circula entre 

o núcleo e o citoplasma. A cascina-cinase citoplasmática (e provavelmente outras cinases 

também} fosforila a PER que é degradada por proteosomas. Atuando cor:rtrn tal degradação 

está a proteína CRY crucleu:, que se liga à PER e a impede de sair do núcleo. I lá, então, um 

equihbrro da regulação positiva e negativa. A periodicidade de 24 horas do relógio 

circadiano resulta de uma combinação de .rettoalimeatação ttaascriptacioaal positiva e 

negativa, da circulação citoplasma-rrúdeo da proteína PER e de sua fosforilação e 

degradação. (ALBRECilT & EICIIELE, 2003) 

O conhecimento das condições basais dos ammats e das variáveis fisiológicas 

importantes, tais como o metabolismo de carboidratos, somente pode ser aprimorado 

quando relacionado às situações comportamentais, que são adaptadas pelos organismos 

dentro de um contexto dinâmico de espaço e de tempo. 

Portanto, o presente trabalho se propôs a verificar a ocorrência de uma variação 

circadiana no sistema nervoso do caracol pulmonado Megalo!mlitllfiJ' ubbmliut11r. Para tanto, 

utilizou-se a histoquúruca para a GPa, enzima da glicogenólise, e, então, importante no 

metabolismo de carboidratos, o qual é regulado pelo" estados fisiológicos resultantes das 

variações do comportamento do animal ao longo de um dia. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Coleta e manutenção dos espécimes 

Os caracóis utilizados nesse experimento pertencem a espécie MegalobulimiiS 

abbrevialtfi (llecquaert, 1948). Os animais foram coletados durante a primavera de 2003 

(outubro) de campos, jardins e florestas silvescrcs em Charqueadas (RS). Somente os 

caracóis com a borda da concha rosada e extrorsa, critério pata considerá-los adultos, 

foram coletados e transportados até o Laboratório de Neurobiologia Comparada 

(Departamento de Fisiologia, UFRGS), onde o aconclicioruuncnto realizou-se em remírios 

construídos no interior de caixas plásticas (de medidas 50 x 80x 1Scm) cobertas com telas 

finas e contendo bacias com água potável disponÍvel. 

Diariamente, entre 16h15min. e 18h, os animais foram alimentados com água e 

alface ad libitlttn; a terra era revolvida pata q ue uma boa textut'a do solo fosse mantida, já 

que esses caracóis têm o hábito de enterrar-se. A umidade foi mantida elevada borrifando-

se, diariamente, água nos terrários. 

As seguintes vaciávets foram controladas: fotoperiodo (ou LD: light/ dark) de 12h 

de fase clara (lâmpadas fluorescentes de 12.5W\cm~ e 12h de fase escura, com as trocas da 

escotofase e da fotofase ocorrendo às 7 e às 19h, respectivamente. A temiJeratura foi 

mantida próxima aos 24°C, sendo que os terrários peananecerarn em uma sala climatizada 

e ISolada (durante os períodos claros, a temperatura oscilou entre 24 e 26°C, devido ao 

aquecimento provocado pelas lâmpadas). 

Os caracóis permaneceram por um período de ambientação laboratorial de 6 

semanas até o experimento ser realizado. 
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3.2 Procedimento Experimental e Histoqufmico 

O experimento foi realizado em 4 horários, sendo que 2 grupos experimentais 

compreenderam a troca da fotofase e da escotofase (às 19h e às 7h), e 2 foram na metade 

de cada período (às Bh e a lh). Foram utilizados 20 caracóis, sendo que 5- foram retirados 

em cada horário (nesta ordem: 19h, 1h, 7h e 13h), um de cada vez, a esmo dos terrários. 

Os animais foram rapidamente pesados, medidos e anestesiados no gelo durante 5 minutos. 

As médias de peso e de medidas da concha de cada grupo experimental estão listadas na 

Tabela 1. O tempo decorrido entre as dissecações de cada caracol, rara a cerirada dos 

gânglios cerebrais, não ultrapassou 3 minutos. 

TABELA 1. 

Médias de peso corporal e das medidas da concha de cada grup-o experimental. 

Grupo experimental Pesos (g)* Comprimento (mm)* Largura (mm)* 

19h 57,56 ± 4,29 70,60 ± 3,21 36,80 ± 1,64 

lh 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 ± 7,45 68,40 ± 1,67 36,20 ± 1,79 

* dados apresentados sob a forma de médio aritmética± desvio padrão 

3.2.1 Fonna ativada da gticogê.nio-fosforilase (GFa) 

Par"ll a verificação da GFa, os gâogiios cerebrais dos caracóis foram cirurgicamente 

retirados, imersos e orientados em blocos contendo solução esp-ecial para congelamento de 

tecidos ("tisme-teck': Leika) e estocados (em até 24h depois. do primeiro horário) a -20°C. 

As secções horizontais (com espessura de 25 J .. u:n) foram obtidas a -18°C em micrótomo 

criostáti.co (marca Leitz, modelo 1720 digital). Os cortes seriados foram montados em 
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lâminas gelatinizadas. A revelação da atividade enzimática foi procedida segundo a técnica 

de Woolf, Chong & Rasbdi' (1~85 apudDE FRAGA, 2002). Em seqüência, os corres foram 

imersos em um meio contendo 5,4 mM de etilenodiaminotet:rncetato dissódico (EDTA), 38 

m.M de fluoreto de sódio (NaF), 1mM de dextran (PM: 40.000, Sigma), 26,3 tnlv1 de a.-D-

glicose-1-fosfato (Sigma) em 90 ml de tampão aceto-acetato 0,1 M com pH 5,6. O volume 

final. dessa solução foi completado para 100 rnl e o prl ajustado para 6,0. A adição de 

EDTA, um quelante de íons Ca+2
, preveniu a ativação da fosforilase b-quinase, enquanto o 

NaF inibiu a desfosforilação da GFa e o dext:ran funcionou como ([!]I substrato para aceitar 

a ligação da gticose-1-fosfato. Em seguida, os cortes foram incubados a 37°C durante 30 

minutos. Após a incubação, as lâminas foram fixadas em álcool 40% (por 3 minutos}, secas 

retirando-se o excesso dessa solução, e tratadas com lugol (durante 2 minutos) acrescido de 

sacarose a 11% para a revelação da atividade enzimática. A validação dessa reação, com a 

incubação de cortes sem o substtato (controle), foi realizada em experimentos anteriores 

(DE FRAGA, 2002). Em seguida, a remoção da solução de lugol foi feita com solução 

salina (Na:CI 0,9%), e a montagem procedida com a fixação das lam:fnulas mediante o uso 

de uma solução Ka.ise.r (gelatina- glicerina) e lugol aquecida. A .reação positiva para a 

atividade enzimática foi visualizada conforme a intensidade de cores - do marrom ao 

azul-violácea - do produto no citoplasma das células. Nesse procedimento i11 vitro, a 

atividade de catálise reversa da GFa foi in ferida a partir da formação de glicogênio (ligações 

a.-1 ,4), atra'rés da: gticose-1-fosfato presente no meio de incubação (Ibrahim .. , 197 5 ap11d 

DE FRAGA, 2002). Portanto, esse procedimento histcrquímico (Jade detectar a forma 

ativada da enzima em tecido cerebral_p<Jsl "'orlem fresco através da densidade óptica do 

WOOLF, C.J. CIIOt G, M. & RASHDI, T.A. Mapping Increased Glycogen Activir:y in Dorsal Root 
Ganglia 2nd in tbc Spinal Cord Following Pc.ripherical Stimuli. Joumal of Compa.rative Newology, 
1985,234: 60-76. 

" rBRAHIM, M.Z. Glycogen and its Rclated Enzimes o f Metabolism in the Central Nervous System. 
Advances in Anatomy,.Embryology and CeUular Biology, 1975, 52 (1): 3-89. 



• • 
• 

24 

produto da reação, que reflete o nível de atividade da GFa (HARLEY & BIELAJEW, 

1992). 

3.2.3 Densitomettia óptica (DO) 

A atividade da enzima foi observada através das imagens de cortes seriados dos 

gânglios cerebrais cuja intensidade de colonção do produto da reação foi evidenciada por 

anáhse da densitomet:ria óptica, no Laboratório de Análise de Imagens (Departamento de 

Ciências Morfológicas, UFRGS), com o uso do IqjtiVare Image Pro-Piui -1.1 (de Media 

Cybemetics, USA). Uma câmera filmadora (Pro-Seria Higú Perform(Jff« CCD) foi acoplada a 

um microscópio Nikon Eclipse E 600 (lente objetiva de 10X) para a captura das imagens a 

serem analisadas pelo programa acima descrito. As imagens foram corrvertidas para a forma 

digitalizada em escala de 256 tons de cinza em que o nível de cinza de cada pi:>..-r/ variasse de 

O (preto) a 255 (branco). O responsável pda análise das lâminas histulógicas desconhecia o 

borátio dos grupos experimentais, o que evitou qualquer tendência no critério de 

observação e na escolha das regiões tecidruris representativas para a reação enzimática. 

Cada região representativa foi delineada por um retângulo de medidas pré-determinadas. 

As regiões representativas dos gânglios cerebrais e suas respectivas medidas foram - lobo 

pedal do pós-cérebro (área co.rtical, celular): 100J.Lm x SOf.tm, ncuropilo do lobo pedal: 

100J.UII x 100~-UD e neuropilo mcdial: 200j..Ull x 200J.Lm. Todas essas regiões foram 

analisadas em cortes efetuados ao nível da comissura dos gânglios. 

A área do retângulo constitui a chamada AOI (área de interesse óptico), a qual 

apresenta um tamanho dete.rmin.ado da região amestrada de interesse, não podendo ter um 

tamanho muito menor (não representativo) nem um tmnanho maior do que a estrutt:rra a 

ser analisada (DE FRAGA, 2002). Após a colocação do retângulo sobre a respectiva região, 

o programa calculou e forneceu a média da intensidade de cinza de todos os pV..:~Is da região 

delimitada pelo retângulo. Também foram obtidas, para cada região, os valores do fundo, 
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ou baclegro1md, do campo com luz máxima e do campo escuro. Esses valores foram 

utilizados para a correção das leituras de densidade óptica. As médias de cada grupo 

experimental foram então utilizadas para o cálculo da densidade óptica. Como em outros 

experimentos que utilizaram esse procedimento de captura de imagens (RASIA-riUIO (/ 

al, 2002; PARTATA d al, 2002), todas as condições de luminosidade foram mantidas 

const:mtes durante a captura das imagens. Já que foram uti.lizados 5 caracóis para cada um 

dos grupos estudados, o número amostrai relativo à densitomet..cia óptica representou o 

número de imagens analisadas (somatório das médias de cada corte de um mesmo grupo) 

para cada região. 

A fórmula utilizada (retirada de PARTATA, 2002) para o cálculo da densidade 

óptica foi: 

OD=- log [{(1-B)-[(BG-B)-(IT-B))} / (I-B)], em que: 
OD: densidade óptica; 
I (incüknl): intensidade máxima da luz incidente; 
B (black): intensidade gerada quando nenhuma luz ultrapassou o material; 
BG<-.,-) (backgrormd): é a intensidade de fundo em um determinado pixel, 
IT<x.r> (intt1t!ii.J): é a intensidade em um determinado pixel da área analisada. 

A colorca:ção de fundo (sem reatividade) de cada imagem correspondeu à bainha 

de tecido conjuntivo de revestimento dos gânglios. Os valores de densidade óptica obtidos 

para cada grupo de animais foram an:tli.cmdos estatisticamente. 

3.3 Análise Estatística 

Para a comparação entre as médias resultantes de diferentes grupos experimentais 

(horários), foi utilizado o teste ANOVA (Análise da Variância) de ama via, seguido pelo 

teste de comparações múltiplas de THkey. O nível de significância (ex) adotado foi de 0,05. 

Para a análise estatística utilizou-se o programa estatístico SigmaSiat. 
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4. RESULTADOS 

As áreas dos gânglios cerebrais analisadas foram a área cortical e área neuropila:r 

do lobo pedal do pós-cérebro e a área neuropilar mediai (Fig.1) obtidas de cortes 

h.istológicos no rrivel da com..issura do~ gânglios cerebrais. A reação histoquímica positiva 

foi revelada por pigmentação azul-violácea de aspecto homogêneo ao longo do citoplasma 

do corpo celular neuronal ou por grumos (pontos azul-marinho) localizados, muitas vezes, 

entre os somas aeuronais (Fig.1C) e, com freqüência, na: região do aeuropilo (Fig.lB). 

Essas área~ de intensa atividade enzimática podem estar coincidindo com as células gliais 

presentes na região cortical e na região do neuropilo, representando, assim, a atividade da 

GFa glial. 

Em valores de deasida:de óptica semiquanti.tativa, a: reatividade histoquimca da 

GFa presente nos gânglios cerebrais do caracol terrestre M~akbuli:mus ab!m-viatfiS, mantido 

em ambientação laboratorial, mostrou ama va:.ria:ção ao longo de um dia:. 

Os gráficos representam os resultados das variações dos valores das médias de 

densidade óptica para: a GFa entre os 4 horários estudados nas três regiões .representativas 

dos gânglios cerebrais (GRAF. 1, 2 e 3). 

Dentre as regiões analisadas, o neuropilo medial ap-resentou varurçães da atividade 

de GFa estatisticamente superior ( p < 0,05) no grupo das 19h quando comparado aos 

grupos das 13h e das 711, não diferindo, entreranro, da atividade enzimática apresentada no 

grupo experimental da 1h. Os grupos das 13, 7 e da 1b também não apresentaram 

diferenças estatisticamente significativas entre si. 

A região do neuropilo do lobo pedal apresentou valores de densidade óptica 

superiores às 19h, evidenciando erma atividade da GFa aumentada apenas .no ho.cirio da 

troca da fotofase (19h), embora esse valor não tenha diferido significativamente dos demais 
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grupos (p=0,08) (GRAF. 1). A área cortical, formada por somas neuronais, do lobo pedal 

do pós-cérebro também não apresentou variação estatisticamente significativa de densidade 

óptica para a GFa entre os diferentes horários (GRAF. 2). 
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GRÁFICO 1 - Valores de densidade óptica de reatividade da GFa na região do 

neuropilo do lobo pedal dos gânglios cerebrais dos caracóis M~a!olmtimiiS ab/m"uiatl(.r 

sob ambientação laboratorial (foto{Yeriodo de 12h daro/12h escura) nos diferentes 

horários de um dia (foram dissecados 5 animais em cada grupo experimental). As 

colunas representam as médias, as barras verticais os erros padrões. E ssa região não 

apresentou difcceaças estatisticamente significativas entte os grupos experimentais 

(ANOVA, p>O,OS). 

' 



29 
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GRÁFICO 2 - Valores de densidade óptica de reatividade GFa na região do lobo pedal 

do pós-cérebro dos gânglios cerebrais dos caracóis M(gcr/a/;1(/if!llls crblmuiatfiJ sob 

ambient'llção laboratorial (fotoperíodo de 12h claro/ 12h escuro) nos diferentes horários 

de um dia (foram dissecados 5 animais em cada grupo experimental). As colunas 

representam as médias, as barras verticais os erros padrões. Não fornm encontradas 

diferenças estatisticamente significativas dentre os grupos experimentais (ANOVA, 

p>O,OS). 
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GRÁFICO 3 - Valores de densidade óptica de reatividade da GFa n~ região do 

neuropilo mediai dos gânglios cerebrais dos ca.cacóis Mq,ablrlllimus ablmoiatll.f sob 

ambientação laboratorial (fotoperiodo de 12h da.co/12h escuro) nos diferentes 

horários de um dia (fo.cam dissecados s- animais em cada grupo experimental). As 

colunas .rep.reseotarn as médias, as bal"ras verticais os erros padrões. As letras a e b 

representam as diferenças estatiSticamente significativas entre os grupos experimentais 

(ANO V A, p<0,01 ). 
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FIGURA 1. Fotomicrografia da secção horizontal dos gânglios cerebrais de Mega!abulimu.r 

abbreuiatus, dissecado às 19h e tratados para a visualização in si/11 da atividade da enzima: 

glicogênio-fosfoti.lase (A) localização das áreas (retângulos) analisadas quanto à 

densitometria óptica. A área 1 refere-se à porção cortical do lobo pedal do pós-cérebro, 

visualizada com detalhe em (q; a área 2 corresponde à região neuropil.ar do lobo pedal, no 

detalhe em (B); a área 3 localiza-se no neuropilo mediai. · CC: com.issura cerebral; M: 

mesocérebro; PL: lobo plcural do pós-cérebro. Escala: A= lÜÜJ..Lm; B, C=SOj..tm. 



A 

M 

PL 

B 

.. .. 

... 
' 

.. 



32 

FIGURA 2. Fotomicrografia da secção horizontal da região do lobo pedal do pós-cérebro 

de Megalabulimm abbrefliat11s dissecados às 13h e tratados para a visualização in situ da 

atividade da glicogênio-fosfo.cilase. A região neuropilar (N) mostra: menor atividade da 

GFa. Na região corti.cal, a maior atividade foi evidente em tomo dos corpos celooes 

(setas). A reação mostrou-se difusa ou formando pontos (grumos) mais iatensos. Escala: 50 

J.ilD. 
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5. DISCUSSÃO 

5.1 Variação circadiana da GFa nos gânglios cerebrais de Megalobulimus 

abbreviatus 

Estudos morfológícos no sistema nervoso de gastrópo<les vêm descrevendo 

algumas relações entre as estruturas e suas funções fisiológicas. As rnmificaç:ões dos 

gânglios cerebrais - os pares de nervos sensitivos - são condutoras de informações 

sensoriais, tais como a quimiorrecepção e a visual, provindas dos tentáculos. Por meio dos 

conetivos cérebro-pediosos (direito e esquerdo) e cérebro-pleurais, que unem os g-ânglios 

cerebrais aos demais gânglios, as informações que partem dos gânglios cerebr~ seguem ao 

comptexo de gânglios subesofageais, o qwd é formado pelo conjunto de pares dos gânglios 

pediosos, parietais, plen:rais e do gânglio visceral. (STABILE et a/,1998; MALYSZ et a!, 

2001; PIVA et al, 2000;THOMÉ et aL, 1994) 

As in.fonnações sensoriais que chegam aos gânglios sub-esofagiais, tais como as 

oriundas do pé (que é inervado pelos gânglios plell!'ais e pedcis) e do pneumóstomo (que é 

inervado pelos gânglios parietal direito e esquerdo) podem ser transm:iridas até os gfutglios 

cerebrais através dos corretivos cérebro-pedal e cérebro-pleural. (MAL YSZ et ai., 2002; 

BRITO a ai., 2003) 

Com base em diversos estudos eletrofisiológicos, foram descritas algumas das 

funções dos gânglios que constituem o sistema nervoso central dos gastrópodes 

p·ulmonados. Os gânglios pedais inervam a musculatura pe·diosa e os demais tecidos 

existentes nas porções laterais e ventrais do pé e a musculatura columelar. Os gânglios 

pleurais inervam o epítélio da tegião da cabeça. Os gânglios parietais inervam o manto, 
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sendo que o parictal direito inerva também o pneumóstomo. O ginglio visceral ímpar 

inerva as estrutur.ls reprodutivns masculina e feminina, o .i.otesrino e a cavidade reno-

pericardial (DORSEIT, 1986; KERKliT & WALKER, 1975) 

As regiões analisadas dos gânglios cerebrais do caracol terrestre Megaloúfllimus 

abbmliatus são integradoras de vias sensoriais, tais como a de quimiorrecepção nos 

tentáculos posteoores e as táteis nos palpos labiais (STJ\BILE a a/.,1998, PIV A a ai., 2000) 

e de neurônios que se projetam aos gânglios bucais, os quais podem estar envolvidos na 

modulação dos movimentos alimentares da rádula (BRITO d a!., 2002). Os neurônios 

sensoriais cerebrais dos gasttápodes são, na maioria, aferentes de ordem superior, os quais 

analisam os estímulos quimiossensoriais, visuais e táteis. Todos esses seoúdos são utilizados 

pelos caracóis durante o comportamento exploratório e alimentar. O pequeno par de 

gânglios bocais, para onde projetam-se os neurônios do mesocérebro e de parte do lobo 

pedal do pás-cérebro, localiza-se ventral-lateralmente ao saco da rá:dula, na borda posterior 

da massa bucal. Esses gânglios promovem in:ervação motora e sensorial da massa bucal c 

contêm os intemeurônios geradores do padrão do comportamento alimentar (DORSETI, 

1986). A GF presente nessas regiões de integração (neoropilos), quando em seu estado 

ativado, poderia estar fornecendo a energia aos centros nenronais sensoriais em atividade 

presentes nos gânglios cerebrais. 

As sinapses ocorrem no neuropilo dos gânglios nervosos dos invertebrados. O 

neuropilo de invertebrados superiores pode estar compartimentalizado por processos 

celulares gliais, que formam divisões entre as regiões de integração siná:ptica, e po.r 

projeções entre pequenas massas de células e seus processos. O significado fisiológico de 

tal compartimentalização do aeuropilo pode esra.r no circuito neuronal di~creto que é 

formado para produzir padrões comportamentais defi.OÍdos. (LAMING e/ aL, 2000) 

Nos gânglios cerebrais também foram descritos neurônios moduladores de 

funções motoras importantes, tais como o par de neurônios gigantes do mcsocérebro, os 
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quats são serotoninérgicos e modulam o ritmo de protmção e de retração da rádula 

(DORSETI, 1986); e ainda células neurossecrctoras que controlam funções importantes, 

tais como o crescimento e a reprodução QOOSSE & G ERAERTS, 1983). 

Na região do neuropilo medial de Megalobntimut ahb"uiat11.r (oblorrg«t), vários 

neurônios que formam os nervos labial superior e lateral, os quais inervam os palpos labiais 

desse caracol (PIV A d al, 2000), devem esrnr fazendo sina:pses com outros neurônios 

aferentes ou eferentes, ou com intemeurônios dos gânglios cerebrais - processos 

dentriricos e axonais das células gangtionares e por processos gliais (DOS SANTOS, a al., 

2002; DORSETI, 1986). Nessa região do neumpilo, observou-se atividade moderada e/ou 

intensa da GFa, existente nas células gliais, as quai..:; podem representar sua principal 

função de suprimento energético aos neurônios ativados Em M(f,alob«lirlflts abbmiat11s 

(obl011gu.r), 4 tipos de células gliais foram identificadas e sua distribuição morfológica em 

rede evidenciou o papel dessas células no suporte neuronal, na captação e/ou degradação 

de newotransmissores, na transferências de substratos metabólicos aos neurônios e a na 

regulação de constituintes iônicos do espaço extracelular (DOS SANTOS ~~ al, 2002). 

Estímulos espaciais, temporais e de intensidade são informados aos sistemas 

sensoruús. Por meio de observações realizadas no Laboratório de Neurobiologia, mas não 

incluídas na descrição da metodologia do presente trabalho, têm-se identificado que o pico 

da atividade locomotora e alimentar de Megalobt~limfls dblmttiatttr ocorrem no fim da rude, 

principalmente na troca do claro para o escuro (19h). Os siaa:is fático e temp-oral, que 

provavelmente desencadeiam mecanismos internos celulares, podem estar sinalizando 

mecanismos, direta ou indiretamente, aos neurônios de regiões sensoriais e/ ocr neurônios 

moduladores, dentre outros. A atuação neuronal modula:dom pode estar envolvida em 

sincronizar as diversas funções fisiológicas internas e os diversos comportamentos do 

animal com a hora do dia. Essa ativação neuronal pode estar sendo manifestada na região 

do neuropilo, levando-se à suposição de que as reservas de glicose (gücogêoio) existentes 
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também nessas áreas pudessem supnr as demandas energética e metabólica acuronal. 

Segundo HARLEY & RUSAK (1993), a estimulação da formação de glicose-1-fosfato a 

partir do glicogênio estocado pode ocorrer como resposta à demanda metabólica tecidual, 

resultante do mmeato da atividade celular. Neurônios e gtias iateragem dinamicamente 

para proporcionar processamento de informação e comportamento (LAMlNG, 2000). 

A atividade aumentada de G Fa na região neuropílar cerebral durante o período 

da noite (escotofase) pode, por eKemplo, estar relacionada à ativação das vias sensoriais 

para a realização da exploração do ambiente e à ativação das vias modul:adoras dos gânglios 

bucais, que desencadeiam os impulsos motores para o comportamento alimentar. 

Os maiores valores de densidade óptica parn: a GFa na região do neurop.ilo mediai 

do caracol Megahb111imH.r abmuiatllt durante a fase escnca: (GRAF. 3) podem ser explicados 

pelo fato de que esses caracóis são animais notnmo-crepusculares. Durante o dia (na fase 

clara), os caracóis permanecittn enterrados e/ou retraídos em suas conchas, 

comportamento natctral de animais que evitam o ressecamento causado pelo soL 

Uma breve descnção do hábito dessa espécie de caracol foi feita por JAEGER (/ 

aL(1965) e por THOMÉ d ai. (1994). Os caracóis costamam enterrar-se (total ou 

parcialmente) durante o dia (também escondem-se sob folhas ou objetos caídos) ou 

movimentarem-se ao abrigo de hortas, jardins e/ ou matas úmidas. Normalmente saem à 

noite na busca de alimento. Em dias chuvosos ou úmidos, no início da manhã ou oo fim da 

tarde, também esses caracóis podem ser vistos loco movendo-se sobre a vegetação. 

Os valores encontrados para a ceatividade da GFa no oeuropilo med.ial foram 

menores durante a fotofase (gropos experimentais das 7h e das 13 h, que não diferiram 

entre st). Esse resultado pode ser compreendido, talvez pelo fato de que, nesse período, o 

metabolismo das regiões de processamento sensorial do carncol poderiam-se encontrar em 

wn estado de baixa atividade e, portanto, de baixa demanda energética, pois que os 
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sentidos não estariam sendo utilizados ativamente, já que os C{'lracóis permancaam 

enterrados e/ ou retraídos na concha durante a fase clara. Além disso, essa fase sucedeu o 

período de alimentação noturno, portanto a concentração de glicose no sistema nervoso 

pode ter sido ajustada por outros processos fisiológicos durante esse período de luz, e a GS 

atuando no sentido da formação de glicogêoio. Também os niveis de cAMP poderiam estar 

d.im.inuídos durante essa fase (em conseqüêncH, os níveis de ATP estarL'Utl elevados) e a 

GP estaria em sua forma inacivada (desfosfori.lada). 

Variações ci.rcadianas na atividade da GFa também foram descritas tlá camada 

molecular do giro dentado hipoca.mpal de ratos, aa qual IIARLEY & RUSAK. (1993) 

encont::ratam uma reação histoqu:imica mais intensa danurte a: fase escunr d:i.ária, e uma 

menor reatividade durante a fase clara. Tais diferenças no padcio de distribuição da enzima 

durante o fotopeóodo refletiram variações circadianas na derrumda metabólica do 

hipocampo. Os tamanhos das áreas tecid:uais com reatividade maior representaram ativação 

aumentada de astróci:tos individuais ou de gr-ap-os de astróciros perissinápticos. 

Em vertebrados, o metabolismo oxidativo dos neurônios realiza-se 

principalmente a partir do pirovato e/ou lactato, derivados da glicólise dos astrócitos 

estimulados pela elevaçio do glutamato. A microscopia eletrônica de tecido cerebral 

revelou mnit:as relações morfológicas entre células gliais e outras célalas e estruturas 

vascul.ares, e entre células gliais e o sistema nervoso (LAMING rl al 2000). Por exemplo, as 

regiões mais ativas dos neurônios (nados e sinapses) são amplamente cercadas por 

processos ependimais ou por astrocíticos. A GF é wna enzima especifica dos astrócitos oo 

sistema nervoso central de vertebrados. Quando a glicogcnólise é ativada nas células gliais 

do sistema nervoso central, um t11mover (reciclagem) elevado do glicogênio vem sendo 

associado à atividade ocuronal (HARLEY & RUSAK, 1993). 

A glicogenólise é um processo que pode ser regulado por certos 

ncurotransmissorcs, como, por exemplo, norepinefrina e peptídeo intestinal vaso2tivo 
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(PENTREATH, 1982, MAGISTREITI, 1981); e a síntese do glicogênio pode ocorrer a 

partir de p.iruvato, .la.ctato, alanina e ácido tricarbox.lli:co, além da glicose. A gliconeogênese 

ocorre através dos mesmos intermediários da glicólise, mas envolve diferentes enzimas 

(uma das quais é a frntose-1,6-bifosfatase, presente exdasivameate na glia) (LI\l'vfiNG et 

ai., 2000). Em vertebrados, a atuação da GF como indicadora de atividade neuronal pode 

estar relacionada à liberação de glutm:nato, o qual pode ativar essa enzima: por diferentes 

mecanismos. Podendo atuar, por exemplo, através da ativação de receptores NMDA (N­

met:il-D-Aspartato), que têm sido relacionados com a ativação da GF presente no cordão 

espinhal de ratos. Alternativamente, pode atuar através de receptores de glutamato 

metabottópico~, já que at:aam elevando os niveis de c:AMP no hip-oCllmpo de ratos, o que 

pode ativar a glicogenólise. Outra possível via para ativação da GF pelo giatamato é 

sugerida pela evidência de que o lançamento de glutamato por sinapses desencadeia ondas 

de lançamento de Ca+2 em redes de asttócitos (HARLEY & RUSAK, 1993; HARLEY, 

FARREL & RUSAK, 2001). Parece haver ama relação entre os rúveis centrais de 

glicogêrrio e a atividade neuronal, a qual está irillaenciada por uma variedade de 

aearotraasmissores (KONKLE et aL, 1999). 

A importância da glicogenólise como uma fonte de energia deve ser de carta 

duração, já que o glicogiruo estocado no cérebro é depletado dentro de mirnrtos, se o 

giicogêrrio serve como o tí:n:ico substrato metabólico. No entanto, a quebra do giicogêrrio é 

tão rápida: que passa a ser o substrato ideal para a provisão de grandes quantidades de 

energia, dentro de um curto periodo. Nos astrócitos, no entanto, o glicogêrrio é convertido 

a glicose-1-fosfato e, assim, via piruvato, para lactato que pode ser liberado. (LAMING et 

ai., 2000) 

Elevados niveis de glicogênio são encontrados nos gânglios nervosos de 

invertebrados. A distribuição do glicogênio foi mapeada nos gânglios da sanguessuga 

Haemopis sp. e do caracol Planorbis sp. c foram encontrados depósitos localizados de 
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glicogênio nas células gliais circundantes aos pericários neurona.Js e quantidades 

variáveis em alguns terminais nervosos, em axônios c no corpo celular aeuronal. 

(PENTREA Til et ai., 1986) 

Tem sido descrito que a serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-H1) produz uma 

redução, dependente da dose, nos níveis de glicogêt:tio estocado nos gânglios. Nos 

gastrópodcs, c também em sanguessugas, as células cerebrais seroroninérgícas !Ya:recem 

modular o metabolismo energético dos gânglios nervosos, o qual pode estar associado 

ao papel modulador dos potenciais inibitório e es:citatório de diferentes circuitos 

comportarnentais, e, nos gasttópodes, com o papel na amplificação da contração 

muscular e no aumento do AMP. (PENTREATH d al1986) 

Considerada, portanto, como moduladora do estado comportamental (p.ex, da 

atividade de desova em gastrópodes e bivalves (RAM ct a/., 1997)) a serotonina: também 

tem sido apontada como um mediador controlado pelo ritmo circadiano. Em Ap!Jsia 

sp., foram encontradas corrceotrações hemoliafáticas variávers diárias de semtonina, 

com níveis mais baixos durante o dia. (LEVENSON, BYRNE & ESKIN, 1999) 

O papel do sistema nervoso na organização e manutenção dos ritmos circadianos 

tem sido bem estudado em mamíferos e em alguns insetos (ALBRECHT & EICHELE, 

2003). No entanto, nos moluscos, ainda não foi descrita a maneira: pela qual o ritmo de 

atividade é controlado através de mecanismos neurais ou humor-ais, apesar de o sistema 

nervoso central dos moluscos gastrópodes ser reconhecidamente apropriado para estudos 

neurofisiológicos e anatômicos (KANDEL, 2000). 
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5.2 Importância dos estudos comportamentais na interpretação das variáveis 

fisiológicas 

Todas essas possíveis explicações e vias de ativação/inibição celulares podem ser 

compreendidas se também considerarmos o comportamento dos caracóis como o primeiro 

componente observável externamente que varia ao longo de um c:lia. Sob as condições 

laboratoriais, os cuacóis tiveram pelo menos 2 variáveis ambientais controladas -

temperatura e fotofTerlodo. Sabemos que na natureza, são inúmer-as as variáveis, e também 

que as suas oscilações natur-ais são sinais constantes para o animal interagir com o 

ambiente. Por exemplo, lesmas recém-coleta:das apresentam ama at:i:vi:dade locomotora: 

elevada em relação àquelas que permanecem por longos períodos sob condições 

laburntoria:is (SOKOLOVE ~~ai., 1977). 

Nossos conhecimentos a respeito da neumbiologia: desses ca.tacóis vêm sendo 

importru:rtes para o esrnbelecimento das relações entre a biologia celular e funcional do 

sistema nervoso e os padrões comportamentais caracteristicos desses animais. São essas as 

relações que desenvolvemos, de forma holista, considerando os vários elementos que 

permeiam toda a metodologia e o pensamento científico. LAMING (2000) apontll que há 

uma diversidade de vias e de mecanismos regulatórios no sistema nervoso dos 

invertebrados, mas relativamente poucas espécies têm sido estudadas. As diferenças 

existem não somente entre os filos, mas também entre ordens e mesmo entre famílias. 

Em espécies de pulmonados, variações individuais erisrem e podem ser atribUÍdaS' 

a fatores fisiológicos - tais como a idade, tamanho corporal, atividade, estivação - e 

também a fatores físico-químicos - tais como a estação do ano, a tempenrtura, tensão de 

oxigênio, etc. Ainda, condições prévias como a hibema:ção; al:im.entação, tratamento com 

nitrogênio, etc. podem também afetar a taxa metabólica desses animais. (ABDEL-REHIM, 

1984) 
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Ao registrar, através de fotos em lapso de tempo, o comportamento das lesmas 

Agrioiimax micu!attts- no pôr do sol, N ewelr (1966 apud I.BWIS, 1969) demonstrou que essas 

lesmas, freqüentemente nessa fase do dia, estendiam totalmente seus tentáculos, os quais 

são retraídos quando as condições externas ao animal sio desfu:voci:veis. 

FORD & COOK (1985) monitoraram e relataram as variações na intensidade da 

luz e da temperatura em condições naturais para uma população de lesmas Limax 

pseudqj/Ofi«S e constataram que o padrão de atividade foi unimodal em condições de elevação 

e de d:im.im:rição da temperatara. Além disso, em condições artificiais soh constante 

temperatura e em ciclo de claro/ escuro de 12h: 1~ esse padcio de cividade foi similat. 

Nessas condições, a atividade locomotora iniciou após o começo da escuridio e atingiu o 

pico próximo à meia-noite. Para vários gastrópodes, demonstrou-se que o ciclo de livre-

curso é inicialmenre ctimirrrndo c enrão abolido soh condições catrstmtes. Ess-es siruris 

exógenos podem ser requeridos para ma:rrter o marca-passo de tempo funciorumdo, e no 

caso de sistemas de osciladores múltiplos, para: manter tais relógios em: sincrotria (FORD & 

COOK, 1985). 

Estudando a atividade locomotor'll de lesmas da espécie Afian ater, LEWIS (1969) 

abordou o ritmo endógeno comportameotal para esse a.o.imal. Ressaltou que as condições 

laboratoriais, sob as quais esse rittno esorva sendo ori.gi.na.ltneo:te r-egistrndo, someo:te 

imiJediam variações nos sincroaizadores percebidos mais obviamente - temperatura, luz e 

umidade - e não excluiu os efeitos das mudanças de pressão barométrica, de raios 

cósmicos e do campo magnético terrestre. 

A luz, não swpreendentemente, é um siocroniza:dor efetivo para muitos ritmos, 

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

· NEWELL, P.F. The Noctutnal Bchaviou.c of Slugs.Medical and Biological musttation., 1966, 16: 146-
159. 
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alimentação (p.ex., para os morcegos) também atuam como sincroaizadores de tempo. 

(Harke.r, 1964' apvdLEWIS, 1969) 

Segundo LEWIS (1969), a intensidade de luz é prova:velmente o fator principal 

que determina o início das atividades das lesmas Arion atçr e outros fatores, tais oomo 

ventos, umidade e precipitação, podem influenciar no periodo dessa atividade. 

As influências sobre o padrão de movimentos dos caracóis podem ser diurnas, 

sazonais, ambientais e individuais. O estudo das rotas e das taxas de movimentos - tais 

como o dispersivo e o de retomo a um nicho ( h<Jming)- e do alcance e da variedade desses 

movimentos, assim como comparações entre espécies diferentes ou entre indivíduos de 

.idades diversas dentro de uma espécie é um dos aspectos fundamentais ?ara entendennos 

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

Algwnas vantagens de uma técnica de medida de atividade locomotora aplicada, 

por PEARCE (1990), aos caracóis terrestres, a técnica de linha e carretel. são; o registro 

continuo da locomoção dos animais (inclusive à noite), os anim'illS podem ser marcados 

simultaneamente (p. ex., com linhas de cores diferentes) e o observador não necessita estar 

presente o tempo todo. Uma desvantagem da técnica seria a de que não há um registro do 

tempo de movimento. 

A técnica é simples, barata, e, segundo as observações de PEARCE (1990), não 

altera os movimentos dos carn:cóis. Basicamente, o apamto consiste em um carretel leve 

com uma extremidade livre de onde sai uma linha fina (O,lmm); o aparato é preso na 

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

Tendo em vista a simplicidade e as vantagens dessa técnica, a sua aplicação foi 

adaptada em um estudo experimental (dados não mostrados) na tentativa de registrar-se a 

atividade locomotora dos caracóis em em/turno do dia. A idéia foi a de colocat-se um sub-

· HARKER,J.E. The Physiology of Diumal Rhythms. Cambridge Unive:rsety Presa, 1964, t 14p 
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grupo dos caracóis aclimatados num aquário de vidro contendo terra, água e alface, 

fotoperiodo c todas as demais condições padrão. O diferencial foi na disposição ch: água 

e do alimento (em relação aos animais mantidos nas caixas plásticas) que sempre foram 

colocados no mesmo local do aquário, e para a marcação da área percorrida pelos animais, 

colocaram-se estacas (que teosionavam o fio conforme os caracóis se locomoviam) 

clisttibuích:s de modo que fo.rmassem quadrantes de áre«s pré-determinadgs- (utilizadas 

como referencial auxiliar na localização dos animais). Os caracóis eram deixados nos cantos 

(um em cada canto) do aquário sempre na mesma hora do fotoperíodo. Assim, ao se 

locomoverem, ao passarem pelas estacas, algum registro de quanto caminharam seria 

obtido. Essa adaptação está em fase de observação e de ajustes, por exemplo, é preciso 

saber se, em laboratório, essa técnica não interfere no movimento natural dos animais. 

Todavia, se um registro mediam:ente eficaz for possÍvel, isso já nos informa, por exemplo, 

quanto esses caracóis se movimentam (em em/dia ou em em/turno do dia) nas condições 

laboratoriais adotadas. 

Os ritmos diários da atividade locomotora dos moluscos rcrrescres, sob condições 

naturais, mostram-se mui:to variáveis. Os caracóis teo:est:res são fortemente dependentes da 

temperatura e da umidade em seus hábitats, e tomam-se mais ativos em dias úm.idos e 

nublados, mas retraem-se para suas conchas em dias secos e quentes, durante o ourono 

(Howes & Wells 1934";Wieser& Scbuster -1975 apud ABDEL-REIIIM, 1984). 

Ainda, em lestruls e c1racóis, cal atividade está muico relacionada com as v-ariações 

diárias dos fatores ambientais, já que, normalmente, a locomoção ocorre durante a noite 

(quando a temperatura decai e a umidade aumenta). Durante o dia, a locomoção é mais 

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

' HOWES, N.H. & WELLS, G.P. The Water Relatioo of Sruuls aod SI~. 1 Weight Rhythms in Iitlix jJol11otia L Joumal 
o { E xperimenta l Biology, 1934, lla(4):327-343. 

· · \VillSER. W. & SCJ JU~:iTER, M. The R.elauoosbJp BctweeoWater Content, Activuy and Anuoo Acids in Ht!ix pomtiiia 
L Joum al ofComparative P bysiology, 1975,98. 169-181. 
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o fator principal para o início da atividade locomotor-a de lesmas, a umidade tem esse papel 

sobre a locomoção de caracóis. 

No entanto, muitos estudos são apontados por BIANNIC '' aL (1995) sobre a 

existência de uma sincronização da ~tividade locomotora de lesmas e de caracóis com o 

ciclo de daro/escnro. Em condições controladas (20 ± 1°Ce umidade de 80% R.H.) o 

ritmo cardíaco seguiu também uma mudança cíclica, porém a taxa maior foi registrada 

durante a noite. Quando as condições ambientais foram favoráveis à atividade (20°C, 80% 

R.H.), a raxa cardíac-a atingiu o máximo de 36, 87 ± 4, 31 batimeotos/min., 

correspondendo à taxa maior da attv:id:ade locomotora (6 caracóis se locomovendo/8), e 

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

Assim, em Helix asperra, sob essas condições controladas, existiu um ritmo 

circadiano da taxa cardíaca na ausência de quaisquer variações de umidade ou temperatum, 

e que esse ritmo correspoodeu a um periodo de atividade locomotora noturna e a um 

estado quiesceote durante o dia (BIANNIC (/ aL, 1995). Em Ildix j»matia, verificou-se que 

o rittno diário da: variação oa freqüência cardíaca persistiu mesmo sob condições de 

estivaçã:o (WÜNNEMBERG, 1990). 

Quanto ao experimento do presente trabalho, constatou-se que, durante o horário 

de manutenção dos terrários (diariamente, entre 16h15min. e 18h), os caracóis eram 

estimulados, pois o solo era remexido (sendo que muitos animais eram desenterrados), a 

água e alface trocadas e a umidade mantida elevada com spfr!Ys de água. Provavelmente, os 

caracóis habiruarnm-se a esse procedimento, o qual impediu, por exemplo, o 

comportamento de estivação, que ocorre na natureza e em laboratórios quando as 

condições gerais do hábitat 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 estímulo foi provoc1tdo durante a disposição da alface para alimentar os 

caracóis. Sabemos que muitas são as caractecisticas das plantas que interferem no 

comportamento alimentar dos gastrópodes. Por exemplo, compostos voláteis e o teor de 

sílica das plantas são sinais atilizados pelos gastrópodes para escolherem quais são 

alimentos em potencial. Substâncias de defesa química, tais como alcalóides, glicosinolatos 

e taninos reduzem a palatabili:dade das plantas (Ditto,1980. apmi DESBUQUOIS & 

DAGUZAN, 1995). Outras substâncias, tais como amido e compostos semelhantes a 

açucares (particularmente sacarose), atuam como estimulantes do comportamento 

alimentar nas lesmas Ario/imax califõnrims e Deromíl.f miaúat11111, t'espectivamen.te 

(DESBUQUOIS &DAGUZAN, 1995). 

No presente trabalho, a alface utilizada para alimentação de Af~alu!mlimtl.f 

alJ!m-uiatus constitui-se em um item alimentar apreciado por esses caracóis, já que muitos 

saiam de seus estados estacionários para procurar o estímulo provocado pela planta. 

Os estudos envolvendo a variação da dieta de gastcópodes herbívoros podem ser 

qualitativos (indicando as espécies de plantas consumidas pelos gastrópodes e suas 

preferências alimentares em relação às características quimicas e/ou ffsicas dessas plantas) 

ou quantitativos (definindo, através de vários tipos de alimentos, as necessidades 

energéticas ou nutricionais de espécies em diferentes estágios de desenvolvimento). 

Portanto, um aspecto ecológico da preferência alimentar dos gastrópodes é definir, antes 

do estudo laboratorial, qual é a dieta do animal na natureza. Se essas escolhas são 

homogêneas na população, já que se são influenciadas por experiência alimentar anterior, 

cada indivíduo terá diferentes p-referências. (DESBUQUOIS & DAGUZAN, 1995) 

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

Met,alobulimlls sp. são escassos, porém muitos laboratórios no Brasil têm utilizado esse 

DlRZO, R. Experimenw Studies on Slug-Plam InLUations. I The Ac.ceplllbility o( Til.Dlty Plant Species to 

The SJug~illl.lXarn~a~uM. Joumal ofEcology, 1980, 68:981 -998. 
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invertebrado como modelo experimental. Ainda, para entendamos certos resultados que 

nos parecem intrínsecos à condição fisiológica do animal e ao sea comportamento, é 

necessário que estudos da ecologia e da biologia desse caracol sejam iniciados, pois om 

animal em cativeiro pode esta:r sofrendo modificações consideráveis que somente seriam 

percebidas quando comparadas às observações na natureza. Ambos os enfoques - o 

etológico e o laborator:W- são complementares e imp-o.mmtes, p-ois se apenas am desses 

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

As relações existentes entre ritmos de atividades e ritmos fisiológicos, bem como 

suas interações com os ciclos ambientais, podem trazer-nos muitas informações a resp-eito 

da maneira pda qual a adaptação dos animars aos ritmos ambientais é ap-licada. 
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6. CONCLUSÕES 

Os gânglios cerebrais do caracol pulmonado lttfegahbnlim«r ablmuitdrrr most:rn::ram 

variação circadiana na atividade da enzima glicogênio-fosforilase, forma atiVada, cujo zênite 

ocorreu às 19 horas (troca da fotofasc), quando inicia o período de maior atividade 

locomotora e alimentar do animal. 

O aumento da atividade da glicogênio-fosforilase encontrada nas cegiões 

gangliorurres de integração simiptica é uma indicação de maior atividade aeuronal, que está 

em conformidade com o ritmo diário de atividade de Megaloúfllimnr abb"uiatns. 
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