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RESUMO

Os moluscos gastropodos tém sido amplamente utilizados em estudos neurobiolégicos,
apresentando um repertorio de respostas comportamentais produzidas ou modificadas
por informagdes sensoriais periféricas. Os gastropodes utilizam a sensibilidade quimica
para alimentagdo, protegdo, reprodugdo, fuga, seguir trilhas e definir o territério. A
sensibilidade quimica e mecanica € presente por toda a superficie corporal, mas existem
receptores sensoriais mais concentrados na extremidade distal de Orgdos sensoriais
especiais que sdo os palpos labiais, a boca, os dois pares de tentaculos, a margem
frontal do pé (a qual limita ventralmente a boca) € o pneumostoma. O objetivo deste
estudo foi elucidar diversos aspectos da organizagdo do epitélio especializado dos
palpos labiais (PL), tentaculos orais (TA) e tenticulos opticos (TP) do caracol
Megalobulimus abbreviatus. Porgdes dos PL, TA e TP de 6 animais adultos foram
processadas para observacdo sob microscopia eletrdnica de transmissdo (MET). O
método de Lewis e Shute (1969) foi utilizado nos PL, TA e TP de 3 animais para a
detecgio de AChE com MET. As secgbes foram examinadas com microscopio
eletrénico JEM 1200 EX II (CME/ UFRGS). Para descrever sob microscopia Optica a
estrutura ganglionar e o padrdo de projegio e distribuigdo das células receptoras dos
palpos e tentaculos foi utilizado o método de Karnovsky € Roots (1964). Para ambos os
métodos de AChE foram incubadas secgdes controle sem o substrato e com sulfato de
eserina, um inibidor da colinesterase. No epitélio especializado da ponta dos PL, TA e
TP foram encontrados dendritos de células receptoras com atividade AChE positiva, os
quais se estendem entre as células epiteliais. Processos das células sensoriais se
projetam para o ganglio subepitelial dos PL, TA e TP ou seguem, em menor proporgéo,
diretamente pelos nervos em diregdo ao ginglio cerebral. A extremidade distal dos PL,
TA e TP é constituida de um epitélio simples de células de sustentagdo com uma
complexa camada de microvilosidades constituida de duas partes: uma camada
proximal entrelacada, ou camada esponjosa e uma camada distal de borda em escova.
Entre as células de sustentag@o existem diferentes tipos de células secretoras e dendritos
sensoriais. O citoplasma dos dendritos possui menor elétron-densidade que as células
de sustentacdo e possuem o aspecto tipico de células nervosas, com arranjos
longitudinais de microfilamentos e mitocOndrias alongadas. Na extremidade distal dos
processos dendriticos nos PL, TA e TP foram encontradas, principalmente,
especializacdes apicais ciliadas com microvilosidades e somente com microvilosidades.
As células receptoras sdo neurdnios bipolares cujos corpos celulares estdo na regido
subepitelial, direcionando os processos dendriticos para o epitélio sensorial e seus
axOnios projetados para os ganglios periféricos, onde neurdnios de segunda ordem nas
acOes sensoriais do caracol estdo localizados. Foram identificadas sinapses com
vesiculas claras e elétron-densas grandes e de nticleo denso, indicando a presenga de
sinapses colinérgicas, aminérgicas e peptidérgicas em neuropilos glomerulares nos
ganglios subepiteliais. O método de Lewis e Shute com MET foi evidenciado em
algumas regibes delimitadas nos ginglios periféricos com atividade AChE nas
membranas de processos axonais, neurdnios e células gliais. Os glomérulos sdo
relacionados & olfagdo em diferentes filos e a presenca deste neuropilo especializado
nos génglios periféricos dos PL, TA e TP indica a atividade quimiorreceptora olfatoria
das células sensoriais nos tentaculos Opticos e gustatorias ou olfatorias dos tentaculos
orais e palpos labiais.
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ABSTRACT

Gastropod molluscs are useful model for studying the neuronal basis of behavior. It
appears that most of their behavioral repertoire is released or modified by peripheral
sensory inputs. The snails have cephalic specialized areas that are sensitive to chemical
and mechanical stimuli, changes in light and temperature. Gastropods use the chemical
sense for detection of distant objects in the environment. Snails have a number of
chemosensory organs. The lip receptors are adapted for the perception of taste
reception, while the olfactory organs consist of specialized epithelial pads located at the
tips of the anterior and posterior tentacles. The aim of the present study is to elucidate
various aspects of the structural organization of the specialized epithelia from the
sensory organs of terrestrial snaill Megalobulimus abbreviatus. For the electron
microscopy (TEM), portions of the labial palps (LP), anterior tentacles (AT) and
posterior tentacles (PT) were removed from 6 adults animals. We also used the Lewis
and Shute (1969) AChE method for TEM. Sections were examined with a JEM 1200
EX 1I electron microscope (CME/ UFRGS). For the AChE histochemistry, LP, AT and
PT from 5 snails were processed for Karnovsky and Roots AChE method (1964). For
both AChE methods control sections were incubated without the substrate and the
inhibition of cholinesterase was carried out by pre-incubating some sections in eserine
sulphate. In the specialized epithelium at the tip of the LP, AT and PT are found
dendrites of receptor cells with AChE activity, that extend between the epithelial cells.
Central positive processes of the sensory dendrites project to the subepithelial ganglia
or in fewer amounts, follow directly to the cerebral ganglion. The analysis with TEM
showed that the surface of tentacles and lip tips is covered by a single layered
epithelium of supporting cells, that bear a well developed microvillus layer on their
surface, which extensions form a “spongy layer” and a distal brush-border. Between the
supporting cells are situated different types of secretory cells and dendrites of sensory
cells. Their cytoplasm showed less electron density than the epithelial cells and
displayed the typical appearance of nervous cell processes with dense arrays of
longitudinal microfilament and elongated mitochondria lying between the
microfilaments. Peripheral processes of the receptor cells at the LP, AT and PT tips
revealed mainly two types of sensory cells: (a) distal nerve endings with microvilli and
cilia, (b) distal ends with only microvilli. The sensory epithelium is supplied by the
dendritic processes of bipolar receptor cells situated beneath the epithelium and axonal
processes toward to the peripheral ganglia. Large dense-core and small clear vesicles
were seen in some areas of the neuropile, indicating synaptic activity of acetylcholine,
amines and peptides in glomeruli. TEM procedure of Lewis and Shute (1969) showed
some neuropilar areas of the subepithelial ganglia with AChE activity around axonal
processes, neuronal and glial cells. Glomeruli are related to olfactory sensitivity in
different phyla and the presence of this specialized neuropile in LP, AT and PT
peripheral ganglia indicates olfactory chemoreception in the PT and gustatory or
olfatory reception in AT and LP.
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INTRODUCAO 2

Em diversos modelos experimentais as fungles do sistema nervoso e seu
funcionamento, sejam animais primitivos ou bastante diferenciados, despertam o
interesse para estudos que possam prover a integragdo das agdes que este sistema
exerce. A abrangéncia desses estudos, principalmente em neurociéncias, esta restrita as
limitagGes estruturais do sistema nervoso dos animais € o repertorio de comportamentos
correspondentes que estes possam apresentar. A integragdo entre as informagdes
comportamentais e o sistema nervoso dos animais s6 pode ser alcangada em animais
que possuam uma organizagio nervosa relativamente simples. No estudo dos
invertebrados como modelos neurobiologicos, os moluscos, € em especial os
gastropodes, ja foram utilizados para estudos morfologicos, comportamentais,
bioquimicos e eletrofisiologicos. O emprego destes animais nesta area do conhecimento
deve-se a algumas facilidades de abordagem de seu sistema nervoso em comparagdo
com outros animais. Uma motivag@o para a utilizagdo desses modelos experimentais é a
simplicidade de organizacio do sistema nervoso com um numero moderadamente
pequeno de neurdnios constituindo os circuitos comportamentais. O interesse especial
no estudo do sistema nervoso dos moluscos gastropodes estd no fato de muitos dos
neurdnios efetores centrais que participam dos diferentes circuitos comportamentais
possuirem grande dimensio, merecendo a denominagio de neurdnios gigantes. E o
tamanho, de algumas centenas de micrometros, representa uma vantagem para Os
registros eletrofisiologicos intracelulares dos circuitos motores. Pode-se citar como
vantagens, ainda, a pigmentagdo diferencial dos neurdnios que algumas espécies
apresentam, e a localizagfio periférica ganglionar, como é regra para os ginglios de
animais invertebrados (CHASE, 2002, KANDEL et al, 1979; KERKUT, 1969;

WILLOWS, 1973).



INTRODUCAO 3

O modelo experimental utilizado neste trabalho — a espécie Megalobulimus
abbreviatus (BECQUAERT, 1948), anteriormente denominada Megalobulimus
oblongus (MULLER, 1774) em diversos trabathos — é um molusco da classe
Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Stylommatophora. Os pulmonados, ao
contrario dos prosobranquios € opistobranquios, também pertencentes a classe
Gastropoda, se adaptaram ao ambiente terrestre e de agua doce, respiram por meio de
pulmdes, tém dois ou quatro tentaculos na cabega e sdo hermafroditas. O caracol
Megalobulimus ¢ menos diferenciado, sob varios aspectos de organizagdo do sistema
nervoso, que as espécies terrestres mais estudadas, Helix, Limax e Achatina,
consideradas mais avancadas evolutivamente (VAN MOL, 1974), mas, como todas as
espécies terrestres (estilomatoforos), a espécie Megalobulimus apresenta aspectos de
organizagdo mais complexos do sistema nervoso em relagdo aos pulmonados aquaticos
(basomatéforos). Especialmente a fungdo quimiosensorial de longo alcance (a olfagéo)
esta, em geral, melhor desenvolvida nos espécimes terrestres que nos aquaticos. Essa
posicio intermediaria da espécie M. abbreviatus nesta linha evolutiva, pode ser
estratégica no estudo da organizagdo do sistema sensorial quimiorreceptor de
Megalobulimus, em comparagdo com as outras espécies de moluscos pulmonados.

Nosso modelo experimental, chamado popularmente de “Arua-do-mato” é o
maior caracol terrestre do nosso meio (VEITENHEIMER-MENDES ez al., 2000). A
espécie M. abbreviatus é encontrada exclusivamente na Argentina, Paraguai e sul do
Brasil (SAWAYA; PETERSEN, 1962). Possui concha com comprimento que varia de 6
a 8 cm de coloragdo castanha ou marrom-escura. Os individuos adultos possuem a
borda da concha espessada e cor-de-rosa, ou avermelhada e sio de facil obtengdo,
manutencdo e reprodugdo em cativeiro (JAEGER, 1965). Como todos os moluscos

pulmonados terrestres, M. abbreviatus possui na cabega dois pares de tentaculos:
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anteriores (ou orais) e posteriores (ou Opticos); estes ultimos possuem um par de olhos
em sua porgcdo distal A espécie estudada possui, ainda, palpos labiais bem
desenvolvidos que ladeiam bilateralmente a abertura da boca.

Por estas razBes, o uso dos invertebrados, em especial os gastropodes, € de
significante importancia para a compreensdo das bases neuronais das a¢cdes dos animais,
os tipos de fungSes sensoriais e outras interages neuronais que controlam estas agdes e
também aspectos neuroquimicos dos neurénios (BULLOCK; RIDGNAY, 1995
SELVERSTON, 1999; WILLOWS, 1973).

A olfagdo € o sentido supremo para as espécies gastropodes, constituindo no
unico meio de percep¢do a distdncia, bem como uma importante modalidade para
identificar objetos fisicamente contatados. A quimiorrecep¢do controla ou influencia
numerosos comportamentos especificos, incluindo, alimentag@o, protecdo, agregacdo,
fuga, esquiva, seguir trilhas e definir o territério (CHASE, 2002; EMERY, 1992). O
grande nimero de neurdnios envolvidos nesta atividade, comparado com o restante do
SN revela a importéncia deste sistema (EMERY, 1992).

As espécies de gastropodes terrestres possuem habitos noturnos, o que estd
relacionado com a vulnerabilidade destes animais aos predadores e a dessecagio, ambos
fatores mais incidentes durante o dia. O periodo noturno € a oportunidade de encontrar
alimentos, parceiros para reprodugdo e finalmente, ao final da noite, o retorno para um
lugar seguro, evitando a dessecagdo e outros fatores nocivos. O retorno pode ser para
um local onde sobreviveram ao dia anterior, preferencialmente enterrados e/ou dentro
de suas conchas, mas ndo possuem um local preciso para o retorno, e muitas vezes,
varios individuos ocupam a mesma area para abrigo. Isso deixa a diivida se reconhecem

seus proprios sinais quimicos individuais ou seguem sinais espécie-especificos. Estes
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sinais podem ser rastros de muco com pistas quimicas, ou também orientagio olfatoria
direta (CROLL, 1983).

Nas horas de atividade a detecgdio e localizagdo de alimentos em potencial
requerem algumas estratégias dos sentidos quimicos dos gastropodes, sejam terrestres
ou aquaticos. A primeira tarefa do sistema olfatério € detectar moléculas odorantes que
sejam associadas com alimentos aceitaveis. O animal deve direcionar sua locomogéo
para a fonte odorifera pela detec¢do de um gradiente quimico. Quando o alimento €
encontrado, o animal combina olfagdo, quimiorrecep¢io de contato e mecanorrecepgdo
para manobrar sua boca diretamente & comida (CHASE, 2002). Encontrar parceiros
reprodutivos, como a procura pelo alimento, também depende de sugestdes quimicas.
Sempre que adultos da mesma espécie estdo agregados e engajados na atividade sexual,
a fungio dos feroménios sexuais € sugerida no comportamento dos pulmonados
(CROLL, 1983). Uma vez feito o contato com outro gastropode, mecanismos sensoriais
adicionais podem confirmar a identidade das espécies, similarmente ao que ocorre com
quimiorreceptores de contato na identificagdo de um alimento em potencial. Os
comportamentos complexos de corte contam, além dos sinais quimicos, com estimulos

tacteis para o reconhecimento das espécies (CHASE, 2002).
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ORGAOS COM FUNCOES SENSORIAIS

Nos gastropodes terrestres a sensibilidade a varios estimulos quimicos e
mecanicos, assim como alteragdes de iluminagio e temperatura ocorrem no tegumento
da maior parte de toda a superficie corporal. Entretanto, os receptores sensoriais
encontram-se mais concentrados na regido cefalica, constituindo Orgios sensoriais
especiais que sdo os palpos labiais, a boca, os dois pares de tentaculos, a margem frontal
do pé (a qual limita ventralmente a boca) € o pneumoéstoma (CHASE, 2002,
HANSTRON, 1925; LUCHTEL et al., 1997, ZAITSEVA, 1994). A organizagio do
sistema olfativo e descricdo das caracteristicas ultraestruturais foram definidas,
principalmente, para os tentaculos Opticos de Helix aspersa, Helix pomatia L., Achatina
Sfulica, Limax flavus L., Arion ater (CHASE, TOLLOCZKO, 1993; EMERY, 1992;
KATAOKA, 1976; ROGERS, 1971; WONDRAK, 1975; WRIGHT,1974a, b). Embora
estes estudos tenham provido grande embasamento das caracteristicas morfologicas do
principal oOrgdo olfativo dos gastropodes terrestres, existem poucos dados para a
organizag¢do do sistema sensorial quimiorreceptor dos tentaculos orais (anteriores) € dos
palpos labiais (BENEDECZKY, 1977; HERNADI, 1981; LUCHTEL et al., 1997).

Tanto os tentaculos Opticos como os orais e os palpos labiais possuem dendritos
sensoriais de diferentes tipos em epitélios especializados localizados na ponta dos
orgdos citados. Estes dendritos sensoriais vém sendo descritos sob o aspecto
ultraestrutural, de forma a prover o entendimento das fungdes sensoriais. A presenca de
diferentes especializagOes distais destes dendritos sensoriais levanta a questio de que
possam atuar em diferentes fungSes quimicas ou motoras nos 6rgdos sensoriais. Para
tanto, alguns estudos concluem diferentes concepgdes sobre ‘as funcdes desses
dendritos. Uma explicagdo precisa se tais receptores sdo quimicos ou mecanicos requer

informagOes estruturais, variedade, abundancia, distribui¢io, bem como comportamento
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e eletrofisiologia dos receptores no epitélio especializado de cada orgdo. Tais critérios
de avaliagio podem esclarecer também as diferengas entre os Orgdos sensoriais € o
epitélio n3o especializado do restante do corpo, embora nio sejam baseados em
diferencas qualitativas entre os receptores presentes em ambas as partes, mas em seu
numero relativo e grau de especializagio (ZAITSEVA, 1984).

Quimiorreceptores de contato de alto limiar sdo analogos aos receptores
gustativos entre os vertebrados, enquanto estruturas olfatorias mais sensiveis sdo usadas
na quimiorrecep¢do a distdncia (EMERY, 1992). Os palpos labiais localizados
bilateralmente a boca estdo proximos ao substrato e o contato com o solo € freqiiente,
seja horizontal ou perpendicular ao substrato. A localizagio de alimentos aceitdveis
pode ser realizada pelos tentaculos, de modo que a identificagdo e confirmacdo da
potencialidade do alimento ¢ feita pelo contato direto dos palpos, provavelmente,
através de quimiorreceptores de contato nas extremidades dos palpos labiais. Os
tentaculos anteriores (orais) sdo, provavelmente, necessarios para seguir rastros ou
pistas pelo fato de que suas terminacSes sensoriais localizam-se proéximas ao solo,
idealmente situadas para deteccdo de fontes odoriferas originadas do substrato a
pequenas distancias. Os tentaculos posteriores (Opticos) provém a sensibilidade olfatoria
distante, atuando de maneira semelhante aos tentaculos orais, permitindo a detecgdo de
moléculas e direcionando a locomog¢do do anmimal. A postura ereta dos tentaculos
opticos permite a detecgio de odores dissipados no ar, assim como quando o animal
assume a elevagdo da parte frontal do corpo (CHASE,; CROLL, 1981). A participacdo
deste 6rgdo como principal 6rgdo olfatério tem sido demonstrada com experimentos
tropotaxicos através da utilizagio de diferentes odores para testar a sensibilidade
quimica de moluscos terrestres e sua capacidade de orientagdo através de gradientes de

odores (CHASE, 1982).
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Os neurOnios sensoriais s3o neurOnios primarios localizados em génglios
periféricos, em géanglios centrais ou na periferia. S30 definidos como primarios, os
neurdnios que emitem processos dendriticos até a periferia e Que contém terminagées
especializadas na recep¢io de alguma modalidade de energia fisica. E muito incomum
nos invertebrados a célula sensorial ndo ser um neurénio (BULLOCK; HORRIDGE,
1965). Ap6s a primeira sinapse que pode acontecer, em geral, nos ganglios periféricos
ou centrais (BULLOCK; HORRIDGE, 1965), os neurnios sensoriais sdo ditos
aferentes secundarios, os somas dos neurdnios aferentes primarios podem estar
localizados no epitélio sensorial ou abaixo do epitélio com dendritos que se projetam
para a superficie. A estrutura sensorial quimiorreceptora mais simples, e provavelmente
a mais primitiva, € o neurOnio sensorial primario entre as células epiteliais. Outra
possibilidade mais avangada é a localizagdo subepitelial analoga ao epitélio olfatério
dos vertebrados. Este padrdo é comum entre gastropodes primitivos, no osfradio (6rgéo
quimiorreceptor situado na cavidade do manto) e tentaculos dos prosobranquios. Entre
os pulmonados, os neurOnios sensoriais intraepiteliais s3o exce¢do; entre os
opistobrdnquios e pulmonados, estes estdo preferencialmente localizados
subepitelialmente, com proje¢des dendriticas através do epitélio sensorial em dire¢do a
superficie livre (EMERY, 1992). Os somas dos quimiorreceptores sio,
presumivelmente, localizados na periferia, enquanto os somas dos mecanorreceptores
encontram-se centralmente, embora possam estar presentes também na periferia
(CHASE, 2002).

Informag6es diversas, divergentes e concordantes, tém sido expostas sobre a
natureza qualitativa e funcional dos diferentes tipos de receptores que podem ser
encontrados nos epitélios diferenciados dos orgios sensoriais dos moluscos. As espécies

mais notadamente estudadas sdo os moluscos gastropodes pulmonados, Achatina fulica
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(CHASE, 1982; CHASE; TOLLOCZKO, 1993), Arion ater (WRIGHT, 1974a, b) Helix
aspersa (RATTE; CHASE, 2000; ROGERS, 1971), Helix pomatia (BENEDECZKY,
1977, HERNADI;, BENEDECZKY, 1978, 1983; WONDRAK, 1975), Limax flavus
(KATAOKA, 1976), Limax marginatus (ITO et al., 2000), Limax pseudoflavus (COOK;
SHIRBHATE, 1983), Lymnaea stagnalis (ZAITSEVA; BOCHAROVA, 1981,
ZYLSTRA, 1972) e Pomatia elegans (ZAITSEVA, 1997). A morfologia (variagdo no
numero e tamanho de cilios e microvilosidades) dos dendritos sensoriais, bem como
tracamento de vias olfatorias e experimentos com eletrofisiologia sdo os critérios mais
relevantes para estes estudos, de forma a oferecer subsidios suficientes para o
entendimento das fungdes sensoriais destes animais. No entanto, diversos
questionamentos ainda s3o levantados sobre essas hipoteses, em especial sobre o tipo de
resposta que cada tipo de receptor possa mediar. A mecanorrecepgio € a
quimiorrecepgdo sdo as principais agfes destas células receptoras que possuem uma
variedade de especializagbes, geralmente compostas por cilios, microvilosidades ou
uma combinagdo de ambos na extremidade dos dendritos sensoriais expostos ao meio
externo. A questdo funcional das terminag¢Ges especializadas dos diferentes tipos
morfologicos das células receptoras dos moluscos € incompletamente resolvida por
diversos autores. Segundo alguns autores, as células receptoras com microvilosidades e
células com um até trés cilios podem ser quimiorreceptores em moluscos. Células
receptoras com um namero superior de cilios agrupados em densos tufos e longos sédo
considerados como possiveis mecanorreceptores (ZAITSEVA, 1994). De acordo com
Crisp (1971, apud BENEDECZKY, 1977), dendritos ciliados podem ser receptores
quimicos e mecanicos, ou, entdo, somente quimiorreceptores (NAVONI, 1973, apud
BENEDECZKY, 1977). Dendritos ndo-ciliados também tém sido considerados

quimiorreceptores (ZYLSTRA, 1972) ou, ainda, envolvidos na percepg¢do de estimulos
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tacteis (NAVONI, 1973 apud BENEDECZKY, 1977). Mesmo com a riqueza de
detalhes que a ultraestrutura destes dendritos possa prover, pouco se sabe sobre a
funcionalidade dos receptores e isto se torna dificultado pelo fato do epitélio sensorial
responder a mais de uma modalidade sensorial. Estes estudos vém esclarecendo o
aspecto morfologico, levantando hipéteses sobre o papel funcional dos receptores e
incrementando as suposi¢des das modalidades que estas células possam exercer.

Em relagdo a forma de transmissdo da informagéo sensorial periférica, a hipétese
mais provavel € de que as informag¢Ges sensoriais alcangam o ginglio cerebral através
de neurdnios sensoriais primarios ou de neur6nios secundarios apos integragdo sinaptica
em ganglios periféricos (CHASE; TOLLOCZKO, 1993). As informagdes obtidas com
os estudos de outras espécies demonstram que existem sinapses nos ganglios periféricos
dos orgdos sensoriais, bem como existem agrupamentos celulares bipolares na regido
subepitelial destes orgdos (EMERY, 1992).

O par de tentaculos posteriores (tentaculos Opticos) possui fungdes
quimiorreceptoras e Opticas e estdo inervados pelos ginglios cerebrais através do nervo
olfativo, nervo 6ptico e por nervos motores peritentaculares (Fig. 1). Os palpos estdo
inervados pelo nervo cerebral V (labial superior) e ramo menor (anterior) do nervo
cerebral VI (labial lateral) (Fig. 2), enquanto que o par de tentaculos anteriores
(tentaculos orais), também descrito como quimiorreceptor, esta inervado pelo ramo
maior do nervo cerebral VI (tentacular) (DORSETT, 1986; KERKUT; WALKER,
1975).

Os génglios cerebrais representam um centro integrador das fun¢des sensoriais
dos moluscos gastropodes (CHASE; TOLLOCZKO, 1989, 1993; DELANEY et al.,
1994; GELPERIN, 1994; HERNADI, 1992; KIMURA et al., 1998). Os resultados

iniciais obtidos com experimentos de marcagdo retrograda com cloreto de cobalto nestes
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nervos que levam a informagdo aos ginglios cerebrais de M. abbreviatus permitiram a
identificacdo de neurdnios cerebrais que inervam estas estruturas (DAL PIVA et al,
1998, 1999; LONGO et al., 2000, STABILE et al., 1998). Especialmente com relaggo a
quimiorrecep¢do, os representantes da ordem Stylommatophora (gastropodes
pulmonados terrestres) apresentam um lobo neural do ganglio cerebral — o pro-cérebro —
que esta envolvido com a olfagdo provinda dos tentaculos opticos (VAN MOL, 1967).
Hanstrém (1925) ja descrevia esta regido do cérebro dos moluscos como um centro
sensorial que estd em intima relagio com o olfato e tato dos tenticulos, e seu
desenvolvimento incomum nos pulmonados esta ligado ao grande desenvolvimento dos
tentaculos destes animais, os quais representam Orgdos dos sentidos cruciais para a vida
terrestre. Tém sido descritos para esta area aspectos anatomo-funcionais dos circuitos
neurais similares aos encontrados nos lobos olfativos dos insetos, como corpos celulares
pequenos densamente agrupados, pobres em citoplasma, com mnuacleo bastante
heterocromatico e na regido neuropilar para onde se projetam seus axOnios sfo
encontradas conexdes sindpticas complexas, ditas glomérulos. (RATTE; CHASE,
2000). Para os caracéis, o pro-cérebro pode representar um centro associativo superior
com semelhante principio de organizagdo dos corpos pedunculados dos insetos, os quais
participam no processamento de informagio sensorial (ZAITSEVA, 1994).

O sistema nervoso desta espécie de caracol tem sido caracterizado através de
estudos morfolégicos (DAL PIVA ef al, 1998, 2001; DONELLI ef al, 1998,
FACCIONI-HEUSER ef al., 1999, 2004; MALYSZ, 2002; NOBLEGA et al., 2003;
STABILE, et al., 1998; ZANCAN; ACHAVAL, 1995) neuroquimicos e fisiologicos
(ACHAVAL et al., 2004; DE FRAGA ef al., 1998, 2002, 2004; HORN ef al., 2004;
MORIGUCHI-JECKEL, 2001; PENHA, 2001; SANTOS et al., 2002; ZANCAN, 1996;

ZANCAN,; ACHAVAL, 1995, ZANCAN et al, 1994; ZANCAN et al., 1997)
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realizados por nosso grupo de pesquisa. Alguns destes estudos sdo complementares e
visam caracterizar diversos aspectos do caracol M. abbreviatus.

As consideragbes ja conhecidas sobre o sistema sensorial de outras espécies
gastropodes terrestres evidenciam mais pontos de questionamentos do que resolvem as
questdes pertinentes aos circuitos que as células sensoriais podem apresentar no
processamento da informagdo. No presente estudo, a caracterizacdo ultraestrutural dos
palpos e tentaculos ja seria uma justificativa bastante relevante para sua realiza¢@o, dado
o fato de, além dos orgdos analisados nfio terem sido descritos para o animal em
questdo, os palpos e tentaculos anteriores s3o insuficientemente conhecidos e sdo de
relevante importincia nas fun¢Ses olfatorias ou gustatdrias nos gastropodes terrestres. O
tentaculo Optico de outras espécies é conhecido de maneira bastante detalhada sob o
aspecto morfolégico e existem alguns estudos sobre a fisiologia (CHASE, 1982;
CHASE; TOLLOCZKO, 1986, 1993) das células sensoriais olfativas. O tentaculo
posterior de M. abbreviatus sera descrito de maneira comparativa, dados os diversos
estudos que ja foram desenvolvidos em outros gastropodes pulmonados.

A posigdo evolutiva da espécie M. abbreviatus é outro ponto que da razio a
realizagdo deste trabalho, ja que é considerado como menos diferenciado do que outras
espécies terrestres, como os da subordem Sigmurethra, e em relagdo aos pulmonados
aquaticos representa um sistema nervoso mais diferenciado, principalmente em relagio
ao pro-cérebro, o qual atua como centro integrador da fungdo olfatéria € é menos
desenvolvido nas espécies aquaticas.

O estabelecimento desta espécie como um modelo experimental sul-americano
para estudos neurobiologicos implica em um conhecimento também das estruturas
sensoriais cefalicas deste caracol, considerando que os circuitos comportamentais, como

o alimentar, o reprodutivo e a resposta de fuga, por exemplo, dependem de informagdes
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aferentes, especialmente quimiorreceptoras. E importante, portanto, conferir se os
palpos labiais e os dois pares de tenticulos de Megalobulimus abbreviatus também

possam ser definidos ultraestruturalmente como estruturas quimiorreceptoras.
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O objetivo geral deste trabalho se originou na necessidade de uma maior
compreensdo das fungdes dos orgdos sensoriais cefalicos do caracol Megalobulimus
abbreviatus. Apos obtengdo da identificagdo inicial dos neurdnios cerebréis que estdo
envolvidos com a inervagdo das estruturas sensoriais cefalicas desta espécie, a pergunta
que surge ¢ sobre a natureza ultra-estrutural das terminagdes sensoriais e sobre a forma
de organizag@o do sistema sensorial, considerando que além dos ganglios cerebrais que
processam esta informagfio, os moluscos apresentam géanglios nervosos periféricos,
cujas fun¢des ainda ndo sdo bem conhecidas.

Por essa razdo, o objetivo especifico deste trabalho estd fundamentado na
descrigdo ultra-estrutural dos tipos e padrdo de distribui¢go das células receptoras dos
orgios sensoriais cefalicos, do padrio de projegdo central destes neurdnios sensoriais e
da estrutura ganglionar existente no interior dos palpos e tentaculos de Megalobulimus
abbreviatus, buscando compreender os padrdes de conectividade destes Orgios
sensoriais. Para facilitar a localizagio das estruturas neurais periféricas destes orgdos
sera utilizada a técnica histoquimica para detecgio da AChE em nivel Optico - método
de KARNOVSKY e ROOTS (1964) e ultra-estrutural - método de LEWIS ¢ SHUTE

(1969).
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O trabalho foi realizado no Laboratorio de Neurobiologia Comparada do
Departamento de Fisiologia, e Laboratorio de Histofisiologia Comparada do
Departamento de Ciéncias Morfologicas, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
UFRGS. A etapa de obtengdo dos cortes semifinos e ultrafinos, em parte, foi realizada
no Centro de Ultramicrotomia do Departamento de Ciéncias Morfologicas do referido
Instituto. Outras sec¢Oes ultrafinas para microscopia eletrOnica € a observagio do

material foram realizadas no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS.

1) ANIMAIS

Os caracois utilizados foram coletados no municipio de Charqueadas (RS) e
mantidos no Laboratorio de Neurobiologia Comparada do Instituto de Ciéncias Basicas
da Satde, UFRGS em terrarios telados sob temperatura (24-27°C) e ciclos claro-escuro
(12 C: 12 E) controlados. Os animais foram alimentados diariamente com alface e agua
ad libitum até 24h antes dos experimentos e priorizou-se a utilizagdo de animais adultos
(com aproximadamente 50 a 80 g de peso corporal e com um comprimento da concha
de 6,0 a 8,0 cm). As variagOes sazonais ndo foram consideradas neste trabalho, a
realizacio dos experimentos ocorreu conforme a disponibilidade de animais, que é
maior nos meses da primavera e verdo. Os procedimentos cirirgicos foram precedidos
de anestesia em solug3o saturada de mentol por 30 minutos. Os animais foram tratados
conforme a Lei n® 6638 de 8/ 5/ 1979 que regulamenta o uso de animais para pratica

didatico-cientifica.
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2) MICROSCOPIA OPTICA

2.1- HEMATOXILINA E EOSINA (H.E) (MANUAL, 1960)

O emprego desta técnica teve como objetivo a descri¢do da morfologia geral dos
orgdos sensoriais cefalicos do caracol. Para isso, os pares de tentaculos e palpos de 6
animais foram dissecados inteiros e fixados em solu¢do de Bouin por 2 horas. Apods a
fixacdo, o material foi desidratado em alcoois de concentragdes crescentes a partir de
70% e diafanizado em cloroférmio para a total retirada de agua dos tecidos. Parafina
liquida a 60°C foi utilizada para a impregnagdo dos tecidos em estufa e a inclusdo do
material em moldes preenchidos com parafina. Apds solidificados, os blocos foram
seccionados (10 pm) em micrétomo (Leitz) e as secgdes aderidas em laminas
histoldgicas previamente gelatinizadas. Apds a desparafinizagio as laminas foram
coradas com hematoxilina de Mayer por 8-10 minutos, lavadas em agua corrente e
coradas com eosina por 1 minuto. A desidratagg@o foi realizada em alcoois 95%, 100%
seguida de diafanizacio em xilol. As sec¢Oes foram cobertas com balsamo do Canadi e

laminulas para observagio sob microscopio optico.

2.2- ACETILCOLINESTERASE (KARNOVSKY; ROOTS, 1964)

Para a determinag@o da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), foram
utilizados 6 animais, nos quais foram utilizados os pares de palpos labiais (PL),
tentaculos anteriores (TA) e tentdculos posteriores (TO) (Fig. 3). Os tecidos foram
fixados inteiros em paraformaldeido 4%, diluido em tampao fosfato (TF) 0,1 M, pH 7 4
por 18 h a 4°C. Apés este periodo o material foi crioprotegido em solugio de sacarose
15% e, na seqiiéncia, sacarose 30%, diluida em TF, a 4°C até que os ginglios
afundassem. As sec¢bes (25 um) foram realizadas a temperatura de -18°C em criostato

(Leitz Digital 1720) e obtidas em diferentes orientagdes afim de caracterizar com maior
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precisdo a estrutura ganglionar e o padrio de projecdo e distribuicdo das células
receptoras dos palpos e tentaculos. As laminas contendo os cortes foram lavadas em
tampdo Tris-maleato 0,1M, pH 6,0, para remog¢do do meio de embebi¢do. A seguir as
laminas foram incubadas em um meio, contendo o substrato iodeto de acetiltiocolina
(2,1 mM, Sigma), ferricianeto e ions cobre quelados com citrato, protegidas da luz, por
4 horas a 37°C para ocorrer a reagdo de hidrolise do iodeto de acetiltiocolina, catalisado
pela AChE tecidual. O grupo sulfidrila da tiocolina formada reduz os fons de
ferricianeto a ferrocianeto, o qual se precipita como um sal de cobre, o ferrocianeto
caprico, de coloragdo marrom avermelhada. Para os experimentos em nivel optico, as
secgdes controle foram pré-incubadas nas solugdes apropriadas, porém sem o substrato.
Para testar a especificidade da atividade colinesterasica, foi utilizado meio de incubacgio
com o inibidor eserina (sulfato de fisostigmina-Sigma) 10* M. A eserina ndo é
especifica para a acetilcolinesterase, inibindo também a butirilcolinesterase, outra
colinesterase que pode hidrolisar a ACh. Apods o periodo de incubagio o material foi
novamente lavado em tamp@o Tris-maleato 0,1M, pH 6,0 e montado com gelatina para

posterior observagao sob microscopio optico.
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Fig. 3. Fotografia frontal de Megalobulimus abbreviatus demonstrando a
localizacdo dos Orglos sensoriais cefalicos. Concha (C); borda virada da concha
(seta vazada); tentaculo posterior (TO); tenticulo anterior (TA); palpo labial

{PL). Barra: lcm.

3) MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Pequenas porgdes dos palpos labiais e dos tentaculos orais e Opticos de 6
animais foram fixadas em paraformaldeido (Reagen) 2% + glutaraldeido (Sigma) 1%,
diluidos em TF, por 1h30min a temperatura ambiente. A seguir, 0 material foi lavado
durante 1h com TF para a retirada do excesso de fixador. Para obter-se uma methor
densidade para o corte e maior contraste das membranas foi realizada a pos-fixacdo com
tetroxido de 6smio 1%, diluido em TF, por th & temperatura ambiente. Em seguida, a
preparagdo foi novamente lavada com TF por 1h e gradualmente desidratada em
concentragdes crescentes de acetona, 30%, 50%, 70%, 95% e 100%. A pré-embebicio

constitui-se de uma etapa de ocupagdo pela resina dos espagos antes ocupados pela
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agua, e esta também foi feita de forma lenta e gradual. A resina utilizada na embebigdo
dos tecidos foi Durkupan ACM (Fluka), primeiramenfe diluida em acetona e finalmente
utilizada pura a temperatura ambiente e protegida da luminosidade. O material foi
posicionado da maneira desejada em moldes, que permaneceram por 72 horas a 56°C,
ou até a total polimerizagdo da resina. Os cortes semifinos (800 nm) e ultra-finos (70
nm) foram obtidos em ultramicrétomo MT 6000-XL, RMC. Navalhas de vidro foram
utilizadas na ultramicrotomia dos cortes semi e ultrafinos, e alguns cortes ultra-finos
foram obtidos com navalha de diamante (Diatome). Os cortes semifinos foram corados
com azul de toluidina e observados em laminas histologicas, para a selegdo de uma area
menor para a realizagdo dos cortes ultra-finos. Estes foram colocados em telas de cobre
de 200 mesh ou em telas de niquel de um unico orificio contendo filme de formvar
(Sigma) para observagdo de cortes seriados. O contraste necessario foi obtido com
acetato de uranila (Merck) 2%, diluido em 4gua bidestilada e citrato de chumbo
(Merck), por 20 e 30 min, respectivamente (REYNOLDS, 1963). As telas foram
observadas e fotografadas no microscopio eletrénico JEM 1200 EXII, do Centro de

Microscopia Eletronica da UFRGS.
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3.1- DETECCAO DA ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASICA EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (LEWIS; SHUTE, 1969)

A primeira etapa deste procedimento consiste em converter o iodeto de
acetiltiocolina em sulfato. O tratamento do iodeto com solugio de sulfato de cobre
precipita metade do haleto como iodeto cuproso e libera a outra metade como iodeto
livre.

41+2Cu¥ > 2Cul | +21; 1

Esta conversdo é importante para que o iodeto livre possa precipitar nos tecidos,
apo6s a incubag@o, na presenga de sulfeto de sodio. Esta conversdo foi realizada 24 horas
antes da preparagdo do meio de incubag8o. Ao final desta reagdo de conversdo a solugéo
¢ centrifugada para a retirada do sobrenadante, ao qual foi adicionado glicina. Esta
solugdo foi rese;vada para a solugdo de incubagdo e consistiu em uma etapa importante
e cuidadosa do processo.

Porg¢des inteiras dos pares de palpos labiais, tentaculos anteriores e posteriores
de 3 animais foram fixados por 2 horas em solugdo contendo glutaraldeido (Sigma)
0,5% e paraformaldeido (Reagen) 4% diluidos em tamp3o cacodilato (Sigma) pH 7,2.
Ap6s este periodo o material permaneceu em fixador paraformaldeido (Reagen) 4% por
3 horas e lavado com solugdo padrdo de lavagem com cacodilato (cacodilato de sodio
0,2 M; acido hidrocloridrico 0,1N; cloreto de célcio 0,2M; cloreto de sddio 1,0 M).

Ap6s a fixacio o material foi seccionado a 150 pum em vibratomo (Leica
VT1000S) e mantido livre na solugdo (“free-floating™) de tampao acetato, € novamente
lavados em solugdo padrdo de lavagem cacodilato. Os cortes das porgGes dos PL, TA e
TP foram incubados por 3 horas a 4°C em meio de incubagdo constituido do
sobrenadante (sulfato de acetiltiocolina e glicina - Sigma) previamente preparado,
solugdo isotdnica de sulfato de sodio 3,8% e acido succinico (Sigma) 0,5M.

UFRGS
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Finalizada a incubagdo, o material permaneceu por 1 hora em solu¢do de
lavagem contendo 4cido succinico 0,5M; acetato de calcio 0,2 M; solugdo isotdnica de
sulfato de sodio 3,8%. O pH desta solugdo foi ajustado para 5,3 com NaOH 1N.

Apds esta lavagem o material foi revelado por 1 hora em solu¢do contendo os
mesmos componentes da solugdo de lavagem, acrescida de sulfeto de sodio 4% (pH
5,3). Nesta solu¢do o material permaneceu por 1 hora com duas trocas e retornou a
solugdo de lavagem original. |

A pos-fixagdio do material para a microscopia eletronica foi realizada com
tetréxido de 6smio 1% diluido em tampéo cacodilato, por 1 hora a temperatura ambiente
e lavado apos com este tampdo.A desidratacio foi feita gradualmente em etanol 50%,
70% e 100% e oxido de propileno 100% por 5 min. Uma mistura de oxido de
propileno(Electron Microscopy Sciences) e resina, na proporgdo de 1:1 por 10 min foi
utilizada para a pré-embebi¢do. Em seguida o material permaneceu em resina pura por
24h a temperatura ambiente, protegido da luz e em vacuo para a total retirada do 6xido
de propileno.

Os cortes foram dispostos em laminas histologicas e cobertos com resina e
laminulas de acetato, permanecendo em estufa por 24h a 56°C. Apo6s este periodo foram
retiradas as laminulas e deixadas as laminas por mais 24h na estufa. Os cortes foram
recortados das lénﬁnas bisturi e as pequenas por¢des foram coladas com resina em
blocos de resina vazios previamente preparados, permanecendo a 60°C até a
polimeriza¢do da resina para a aderéncia dos cortes 20s blocos (RODRIGO et al., 1996).

Secgbes controle foram pré-incubadas somente em nivel optico, de acordo com o
item 2.2 (referente a técnica de Karnovsky e Roots). As etapas restantes foram idénticas
as etapas de processamento para microscopia eletronica de transmissdo (item 3) a partir

da etapa de obteng&o dos cortes semi e ultrafinos em ultramicrétomo.
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1) MORFOLOGIA GERAL E ATIVIDADE ACETILCOLINESTERASICA
DOS ORGAOS SENSORIAIS CEFALICOS
1.1 - PALPOS LABIAIS

Os palpos labiais sdo estruturas localizadas na porgdo anterior da cabega,
lateralmente a boca, a qual se situa rostro-ventralmente. Os palpos labiais s&o
constituidos de nove projegdes bilateralmente simétricas, que apresentam comprimentos
variaveis, aumentando progressivamente no sentido medial-lateral. As subdivisGes
menores possuem 1 mm de comprimento e encontram-se junto a boca, proje¢des médias
medem 3 mm e as maiores projegdes, em posicdo mais lateral, medem 5 mm (Fig. 4).
As projecdes labiais laterais apresentam-se achatadas dorso-ventralmente, enquanto as
porgOes mediais € mais proximas & boca sdo cilindricas (Fig. 4D). Os palpos podem
encontrar-se retraidos ou distendidos, de acordo com a atividade do animal e quando
distendidos estes processos digitiformes tocam a superficie perpendicular, horizontal ou
obliquamente, de maneira relativamente independente entre si (Fig. 4C, E).

Os palpos apresentam tonalidades diferenciadas nas superficies ventral e dorsal,
que acompanham a diferenciagio de coloragdo geral corporal. A superficie dorsal
apresenta pigmentagdo escura enquanto a por¢do ventral acompanha a coloragdo mais
clara, caracteristica da superficie ventral do pé do animal (Fig. 4D). Nas extremidades
distais das projegOes digitiformes existe uma area de coloracido mais clara e lisa, que
corresponde a regido do epitélio sensorial diferenciado, visualizado em secgdes
histologicas (Figs. 4C, E, 5).

Nas secgOes horizontais dos digitos observa-se um epitélio colunar simples que
se encontra na extremidade distal de cada projecéo dos palpos em relagio ao epitélio das
porgOes laterais (Fig. 5). Este epitélio especializado apresenta agrupamentos de células

colunares altas (40 - 50 pm) com projegdes protoplasmaticas apicais (Fig. 5B). O
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epitélio ndo especializado da parede lateral de cada digito apresenta-se com células
epiteliais cbicas (20 um) (Fig. SA).

Abaixo do epitélio, atravessando a camada de tecido conjuntivo, observam-se
processos celulares nervosos que se estendem da camada epitelial em diregdo proximal
(Fig. SA). Esses processos axonais mostraram atividade acetilcolinesterasica, o que
permitiu acompanhar sua distribuigdo e organizagdo subepitelial (Figs. 6A, C, 8A). Tais
processos AChE positivos sdo constituidos pelas projegdes dendriticas de células
sensoriais. Em sec¢Oes tratadas com inibidor da colinesterase, eserina, desaparece a
coloragdo destas projegOes, atestando a presenga de colinesterase nestas projegdes e
terminagdes sensoriais (Fig. 6B). No epitélio diferenciado da extremidade dos palpos
(Fig. 7), estas projegles estendem-se entre as células epiteliais, finalizando em uma
porgdo terminal dilatada, com intensa atividade AChE (Figs. 7, 8). A extremidade distal
dilatada situa-se externamente ao limite apical das células epiteliais, dispostas entre as
microvilosidades da borda em escova (Fig. 7C). Estas terminagGes especializadas
distribuem-se pela por¢do apical do epitélio diferenciado, se estendendo até cerca de
500 - 750 um ao longo da superficie de cada digito dos palpos em dire¢io proximal
(Fig. 8).

Observou-se uma faixa localizada abaixo do epitélio com processos neuronais
apresentando atividade AChE intensa, constituindo um sistema plexiforme, que pode
estar associado a inervagdo das fibras musculares lisas subepiteliais ali presentes (Figs.
6A, 8). Nao se pode descartar que alguns colaterais de processos sensoriais, também
AChE positivos, possam estar contribuindo para esta camada, similar a um plexo,
disposta abaixo do epitélio. Em algumas sec¢Ges em nivel dptico € possivel observar

projegdes dendriticas direcionando-se lateralmente na regido subepitelial (Fig. 8).
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Logo abaixo da camada epitelial encontram-se os corpos celulares de células
sensoriais de aspecto bipolar, dispostos em grupos colunares, com nucleos elipsoidais e
intensamente heterocromaticos. O aspecto agrupado destes corpos celulares confere
uma organiza¢do em feixes axonais perpendiculares ao epitélio (Fig. 5) que se projetam
em diregdo aos ganglios subepiteliais, ou seguem em dire¢do central externamente aos
génglios subepiteliais, porém em menor namero (Figs. 6C, 8A).

Os palpos labiais apresentam estruturas ganglionares que se localizam na por¢io
central de cada subdivisdo dos palpos e distam, aproximadamente, 300 pm da superficie
do epitelial sensorial. Os ginglios mostram a organizagdo tipica dos génglios dos
invertebrados, constituidos por um neuropilo circundado por agrupamentos celulares
que incluem somas neuronais e células gliais (Fig. 5). Alguns somas neuronais
encontrados no neuropilo de alguns cortes podem corresponder aos neurdnios
periféricos junto aos limites dorsais ou ventrais dos ganglios subepiteliais que aparecem
nos cortes horizontais que tangenciam estes limites ganglionares. Podem ser
encontrados dois tipos de neurdnios: pequenos (< 3 - 3,5 um), muito mais numerosos,
citoplasma reduzido, nicleo esférico ou alongado, heterocromatico e, em menor
numero, somas maiores (& 10 um), localizados de modo esparso nos géinglios
periféricos, maior volume citoplasmatico com nicleos grandes menos heterocromaticos
(Fig. 5 B).

Os ganglios nervosos dos palpos enviam ax0nios organizados em grandes feixes
que formam os nervos labiais. As por¢des mediais dos palpos sdo inervadas pelo nervo
labial superior (V par) e as por¢des laterais dos palpos pelo nervo labial lateral (ramo
anterior do VI par), ambos oriundos dos génglios cerebrais (Fig. 2).

A atividade AChE ganglionar dos palpes se restringe as porgdes periféricas do

neuropilo dos ganglios (Fig. 8A, 9). As fibras axonais com intensa atividade AChE
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seguem pelos ramos distais dos nervos labiais (Fig. 6). Na regido interna dos palpos,
entre os ginglios nervosos e as ramificagdes dos nervos labiais, existem grandes
extensdes de fibras musculares orientadas em diferentes diregGes.

Foram observadas projegdes axonais AChE positivas das células sensoriais em
direcdo aos ginglios dos palpos labiais, como também estendendo-se diretamente para
as porgbes proximais dos palpos, aparentemente sem passar pelos génglios (Figs. 6C,

8A).

1.2 - TENTACULOS ANTERIORES E POSTERIORES

Os tentaculos anteriores (orais) e posteriores (Opticos) localizam-se em posi¢io
rostral da cabeca e mostram-se distendidos quando o animal esta ativo (Fig. 4). Os
tentaculos anteriores estdo localizados muito proximos aos palpos labiais e durante as
atividades exploratorias do animal fazem, muitas vezes, contato direto e investigativo
com o substrato ou obstaculos encontrados (Fig. 4C, E). Os tentaculos posteriores, em
oposi¢do, ndo sdo observados fazendo contato com o substrato ou com objetos,
mantendo-se preferencialmente na posi¢do vertical. Ambos os Orgdos mostram
igualmente respostas de retrag@o frente a estimulos tateis.

Sédo estruturas bilaterais, cilindricas e recobertas por células pigmentadas como
toda a superficie dorsal do corpo do animal. Quando totalmente distendidos, pode-se
também observar um tecido de coloragdo e textura diferenciada na extremidade distal
dos tentaculos, formando um capuz com cerca de 1mm de largura no tentaculo optico e
0,5 mm no tentdculo oral (Fig. 4E). Neste ultimo, a por¢io apical diferenciada
apresenta-se pigmentada e com textura lisa, muito semelhante & encontrada nos palpos
labiais. Nos tentaculos posteriores, além do epitélio distal diferenciado esfé presente,

também, o par de olhos localizados distalmente no tentaculo, porém levemente
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deslocado para o lado medial desta por¢do apical diferenciada. (Fig. 4C). Um estudo
anterior do olho nesta espécie ja foi realizado (OSWALDO-CRUZ; BERNARDES,
1982).

Em sec¢les horizontais dos tentdculos retraidos, tanto anteriores como
posteriores, o epitélio diferenciado da porgéo apical do tentaculo diferencia-se de forma
clara do epitélio simples da porg¢io lateral dos tentaculos. Nos cortes de tentaculos
fixados na posi¢do retraida, o epitélio simples posiciona-se externamente ou recobrindo
a superficie apical diferenciada dos tentaculos (Figs. 12, 13).

No epitélio sensorial apical dos tentdculos observa-se uma Unica camada de
células epiteliais colunares disposta sobre uma camada laminar de tecido conjuntivo e
de células musculares lisas com o mesmo padrdo de organizaciio ja descrito para os
palpos labiais. O aspecto diferencial dos tentaculos € que estes possuem um outro tipo
de células subepiteliais com citoplasma granular, o que lhe confere um aspecto secretor
(Figs. 10, 12), dispostas em grupos na metade distal do tentaculo, ao redor do géinglio
tentacular. Células de padrido similar foram descritas anteriormente em tentaculo de
Helix aspersa como c€lulas neurosecretoras (LANE, 1962), embora, posteriormente,
tenha sido proposto para estas o papel de células glandulares epiteliais com secre¢des
mucosas, lipidicas e proteicas (CHASE; TOLLOCZKO,1985).

O epitélio da parte apical do tentaculo anterior, ou epitélio diferenciado,
apresenta termina¢des sensoriais as quais podem se estender até 900 um,
aproximadamente, em dire¢8o proximal quando os tentdculos encontram-se distendidos.
No tentaculo posterior o epitélio diferenciado se estende até cerca de 1600 um em
diregdo proximal, ao longo da superficie lateral dos tentaculos. Nos tentaculos a
configuracdo da distribuicio das terminagdes dendriticas no epitélio sensorial €

semelhante aquela encontrada nos palpos labiais, porém nos tentaculos anteriores as
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porgOes terminais das células receptoras sdo mais delgadas, evidenciadas por reagio
AChE um pouco menos intensa que os dendritos dos palpos (Fig. 11).

Tanto nos tentaculos orais como nos opticos os dendritos das células sensoriais
também possuem uma porg¢do terminal dilatada (Figs. 11B, 13D). Essa caracteristica
sera melhor detalhada nas analises ultraestruturais destes orgéos.

Abaixo dos epitélios tentaculares também foram encontradas fibras com
atividade AChE organizadas como um plexo subepitelial. Esta camada de fibras reativas
tem cerca de 50 - 80 um de espessura nos tentaculos orais (Fig. 11B) e cerca de 50 - 100
um nos Opticos (Fig. 13). Este plexo de fibras coradas coincide com a presenga de fibras
musculares lisas abaixo da camada subepitelial de tecido conjuntivo, melhor observadas
nas secg¢des ultrafinas.

Em ambos os tentaculos podem ser observados, & semelhanga do encontrado nos
palpos labiais, os grupos de corpos celulares sensoriais bipolares subepiteliais
organizados em colunas perpendiculares ao epitélio (Fig. 29). Os numerosos corpos
celulares que compdem estas colunas possuem nicleos bastante heterocromaticos, com
pouco citoplasma e medem cerca de 2 - 3 um de didmetro. Estas células sensoriais
bipolares enviam processos dendriticos curtos em diregdo ao epitélio diferenciado e
proje¢des axonais um pouco mais longas que se dirigem ao ganglio subepitelial (Figs.
10, 12).

Nos tentaculos anteriores, o géanglio subepitelial de aspecto arredondado (500
um de comprimento) envia prolongamentos ramificados em forma lobular ou
digitiforme para a regiio apical do tentaculo (Figs. 10, 11, 29). As projecdes
digitiformes s@o constituidas das fibras axonais que inervam todo o epitélio diferenciado
e estdo constituidas de fibras sensoriais AChE positivas (Fig. 11). No tentaculo

posterior o géanglio possui um maior tamanho (700 um de comprimento distal -
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proximal), e também possui proje¢Oes de aspecto digitiforme em dire¢io ao epitélio
sensorial (Figs. 12, 13). Estas projecdes dirigem-se as por¢des laterais e distais do
epitélio sensorial. (Fig. 13A, C).

Nos génglios dos tentaculos existem regibes diferenciadas circunscritas no
neuropilo ou na &rea cortical celular com maior atividade AChE, predominando no
cortex e nos chamados 16bulos que se direcionam distalmente (Figs. 11A, 13, 14). Os
dois tipos celulares corticais descritos nos génglios dos palpos labiais também sdo
encontrados nos tentaculos. As células gliais também sdo obsevadas entre os somas das
células corticais ganglionares e entre as fibras axonais no neuropilo.

A diferenga marcante que distingue o tentaculo posterior dos outros dois orgéos
descritos € a presenga do nervo tentacular e do olho (Fig. 13A, B). O nervo tentacular
olfativo, muito mais calibroso que o nervo optico e que os nervos labiais (nervos V e
VI) mostra grande quantidade de axdnios altamente reativos 8 AChE (Figs. 1, 13A, B).
Este nervo constitui-se de feixes de fibras com intensa atividade AChE, que se
direcionam aos génglios cerebrais (Fig. 14). Os nervos do tentaculo dptico (o olfativo e

o Optico) penetram no ganglio cerebral de cada lado pela superficie anterior.

2) ANALISE ULTRAESTRUTURAL DOS ORGAOS SENSORIAIS CEFALICOS

Dados ultra-estruturais do integumento dos palpos labiais, tentaculos anteriores e
posteriores revelam a presenga de um epitélio especializado que se apresenta na forma
de uma tunica camada de células colunares, as células de sustentagio. Como seria
esperado para o integumento dos pulmonados, os epitélios sensoriais também
apresentam diversas células secretoras (Fig. 17) com fungdes variadas. A descrigio

detalhada destes tipos celulares desvia-se dos objetivos deste estudo.
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As células epiteliais possuem em sua superficie apical elaboradas
microvilosidades de diferentes formas e tamanhos. Nas areas sensoriais estudadas neste
trabalho ndo foram encontradas células epiteliais ciliadas. As microvilosidades das
células epiteliais de sustentagdo, mais as das células sensoriais constituem uma
complexa borda em escova que pode se apresentar subdividida em duas camadas: uma
subcamada de microvilosidades entrelagadas, referida como camada esponjosa (segundo
revisio de Luchtel, 1994), e a camada mais apical com ramos terminais de
microvilosidades retilineas.

Os dendritos das células sensoriais se estendem entre as células epiteliais de
sustentacio formam terminagOes sensoriais no epitélio as quais podem apresentar
microvilosidades e cilios ou apenas microvilosidades na extremidade apical. Com base
na ocorréncia dos tipos e namero de projecdes apicais das terminagdes sdo classificados
os tipos de células receptoras. O citoplasma dos dendritos distingue-se por ter aspecto
menos elétron-denso que as células de sustentagdo e mostram caracteristicas de
processos neuronais, com neurofilamentos e microtibulos longitudinais isolados ou em
feixes, numerosas mitocOndrias alongadas e reticulo endoplasmatico liso. Os dendritos
podem ser encontrados no epitélio simples, onde ndo existe camada esponjosa (Fig. 16).
Os dendritos sensoriais estendem-se em diregdo a porgdo subepitelial, ao pericario
situado sob a superficie sensorial, do qual partem processos axonais em dire¢do aos
ganglios periféricos destes 6rgos sensoriais.

As diferentes formas, nimeros e tamanhos das especializacdes apicais dos
dendritos sensoriais sfo descritas para cada um dos Orgdos sensoriais cefalicos,

ressaltando a ocorréncia e descri¢do estrutural especificada para cada estrutura.
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2.1 - PALPOS LABIAIS

Existe uma diferenga macroscopica na aparéncia dorsal e ventral dos palpos
labiais que € a presenga de pigmentos na porgdo dorsal e ventralmente uma colorag@o
mais clara com o mesmo aspecto do restante do pé do animal. No entanto, o epitélio
especializado da ponta dos palpos apresenta-se uniformemente mais claro e liso (Fig.
4C, E). Embora apresente este fenotipo uniforme, ainda existe um lado dorsal e um
ventral e isso pode significar a presenca de diferentes caracteristicas epiteliais, assim
como diferencas na distribuigio dos receptores. Por isso, foi considerado o carater
dorsal/ ventral dos palpos para os quais s@o descritas as caracteristicas de cada epitélio.

O epitélio especializado dos palpos apresenta células colunares epiteliais ndo
especializadas, ou células de sustentagdo que podem conter muitas mitocondrias
alongadas dispostas no citoplasma sob uma forma aglomerada (Fig. 16). Um grande
nicleo eliptico ¢ situado, geralmente, no centro ou no tergo inferior da célula (Fig. 16B).
Algumas células de sustentagdo também contém granulos de secre¢do e pigmentos,
corpos multivesiculares, lisossomos em diferentes estdgios de maturagdo e vesiculas
lipidicas na porgéo apical do citoplasma (Figs. 17A, B).

As projegdes apicais citoplasmadticas das células epiteliais de sustentagfio dos
palpos se estendem por 1, 8 - 2, 1 um e possuem entre 0, 07 - 0, 10 um de largura com
finos filamentos axiais em seu centro (Fig. 18). A camada esponjosa com 1, 8 - 2, 2 um
de espessura (Figs. 18 - 20) correspondé a camada proximal da borda em escova
constituida de microvilosidades enoveladas. A camada externa da borda em escova é
constituida de ramos terminais, que podem ser ramificados, de microvilosidades
retilineas com filamentos axiais bem evidentes. Os ramos terminais acima da bifurcacdo

possuem 1 um de comprimento e didmetro entre 0, 5 - 0, 8 um (Figs. 18, 20). A camada
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esponjosa estava presente nas superficies dorsal e ventral do epitélio e ndo foi
encontrada nas porgdes laterais dos palpos ou dos tentaculos.

As células de sustentagdo s3o unidas lateralmente umas as outras e aos dendritos
sensoriais por zonula adhaerens distais e abaixo destas por longas jungdes septadas que
apresentam septos paralelos que ligam as duas membranas plasmaticas das células
adjacentes. (Fig. 20, 22C). Na regido abaixo das jungbes septadas as membranas
plasmaticas do terco inferior das células epiteliais sdo intimamente interdigitadas (Fig.
19A).

Distribuidas entre as células de sustentagio estdo as células receptoras (Figs. 18
B, 19, 20) que em secgdes transversais mostram formato circular com diametros
variados (Fig. 21 B). Localizados em meio a borda em escova estdo as por¢des distais
dos dendritos sensoriais que podem se apresentar em depressdes ou saliéncias na
superficie apical. Freqiientemente, a porgdo apical dos dendritos sensoriais possui
didmetro levemente maior que nos segmentos mais basais dos dendritos (Figs. 18B -
21A). A maioria dos dendritos sensoriais dispdem-se de forma intercalada por uma ou
mais células de sustentagio ou células glandulares adjacentes.

A superficie livre dos processos dendriticos dos palpos apresenta especializagoes
estruturais variadas, que podem se localizar superiores 4 camada esponjosa ou inseridas
nesta (Figs. 18B, 19A). As caracteristicas que distinguem os diferentes tipos de
especializagdes distais dendriticas estdo baseadas na presenga, quantidade e tipos de
cilios e/ou microvilosidades e na presen¢a ou nio de invagina¢io da membrana apical
das células receptoras. Independente da especializag@o apical, os dendritos apresentam o
mesmo tipo de citoplasma, o que lhes confere uma caracteristica que facilita sua
identificacdo, embora alguns dendritos possam apresentar citoplasma elétron-lucido,

aspecto discutido posteriormente. Nos palpos de M. abbreviatus foram identificados
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dois tipos de especializagdes na porgdo distal dos dendritos sensoriais, presentes tanto
no epitélio ventral como dorsal. Ndo foram observadas diferencas qualitativas em
relagdo as superficies dorsal e ventral, mas sim diferencas quantitativas das

especializagdes distais dos processos dendriticos.

Receptores com microvilosidades

Foram identificados receptores com microvilosidades apicais freqiientemente
projetadas para o exterior da camada esponjosa. Estes constituiam dois tipos principais:
(a) microvilosidades finas (Figs. 18B, 19A) e (b) microvilosidades grossas (Fig. 19). Os
dendritos com microvilosidades finas possuem um citoplasma mais elétron-licido em
relagdo aos dendritos com microvilosidades espessas € possuem menor quantidade de
mitocondrias (Fig. 18 B). Alguns dendritos sensoriais portadores de microvilosidades
finas possuem uma microvilosidade central de aspecto rigido e elétron-densidade
aumentada dos filamentos de actina, com didmetro aumentado em relacdo as outras
microvilosidades da célula. Essa descricdio condiz com um estereocilio de células
mecanorreceptoras de vertebrados, os quais sdo constituidos de feixes de filamentos
finos de actina (Fig. 19A, A’). Embora os receptores portadores de microvilosidades
tenham sido observados nas superficies dorsais e ventrais, foram mais freqiientemente

encontrados na superficie dorsal.

Receptores com cilios e microvilosidades finas

Os cilios foram encontrados freqiientemente agrupados em quantidades
varidveis. Neste tipo de dendrito, os cilios estdo dispostos em uma depressdo junto ao
limite basal da camada esponjosa e surgem no centro da depressdo (Figs. 18B, 20) entre

finas microvilosidades. Os corpos basais dos cilios podem ser observados em alguns
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dendritos (Fig. 21A). Em secgOes transversais foi possivel contar conjuntos de 6 até 13
cilios por célula que possuem a organizagdo interna de nove pares de microtibulos
periféricos € um par central.(Fig. 21B). Quando em maior niimero, os cilios estendem-
se paralelamente e proximos uns aos outros, formando tufos de cilios. A presenca de
dendritos sensoriais ciliados foi muito mais freqiiente na superficie ventral dos palpos,

enquanto na superficie dorsal foram observados em menor numero.

Células sensoriais

Na regido subepitelial foram observados agrupamentos de neurdnios bipolares,
as quais formam as colunas perpendiculares ou lébulos, de acordo com o que foi
visualizado com a microscopia oOptica (Fig. 15). Tais neurdnios enviam prolongamentos
dendriticos para o epitélio sensorial e ax0nios para a regiio ganglionar subepitelial. Os
axOnios organizam-se em feixes que penetram nas projegGes digitiformes que o ganglio
subepitelial emite. Localizadas entre as células musculares, as células que formam essas
colunas possuem os micleos levemente alongados no eixo longitudinal com cerca de 4 -
6 pum de diametro, os quais possuem agregados de cromatina, bem como nucléolo

esférico e conspicuo (Fig. 22B).

Ganglios subepiteliais

A reatividade da enzima AChE em nivel ultra-estrutural, revelada pela técnica
de Lewis e Shute, foi detectada de forma mais evidente no interior dos ginglios
subepiteliais dos palpos labiais. Regifes delimitadas com a presenga da reacgdo
histoquimica foram observadas, principalmente, proximas a regido periférica dos

ganglios (Figs. 24B, 25).
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Os corpos celulares neuronais localizados na periferia dos ganglios possuem
miicleos em geral arredondados, cromatina condensada e s3o proporcionalmente grandes
em relacdo ao citoplasma reduzido (Figs. 23, 24, 25). No citoplasma destes neurénios
foram identificadas mitocondrias, RER, REL, complexo de Golgi, lisossomos, granulos
de glicogénio e vesiculas associadas ao complexo de Golgi. As mitocondrias alongadas
ou arredondadas encontravam-se distribuidas pelo citoplasma, assim como os granulos
de glicogénio. Vesiculas claras foram encontradas em associagdo com o complexo de
Golgi e RER bem desenvolvido ao redor do niicleo (Fig. 25).

As células gliais possuem um micleo menor que os dos neurdnios, mas também
possuem granulos de heterocromatina e possuem formato poligonal variado (Figs. 27B,
36). Os prolongamentos emitidos pelas células gliais sdo ehcontrados envolvendo
grupos de terminagSes ou ramos pré-terminais no neuropilo (Fig. 27), somas neuronais
e axOnios. Entre as células neuronais e por¢des do neuropilo central foram encontrados
prolongamentos gliais com filamentos intermedidrios e, eventualmente, gliagrana (Figs.
23, 24, 25). No pericario das células gliais também podem ser distinguidos filamentos
intermediarios e granulos de glicogénio (27A). As projecGes gliais periganglionares
podem aparecer como projegdes simples (Fig. 25A) ou dispostas como redes lacunares
(Fig. 26A).

Foi possivel distinguir atividade AChE em intimeras fibras axonais pré-terminais
ou terminais no neuropilo ganglionar. A atividade AChE foi detectada externamente
junto & membrana dos processos neuronais (Figs. 24, 25).

As vesiculas sindpticas presentes nos axonios variam em quantidade e tipo,
geralmente os granulos secretores e vesiculas elétron-lucidas podem ser encontradas em

um mesmo terminal (Fig. 26), embora popula¢des segregadas de ambos os tipos de
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vesiculas tenham sido também observadas. As sinapses identificadas foram do tipo
simétricas e assimétricas.

No neuropilo dos géanglios dos palpos labiais foram encontradas terminagdes
_ axonais que estavam envolvidas por até oito proje¢des axonais terminais ou pré-
terminais (Figs. 26, 28). Estruturas sinapticas como as desse tipo sdo descritas como
glomerulares. Estas regiGes podem estar razoavelmente circunscritas dentre as demais

terminagGes axonais neuropilares.

2.2 - TENTACULOS ANTERIORES E POSTERIORES

Nos tentaculos orais e Opticos o integumento € composto pelo epitélio
especializado formado pelas células de sustentagdo, dendritos sensoriais e células
glandulares.

Abaixo do epitélio localiza-se a membrana basal que separa as cé€lulas epiteliais
das células musculares lisas e dos ginglios tentaculares com suas subdivisdes
digitiformes. As células colunares do epitélio diferenciado localizado na porgo apical
dos tentaculos seguem a mesma morfologia das células de sustentacio descritas para os
palpos labiais. S3o células altas com nucleos alongados que se localizam na metade
basal das células (Figs. 30, 37) e apresentam mitocondrias alongadas, embora em menor
numero na por¢do apical comparada com os dendritos sensoriais. A porgdo apical do
citoplasma das células de sustentacdo possui uma grande concentracdo de granulos
pigmentados, vesiculas de tamanhos variados e corpos lamelares (figuras de mielina).
Estas tltimas também s3o encontradas em grande quantidade externamente, na camada
esponjosa (Figs. 30, 37). A jun¢do apical entre as células adjacentes é feita por jungBes
do tipo zonula adhaerens e jungdes septadas, localizadas abaixo destas, e interdigitagSes
da membrana plasmatica unem as porgdes laterais mais basais (Figs. 31, 33, 38, 39).
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A superficie livre epitelial dos tentaculos orais e Opticos também mostra, como
os palpos labiais, uma camada complexa de especializagbes citoplasmaticas apicais das
células de sustentagdo. A camada mais distal é formada pelos ramos terminais retilineos
e a camada logo acima da superficie apical das células de sustentagdo, dita egponjosa, é
formada por processos plasmaticos que se dispdem de maneira enovelada (Figs. 30, 33,
39, 40). Os ramos terminais sd3o formados por projecdes citoplasmaticas das células
epiteliais de sustentag@o, que atravessam a camada esponjosa e alcangam a camada livre
epitelial superior terminando em microvilosidades alinhadas verticalmente (& de 0,11-
0,15 um), podendo se ramificar em dois ou trés ramos terminais mais finos (<& 0,07-0,1
um). Estas microvilosidades longas (2,5 um do segmento que atravessa a camada
esponjosa + 0,75 um de ramo terminal) possuem filamentos de actina em seu centro que
se estendem do citoplasma do interior da célula e terminam na base das ramificagdes
terminais (Figs. 30, 33, 39). A camada esponjosa € distribuida por toda superficie
epitelial diferenciada e ¢ muito mais desenvolvida nos tentaculos (cerca de 2-3 um) do
que nos palpos labiais (Figs. 30, 32, 37, 38).

Uma grande quantidade de dendritos sensoriais pode ser observada em qualquer
plano de seccdo dos tentaculos. Os dendritos localizam-se entre as células de
sustentacio e células glandulares, sendo facilmente identificados pelo citoplasma
elétron-lucido rico em mitocdndrias e neurofilamentos (Figs. 31, 38). Em secg¢Ges
horizontais pode se observar a porgéo apical dos dendritos - levemente alargada em
relacdo as porgBes basais imersas entre as células de sustentacdo afilando-se
progressivamente em dire¢do aos seus somas (Figs. 30, 37). Uma depressio da
superficie apical dos dendritos porta os diferentes tipos de terminagbes sensoriais, as

quais estdo sempre localizadas na camada esponjosa. As especializa¢des dos dendritos
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ndo ultrapassam a camada esponjosa, sejam cilios ou microvilosidades (Figs. 33, 34, 39,
40).

As termina¢les sensoriais nos tentaculos orais e Opticos possuem
especializacGes variadas inseridas na camada esponjosa. Foram observadas nos
tentaculos, tanto anteriores como posteriores, terminagdes sensoriais constituidas apenas
de microvilosidades (Figs. 32, 33A, 38, 40B) e terminagdes contendo cilios e
microvilosidades finas. As termina¢Ges que contém cilios predominaram em relagdo as
que possuem somente microvilosidades. Foram encontradas terminagdes ciliadas
constituidas de até 11 cilios distribuidos entre microvilosidades finas (Figs. 31, 32, 39
B, 40 A). Um outro tipo de terminagio ciliada encontrada somente nos tentaculos
anteriores, era constituida de um unico cilio presente centralmente em uma depressdo no
dendrito, juntamente com microvilosidades circundantes (Fig. 33 B).

O génglio tentacular subepitelial, tanto nos tentaculos orais como dpticos, possui
a organizagdo morfologica usual dos invertebrados superiores, com agrupamentos
periféricos de corpos celulares e um neuropilo interior. As células gliais foram
encontradas tanto na porgdo cortical como neuropilar. As terminagOes axonais
encontradas no neuropilo dos géanglios tentaculares apresentavam pequenas vesiculas
claras e vesiculas elétron-densas (¢ 50-100 nm) que poderiam co-existir no mesmo
terminal ou ser encontradas segregadas em distintos terminais. Nas regides neuropilares
que foram observadas, as vesiculas claras eram mais numerosas. Foram observadas
sinapses simétricas e assimétricas no neuropilo (Figs. 35, 36, 41). Algumas zonas
circunscritas no neuropilo central podem ser reconhecidas, com caracteristicas de
glomérulos por apresentarem terminagdes axonais fazendo contato com varias outras
terminagdes simultaneamente. Nem sempre as zonas ativas estavam no plano de secgio

que foi analisado e fotografado.
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Figura 1. Representacio esquemadtica do tentaculo Optico esquerdo, com a
projecdo dos nervos peritentacular (npt), optico (NOp) e olfativo (NOI) aos
ginglios cerebrais, visualizados em um plano de secgéo dorsal & comissura
cerebral. Os lobos pro-cérebro (prc), mesocérebro (mc); mtc, metacérebro;
pos-cérebro (psc); lobo pleural do pos-cérebro (plpsc); lobo pedal do poés-
cérebro (ppsc); estdo indicados. O, olho; EO, epitélio olfativo; GT, génglio
tentacular; CD, glandula corpo dorsal; mrt, misculo retrator do tentaculo;
mteg, musculo tegmentar (modificado de Chase e Tolloczko, 1993).

Figura 2. Vista lateral esquerda esquematica do ganglio cerebral (GC) e do
nervo labial superior (5) esquerdo de M. abbreviatus, estendendo-se até a
regido labial inervada por este nervo. A porgéo lateral dos palpos € inervada
pelo nervo labial lateral, ramo anterior do 6° nervo cerebral. E, esofago; B,
boca; 6, nervo que se divide em nervo tentacular anterior (ramo posterior) e
nervo labial lateral; 7, nervo faringeal; 8, conetivo cérebro-bucal; 9, conetivo
cérebro-pedal; 10, conectivo cérebro-pleural. Escala: 2 mm.
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Figura 4. Fotografias de Megalobulimus abbreviatus, mostrando a
localizacio dos Orgdos sensoriais cefdlicos ¢ suas posi¢des relativas em
atividade. A e B, vista dorsal da cabeca do animal com palpos ¢
tentaculos totalmente distendidos. Nos tentaculos posteriores observa-
se em destaque a pigmentacio do epitélio especializado. D, vista
ventral dos palpos onde pode-se observar as 9 subdivisdes do orgéo. C
e E, posicbes mais comuns do animal quando em atividade. Em C, os
tentidculos posteriores estdo. estendidos lateralmente, os tentaculos
anteriores ¢ os palpos tocam perpendicularmente o solo. Em E,
posicionamento paralelo ao solo dos palpos e tentaculos anteriores.
Notar em C, E ¢ F, as pontas dos palpos labiais visiveis com coloragio
mais clara {corresponde ao epitélio diferenciado). D e E, as pontas do
tentdculos anteriores estio em destaque (circulos). Seta vazada, boca;
seta preta, tentaculo anterior; seta branca, tentaculo posterior; circulo,
ponta do tenticulos anteriores e posteriores com epitélio diferenciado;
entre chaves, ponta dos palpos labiais com epitélio diferenciado; ponta
de seta preta, por¢éo cilindrica dos palpos; ponta de seta vazada, porgdo
achatada dos palpos; P, pé; O, olho. Barra: 1cm.
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Figura 5. Fotomicrografias de cortes horizontais dos palpos labiais de
Megalobulimus abbreviatus. A. Epitélios apicais especializados dos
palpos (retangulos) distintos dos epitélios ndo especializados laterais
(seta preta). Os génglios subepiteliais (GS) apresentam regides
periféricas de agrupamentos de somas neuronais (cabegas de seta
duplas) e neuropilo central, onde podem ser encontrados alguns poucos
somas neuronais {circulo). Ramificag8es dos glnglios estendem-se até
o ‘epitélio (estrelas). Na regido subepitelial destacam-se os grupos de
células sensoriais = reunidas em colunas (seta branca) B.
Fotomicrografia de maior aumento mostrando detalhes do epitélio
sensorial. A borda em escova deste epitélio pode ser observada (elipse)
e corresponde as projecGes apicais das células epiteliais, cujos nicleos
(asterisco) sfio visiveis. As colunas de células (hexagono) subepiteliais
correspondem ao corpo celular das células sensoriais, cujas projegdes
dendriticas estendem-se entre as células epiteliais. As projegdes dos
ganglios subepiteliais (cabega de seta) tamabém seguem a organizagio
de de somas neuronais perifericamente e ax8nios centrais. Dois tipos de
somas neuronais s3o observados no ganglio subepitelial: um tipo mais
freqiiente, de menor tamanho (setas vazadas) e somas de maior
tamanho e menos freqiientes (setas pretas). Pequenos grupos de células
sdo visiveis no centro do neuropilo {seta curva), Técnica: HE. Barras:
A:300pm, B:100um.
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Figura 6. Fotomicrografias de cortes horizontais dos palpos labiais de
Megalobulimus abbreviatus, submetidos 2 técnica da AChE. A.
Regites de intensa atividade da enzima na periferia dos génglios
subepiteliais (GS) ¢ nas projeces proximais dos nervos que seguem
em diregio central. No epitélio diferenciado, pontos mais escurecidos
destacam a diferenciagio apical das células receptoras deste epitélio
(seta curva). As projecdes de algumas células sensoriais podem ser
acompanhadas até o ganglio subepitelial (setas pretas). Na regido
subepitelial ha a presenca de uma camada de intensa atividade AChE,
de fibras dispostas paralelamente 4 superficie epitelial, como um plexo
subepitelial (seta branca). Estas e outras fibras com reatividade nio séo
visualizadas em sec¢3o controle (B), tratada com eserina, inibidor da
atividade colinesterasica. C. EspecializacOes distais dos receptores séo
mais concentradas na area central do epitélio sensorial (colchete),
embora também possam estar presentes mais lateralmente (seta larga)
emitindo suas proje¢des aos ginglios (GS). Barras: A: 300 um, B: 100
um, C: 200 um.
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Figura 7. Fotomicrografias de cortes horizontais dos palpos labiais de
Megalobulimus abbreviatus, submetidos & técnica de AChE. A.
Regibes AChE positivas na periferia do génglio subepitelial (GS). Uma
projec@o pode ser acompanhada estendendo-se do epitélio (asteriscos)
de modo paralelo ao GS, parecendo n3o fazer conexfio com o génglio.
B. ProjecBes periféricas dendriticas AChE-positivas (seta curva)
estendendo-se em dire¢3o subepitelial, outras fibras com reatividade
moderada projetam-se somente até a base do epitélio (seta bidirecional).
No epitélio, observam-se as porgles dilatadas dos receptores (seta
vazada) na camada externa, na borda em escova. C. Detalhe em maior
aumento dos receptores (r) com sua terminagdo especializada com
intensa reatividade AChE, disposta externamente ao limite apical das
células epiteliais, entre as especializagBes apicais do epitélio (linha
curva). O ramo dendritico das células receptoras na camada epitelial
(seta) e na regifio subepitelial (seta branca com listras) também
mostram atividade AChE. Na base do epitélio, fibras reativas paralelas
a superficie parecem estar associadas ds projegbes dendriticas
subepiteliais (seta curva), D. Uma dobra do tecido pemmitiu a
visualizagdo simultdnea dos receptores em plano horizontal (seta
branca) e transversal (setas pretas). As cabegas de seta indicam as
projectes da célula receptora na camada subepitelial. Barras: A: 200
pm, B: 50 pm, C: 15 um, D:100 um.
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Figura 8. Fotomicrografias (montagem) de cortes horizontais dos
palpos labiais de Megalobulimus abbreviatus, submetidos a técnica de
AChE. A. ProjecBes das células receptoras, paralelas a superficie,
mostram atividade AChE (setas pretas no limite basal do epitélio),
assim como outras ramificagOes paralelas observadas na regido
subepitelial (setas brancas) e projecdes perpendiculares (setas curvas)
que se direcionam ao génglio subepitelial (GS). Podem ser observadas,
ainda, regides do glnglio com intensa atividade AChE (asteriscos). Be
. TerminagBes receptoras no epitélio em destaque com atividade
AChE, onde podem ser observadas as proje¢Oes laterais (cabegas de
seta) e as perpendiculares, em dire¢io ao géinglio, das células
sensoriais. Notar {em B) a borda em escova no epitélio (colchete impar)
¢ a terminagdo receptora em forma de cogumelo, 2 direita (em C).
Barras: 100 um.
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150 um

Figura 9. Representacio esquematica de secgiio horizontal dos palpos labiais
de Megalobulimus abbreviatus submetido a técnica de Karnovsky e Roots
para deteccdio da atividade AChE. O desenho resume os elementos neurais
identificados com esta técnica: extensGes ganglionares em dire¢@o ao epitélio
(GSr), células receptoras no epitélio sensorial, com suas terminagOes
dendriticas destacadas também com atividade AChE (pontos pretos), ¢ os
processos axonats (ramo proximal) dos neurdnios sensortais, destacados pela
atividade AChE. Estio presentes também fibras subepiteliais paralelas ao
epitélio com reatividade (setas). As projegdes axonais das células sensoriais
penetram nos ramos distais (GSr) dos génglios subepiteliais. Algumas poucas
projecOes axonais com atividade AChE estendem-se paralelas aos ginglios
em diregio central nos palpos labiais. Ndo foi visualizada atividade AChE no
citoplasma perinuclear dos corpos neuronais bipolares (aferentes primarios)
que localizam-se em colunas na regido subepitelial. As areas hachuradas
representam as regides ganglionares com atividade acetilcolinesterasica. A
linha pontilhada representa apenas a delimitag@o basal do epitélio.
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Figura 10. Fotomicrografias de secgBes longitudinais dos tentaculos
anteriores de Megalobulimus abbreviatus. A. Organizagdo geral do
tentaculo oral, no qual se observa o epitélio sensorial (seta) e uma
densa camada de células subepiteliais, dispostas em colunas de células
sensoriais (colchetes). Células secretoras (setas cruzadas) agrupadas ao
redor do génglio subepitelial (GS). O ginglio subepitelial localiza-se
entre feixes musculares do tentaculo (M) e apresenta
caracteristicamente grupos de somas neuronais em sua periferia ¢
ocasionais grupos pequenos no neuropilo central. B. Detalhe da
fotomicrografia A, no qual pode se observar o epitélio sensodal e sua
borda em escova (elipse). As colunas de células sensoriais na regido
subepitelial (colchetes) interpdem-se entre os processos (distais) dos
dendritos sensoriais do epitélio e os processos axonais (proximais). Na
zona cortical do ganglio subepitelial (GS) podem ser observados dois
tipos celulares: numerosos neurdnios de menor tamanho (seta curva) ¢
somas maiores (seta). HE. Barras: A: 200 um, B: 100 um.
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Figura 11. Fotomicrografias de cortes longitudinais dos tentaculos
anteriores de Megalobulimus abbreviatus, sabmetidos a técnica de
ACHE. A. Células receptoras com reatividade no epitélio (circulos),
emitindo projecBes ACRE positivas (setas brancas) para os iébulos
(asteriscos) do ganglio subepitelial (GS). Observar na regido
subepitelial 2 intensa atividade AChE que pode ser atribuida a fibras
paralelas a superficie (seta bidirecional), B. Os receptores, que podem
ser observados com maior detalhe (seta), ndo possuem uma dilatagio
tdo proeminente como nos palpos labiais e essas discretas dilatagdes
estio localizadas na borda em escova. Os colchetes salientam a intensa
atividade AChE da camada subepitelial deste orgdo, o que revela a
existéncia de um plexo subepitelial. As projecGes dos neurdnios
receptores (seta dupla) com reatividade direcionam-se ao géanglio
subepitelial. Barras: A: 200 pm, B: 100 pm.
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Figura 12. Fotomicrografias de sec¢des longitudinais dos tentaculos
posteriores de Megalobulimus abbreviatus, corados com HE. A.
Organizac8o geral do tentaculo posterior. Em funcfo da retracio do
tentaculo no momento da fixacio do orgio, o tecido epitelial da porgéo
basal do tentaculo (setas) estd presente nestas secgdes disposto
superiormente ao epitélio sensorial abaixo. O génglio tentacular (GT)
esté localizado entre feixes de musculos intrinsecos tentaculares (M) e
ramifica-se em projegdes mais estreitas e digitiformes para o epitélio
(estrelas). B. Detalhe da fotomicrografia A. Pode-se observar a borda
em escova {colchetes). As projecdes digitiformes (estrelas) do ganglio
subepitelial {GT) do tentadculo Optico mostram a estrutura caracteristica
de somas neuronais corticais ¢ neuropilo central. Entre estes digitos
estdo dispostos grupos de células “secretoras” com citoplasma com
certa acidofilia (setas cruzadas). A porgdo perinuclear dos somas das
células sensoriais, organizam-se em colunas (chaves) que envolvem os
processos que as ligam aos ramos ganglionares digitiformes. Barras: A:
200 pm, B: 100 um.






ResvLrapos

Figura 13. Fotomicrografias de cortes longitudinais dos tentaculos
opticos de Megalobulimus abbreviatus, sabmetidos & técnica de AChE
de Kamovsky e Roots. A, Nervo olfativo (NOL) com intensa atividade
AChHE, estendendo-se do ginglio subepitelial (GT), através dos feixes
de misculos intrinsecos tentaculares (M), em direg8o aos ginglios
cerebrais. Na regidio distal do ginglio originam-se processos
digitiformes (estrelas) com éareas distais AChE positivas. Observam-se
projegOes paralelas 4 superficie com intensa atividade AChE (seta
bidirecional), constituindo um plexo subepitelial. ProjecGes aferentes
ACHE positivas seguem em dire¢do aos prolongamentos ganglionares
digitiformes (setas brancas). B. Secco longitudinal lateral do tentaculo,
ao nivel do olho (O) e nervo optico (NOP). Os olhos estdo levemente
deslocados da linha medial dos tentaculos posteriores, de maneira que
n#o € possivel a visualizagdo simultinea, neste plano de secgo, com o
ganglio subepitelial, o qual se situa em uma posi¢io central no
tentaculo. Neste plano de secgiio mais lateral do tentaculo visualiza-se a
grande quantidade de processos neuronais (X) no percurso em direcfo
ao ganglio tentacular e o plexo subepitelial (cabeca de seta). C. Detalhe
da fotomicrografia A. Receptores podem estar localizados lateralmente
no tentaculo (regifio da elipse) enviando projecdes AChE positivas (seta
preta) para o ganglio (GT). As células receptoras localizadas na porgdo
distal do tentaculo emitem projegdes para as porgdes distais dos digitos
ganglionares (setas brancas). D. Observar a borda em escova
{colchetes) e as terminagdes dendriticas (circulos) reativas no interior
desta borda. As ramificacbes paralelas e perpendiculares (cabegas de
seta) com atividade AChE formam o plexo subepitelial. Barras: A ¢ B!
300 um, C: 200 uym, D: 100 um,
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Figura 14. Representacdo esquematica de secc@io longitudinal do tentdculo
posterior de Megalobulimus abbreviatus submetido 2 técnica de Karnovsky e Roots
para detec¢do da atividade acetilcolinesterdsica. O desenho resume os elementos
nervosos que mostram atividade desta enzima. O nervo olfativo (NOL) liga o
ganglio subepitelial (GS), com suas éreas neuropilares marcadas, aos ganglios
cerebrais. Partes das projegdes digitiformes do GS em diregio ao epitélio sensorial
também mostram reatividade (cabegas de seta). As terminagdes dendriticas no
epitélio sensorial {(pontos pretos), os prolongamentos dendriticos destas células
sensoriais que atravessam o epitélio e os processos axonais que ligam estas células
as projecdes digitiformes do génglio subepitelial estdo destacados pela atividade
AChE. A linha pontithada subepitelial corresponde a delimitagio do epitélio, a qual,
neste caso, coincide com a regido subepitelial AChE positiva.



RESULTADOS

Figura 15. Fotomicrografias de secgdes semifinas horizontais do
epitélio diferenciado dos palpos labiais de Megalobulimus abbreviatus
corados com azul de toluidina. A. Na regifio subepitelial, podem ser
observados os corpos celulares das células sensoriais (setas brancas)
dispostos em colunas perpendiculares a superficie. O nicleo destas
células possui nucléolo evidente (cabeca de seta) e condensamentos de
cromatina. A regido delimitada no epitélio do palpo labial corresponde,
aproximadamente, 4s 4areas mostradas nas eletromicrografias das
figuras 16 2 22 A. B. Géinglio subepitelial (GS) dos palpos com grupos
celulares (seta preta) dispostos na periferia do génglio, circundando o
neuropilo central. A 4rea subepitelial em elipse corresponde a regido
das colunas celulares mostrada na eletromicrografia 22 B. O reténgulo
que destaca o géinglio subepitelial equivale as 4reas das

eletromicrografias 23 2 28, Barras: A ¢ B: 70 um.
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Figura 16. Eletromicrografias de sec¢fes horizontais dos palpos labiais
de Megalobulimus abbreviatus, mostrando as células de sustentagdo que
constituem um epitélio colunar simples. Estas células possuem os
ntcleos (N) em posicio basal com RER abundante distribuido ao redor
deste. Existem mitocbndrias (m) em grande quantidade na porgdo apical
e também podem ser observadas na porgio basal, Abaixo das células
epiteliais estd localizada a 18mina basal (B) que aparece estendendo-se
entre 0s espagos intercelulares. B. Eletromicrografia de detalhe da regido
apical das células de sustentagiio onde as mitocOndrias (m) apicais
agrupadas podem ser observadas com maior detalhe, assim como as
jungdes celulares apicais: zonula adhaerens (Za), jungdes septadas (Js) e
as interdigitacdes laterais das membranas das células (Ic). O nacleo (N)
possui adensamentos de cromatina (estrela). Observar RER abundante ao
redor do nicleo (setas) e em menor quantidade na porgdo apical das
células, entre o grupo de mitocdndrias. A regido delimitada corresponde a
eletromicrografia C, onde podem ser observadas as cristas mitocondriais
(seta preta) ¢ RER (seta branca). MV, microvilosidades; DS, dendrito
sensorial. Barras: A: 2 um; B: 1 um.
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Figura 17. Eletromicrografias de sec¢Oes horizontais dos palpos labiais
de Megalobulimus abbreviatus, onde podem ser observadas células
secretoras entre as células de sustentacdo. A. Célula com contetdo
armazenado (S) e extenso RER. L, lipideos; N, nicleo da célula de
sustentacdo. B. Célula secretora (8) liberando seu contetdo para o meio
externo, entre as microvilosidades (MV) do epitélio. Lisossomas em
diferentes estagios de maturagdo (Li) podem ser observados na célula

ao lado. Barras: Ae B: 2 um.



/%W‘*/"




RESULTADOS

Figura 18. Eletromicrografias de sec¢des horizontais dos palpos labiais
de Megalobulimus abbreviatus. A. Processos citoplasmaticos finos
(PC) das células de sustentagfio se ramificam apicalmente para formar
uma porgéo terminal (PT). A densa camada esponjosa (CE), que ocorre
entre as porgdes terminais ¢ a superficie apical das células de
sustentagdo, € formada por um emaranhado de microvilosidades dessas
células. As proje¢Bes citoplasméticas apresentam fibrilas axiais {cabeca
de seta) que seguem pelas projecBes retilineas que atravessam a
camada esponjosa até a porcio distal. Estas porgbes finais das
proiecdes (PT) sdo freqgiientemente ramificadas e apresentam elétron-
densidade aumentada em sua ponta. B. Entre as células de sustentacdo
podem ser observados trés dendritos sensoriais de elétron-densidades
diferentes. DS1 € um dendrito com cilios (estrela) e finas
microvilosidades, possut maior elétron-densidade. DS2 possui
citoplasma  elétron-transparente, escassez de organelas e
microvilosidades finas na por¢io apical (MV). DS3 também possui
microvilosidades finas e mitocOndrias alongadas em seu citoplasma.
Pode se observar REL (seta vazada) nos dendritos DS2 e DS3. Nas
células de sustentagio sfo observadas mitocOndrias e corpos
multivesiculares (seta branca). Notar a elétron-densidade aumentada
das juncbes celulares na superficie apical do epitélio e as imbricadas

interdigitacdes celulares. Barras: A: 2 pm; B: 1 um.
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Figura 19. Eletromicrografias de secges horizontais dos palpos labiais de
Megalobulimus abbreviatus, com a presenga de dendritos sensoriais
presentes no epitélio diferenciado dos palpos. A, Trés tipos de dendritos
sdo identificados: DS1 € um dendrito sensorial com microvilosidades mais
espessas, DS2 contém microvilosidades finas e DS3 possui
microvilosidades finas um estereocilio central (estrela). A regifio
delimitada & mostrada em maior aumento na figura A’, notar os filamentos
do estereocilio. A porgio apical do epitélio € unida por zonula adhaerens
(Za), jun¢des septadas (Js) e as membranas intensamente interdigitadas na
porgdo abaixo das jungdes (Ic). B. Dendritos visualizados em um plano de
sec¢io moderadamente obliquo. Estes dendritos (DS) contém
microvilosidades de diferentes espessuras. As células de sustentago (Su)
possuem microvilosidades de espessuras variadas com filamentos axiais de
elétron-densidade notdvel (seta preta). FM, figura de mielina;, m,
mitocOndria. Barras: A: 2 um; B:1 um.
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Figura 20. Eletromicrografias dos palpos labiais na regido do epitélio
diferenciado dos palpos de Megalobulimus abbreviatus. A. Um dendrito
(DS) com cilios (estrela) pode ser observado entre as células de
sustentagdo (Su). O dendrito possui em seu citoplasma neurofilamentos
(seta preta), microtibulos longitudinais (cabecga de seta) e mitocSndrias
atongadas (m). Os cilios se projetam de uma depressfo apical da célula,
dentro da camada esponjosa (CE). Uma jungdo septada (Js) pode ser
visualizada em maior aumento na figura 22C. B. Em um plano de secc@o
obliquo, as porges apicais dos dendritos evidenciam sua forma circular.
Um dendrito (DS1) possui cilios (estrela) e microvilosidades finas (MV).
O dendrito DS2 mostra 5 cilios que se projetam entre outras projecdes
citoplasmaticas apicais deste dendrito (seta branca). C. Dendrito com
cilios e microvilosidades finas. Os dendritos atravessam a camada
esponjosa (CE), mas ndo s#o observados ultrapassando a camada dos
ramos terminais (PT). D. O dendrito (DS) com cilios apresenta
microtibulos (cabeca de seta), neurofilamentos (seta curta) e mitocondias
alongadas (m). PC, projeges citoplasmaticas; PT, porgéo terminal das
projecdes citoplasmaticas, CE, camada esponjosa; Za, zonula adhaerens;
Js, juncgBes septadas. Bamras: A, Be D: 1 um; C: 500 nm.






RESULTADOS

Figura 21. Eletromicrografias dos palpos labiais na regifo do epitélio
diferenciado dos palpos de Megalobulimus abbreviatus. A. Dendrito
(DS) com um grupo de cilios (estrela) e os corpsculos basais de dois
destes cilios visiveis (cb). Os processos citoplasmaticos da células
vizinhas podem ser observados trangversalmente (seta curva). B. Os
dendritos (DS) tém seccdo transversal circular, possuem tufos de cilios
com algumas microvilosidades finas entre os cilios e sfo separados
entre si por, pelo menos, uma célula de suporte (Su). Nestas células sdo
encontrados corpos multivesiculares (seta branca) e mitocdndrias
agrupadas (m). Proje¢Oes citoplasmaticas de células de suporte em
secgdo transversal, com filamentos axiais elétron-densos junto a parede
destas (seta curva). Algumas porgbes terminais ramificadas das
projecSes sdo visualizadas (seta curva vazada). Za, zonula adhaerens.

Bamras: A e B lum.
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Figara 22. Eletromicrografias dos palpos labiais de Megalobulimus
abbreviatus. A. Na regido do epitélio diferenciado dos palpos, um
dendrito (DS) com cilios (estrela) ¢ microvilosidades (MV) em uma
depressio abaixo da camada esponjosa (CE). Corpos multivesiculares
(seta branca) podem ser observados nas células de sustentagdo e também
no citoplasma do dendrito, embora com pouca freqiiéncia. As figuras
mielinicas (FM) podem estar presentes no citoplasma das células de
sustentagdio. B. Eletromicrografia da regido subepitelial dos palpos
labiais, onde localizam-se as células sensoriais. Regido perinuclear das
células bipolares, dispostas lado a lado, em colunas perpendiculares a
superficie epitelial. Os nucleos (asteriscos) mostram nucléolos (Nc)
evidentes e grinulos de heterocromatina, As colunas de ¢élulas sensoriais
encontram-se entre células musculares (M) existentes nesta regifo
subepitelial. C. Detalhe de uma jungZo septada (Js) de um dendrito
sensorial mostrado na figura 28A localizada abaixo da zonula adhaerens
(Za). Neste detalhe sdo visiveis os septos entre as membranas plasmaticas
(cabegas de seta). Barras: A: 1 um; B: 4 um; C: 0,18 um.
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Figura 23. Eletromicrografia de ginglios subepiteliais dos palpos
labiais de Megalobulimus abbreviatus. A. Os ginglios sdo envolvidos
por tecido conjuntivo (TC). Os corpos celulares dos neurOnios
localizam-se na regifo periférica (Nn). Nucleos de células gliais (Ng)
podem ser encontradas no neuropilo central (Np), bem como
agrupamentos de vesiculas elétron-densas (seta entalhada). B. Observar
em detalhe a regido destacada na eletromicrografia A onde podem ser
observadas vesiculas elétron-densas (seta entalhada) e prolongamentos
glials no neuropilo central (seta vazada). Barras: A, B=4 um.
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Figura 24. Eletromicrografia de neuropilos de ginglios subepiteliais
dos palpos labiais de Megalobulimus abbreviatus. A. Projegdo do
génglio subepitelial, limitado por tecido conjuntivo (TC), entre fibras
musculares (M). Pode ser visualizado o neuropilo central (Np) e
nucleos de neurdnios ganglionares (Nn) e de célula glial (Ng) dispostos
na periferia desta extensio ganglionar. B. Em algumas regides do
neuropilo as membranas mostram a reagio AChE (Na regiio em
destaque no retingulo). Diversos grupos de grinulos secretores podem
ser encontrados no neuropilo central (setas pretas). C. Regido destacada
em B, mostrando o detalhe da marcacio AChE das membranas axonais.
Entre estas terminagdes estdo dispostas diversas projecdes gliais (seta
vazada). Seta escura, vesiculas elétron-densas; cabega de seta,
microtubulos. Barras: A, 14 um; B, 4 um; C, 400 nm,
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Figura 25. Eletromicrografia dos génglios subepiteliais dos palpos
labiais de Megalobulimus abbreviatus. A. Duas projecdes dos ganglios
limitados proje¢Oes gliais (asterisco) contendo gliagrana (seta curva),
tecido conjuntivo (seta preta) ¢ fibras musculares (M). As células
nervosas (Nn} com nucleos circulares localizadas na periferia do
génglio circundam o neuropilo central (Np). Entre os neurdnios podem
ser observadas projecSes gliais (seta vazada) com filamentos
intermediarios. B. Detalhe de uma célula neuronal destacada em A. O
nucleo esférico (Nn) possui agrupamentos de cromatina. O citoplasma
possui mitocdndrias (m) e lisossomas dispersos (seta vazada curva). Ao
redor do nucleo, reticulo endoplasméatico rugoso (RER). G, complexo
de Golgi com vesiculas claras associadas (seta com circulo) e grinulos
de glicogénio (seta branca). A membrana deste neurbnio mostra-se
corada pela reagdo AChE. Prolongamentos gliais (PG) dispdem-se
entre os neurbnios. Barras: A, 4 um; B, 1 um.
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Figura 26. Eletromicrografia de neuropilo de um ganglio subepitelial
dos palpos labiais de Megalobulimus abbreviatus. A. Diversos
terminais axonais com vesiculas claras (asteriscos) e mitocdndrias (m)
e porgdes pré-terminais axonais com microtibulos (cabeca de seta).
Podem ser observados locais de densidades sinapticas (setas brancas),
com zonas ativas em terminais com vesiculas claras. Grupos de
terminagles podem estar circunscritos por prolongamentos gliais (seta
vazada). B. Regido do neuropilo em que s3o visualizadas terminagdes
com somente vesiculas claras (asteriscos), com granulos de secregio
(setas pretas), terminais mistos com vesiculas claras e granulos
secretores (setas curvas), porgdes pré-terminais com microtubulos
transversais (cabega de seta preta) e REL (cabega de seta branca).
Barras: A, B = 500 nm,
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Figura 27. Eletromicrografia de areas neuropilares, com atividade
ACHhE, de ganglios subepiteliais dos palpos labiais de Megalobulimus
abbreviatus. A. As membranas, tanto dos ax6nios como da célula glial
(Ng) mostram reatividade AChE (setas pretas finas). No soma glial
podem ser observados granulos de glicogénio (seta branca hachurada).
Filamentos intermediérios estdo presentes no soma (seta dobrada) € nas
projecdes da glia (seta branca) Em alguns axOnios podem ser
visualizados neurofilamentos (cabega de seta}. Sdo muito fregiientes as
termina¢des com vesiculas elétron-densas (seta preta grossa). B.
Nucleos de células gliais (Ng), dispostas entre por¢des terminais ¢ pré-
terminais axonais com atividade AChE (setas pretas finas). Um
terminal axonal com vesiculas elétron-densas (seta preta grossa) esta
envolvido por uma projegdo glial (seta branca). Barras: A, 4 uym; B, 2

pm.
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Figura 28. Eletromicrografia de neuropilos de génglios subepiteliais
dos palpos labiais de Megalobulimus abbreviatus. A. Prolongamentos
neuronais com vesiculas elétron-densas (seta preta) ou com
microtibulos visiveis (cabeca de seta). B. Regifo do neuropilo com
terminag8es reunidas em um grupo circunscrito (glomérulo) dentro do
neuropilo. Pode ser visualizada uma sinapse de uma terminagio
contendo vesiculas elétron-densas (seta escura) e terminagdes com
conteddo misto (seta wvazada). Alguns axOnios estdo dispostos
longitudinalmente (como microtibulos visiveis, cabec¢a de seta) ao

redor do glomérulo. Barras: A, B= 1 um.
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Figura 29. Fotomicrografia de secgio horizontal semifina do tentaculo
anterior de Megalobulimus abbreviatus. A. A regido em destaque
circunda o ganglio subepitelial (GS) e corresponde aproximadamente
as regies das eletromicrografias das Figs. 30 a 34 dos tentaculos orais.
A regifio dos tentdculos Opticos equivalente a essa comesponde as
eletromicrografias das Figs. 37 a 40. B. Observar a borda em escova na
parte mais apical do epitélio (seta branca). Na regido subepitelial
localizam-se as colunas de células bipolares (seta preta), que se
interpSem entre o epitélio e o ginglio subepitelial, ainda que mais
préximas do primeiro, € a projegio (estrela) ganglionar em direcdo ao
epitélio sensorial. O retdngulo na regifio epitelial corresponde as areas
das eletromicrografias das Figs. 35 e 36. ES, epitélio sensorial; Nu,
nucleos epiteliais. Azul de Toluidina. Barras: A, B: 50 um.
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Figura 30. Eletromicrografia de secgdo horizontal do epitélio sensorial
do tentdculo oral de Megalobulimus abbreviatus. Entre as células de
sustentag@o (células colunares altas) do epitélio sdo encontrados os
dendritos sensoriais (DS). Os dendritos possuem citoplasmas menos
elétron-densos e numerosas mitocondrias alongadas (setas). Os nacleos
das células de sustentac@o estdo na porgio basal (Nu) e as terminagdes
apicais destas constituem a camada esponjosa (colchete). Destas células
também partem processos citoplasmaticos retilineos, com filamentos
axiais bem definidos (cabeca de seta), que atravessam a camada
esponjosa ¢ formam uma camada mais distal, constituida por ramos
terminais que podem ser ramificados (PT). Grinulos pigmentares ou
lisosomos de diferentes estagios (estrelas) sdo encontrados nas células

de sustenta¢do. Bamra: 4 um.
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Figura 31. Eletromicrografia de sec¢@o obliqua do epitélio sensorial do
tentaculo oral de Megalobulimus abbreviatus. A. Neste plano de secgdo
¢ possivel observar as microvilosidades (seta branca) das células de
suporte que formam a camada esponjosa (circulo). No limite apical, as
células s@io unidas por zonuia adhaerens (seta bidirecional). Os
dendritos sensoriais (DS) estio separados entre si por uma ou mais
células de suporte. As setas pretas indicam dendritos com tufos de
cilios na porgdo distal. B. Detalhe da regido demarcada em A,
mostrando os cilios (setas brancas), corptsculo basal (seta preta) ¢
mitocondrias (m) da porgo distal de um dendrito. Barra: A: 2 um, B:
400 nm
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Figura 32. Eletromicrografia de secgéo obliqua do epitélio sensorial do
tentaculo oral de Megalobulimus abbreviatus. A. Diversos elementos
do epitélio sensorial sdo mostrados. Entre as células de suporte
distribuem-se os dendritos com microvilosidades (setas brancas) ¢ 0s
dendritos com cilios (aparecem alguns com corpusculos basais) de
diferentes quantidades (setas pretas). Goticulas de lipidios de uma
célula epitelial (L). B. maior aumento das especializagbes distais dos
dendritos mostrados em A Barras: A: 4 um, B: lum
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Figura 33. Eletromicrografias de sec¢bes hornzontais do epitélio
sensorial do tentaculo oral de Megalobulimus abbreviatus. A. Dendrito
sensorial com microvilosidades (seta branca) na porgdo distal, inseridas
na camada esponjosa. O citoplasma do dendrito possui mitocéndrias
alongadas (m) e microtibulos (cabeca de seta). Observar as jungdes
celulares apicais, zonula adhaerens (Za), jungdes septadas (Js) e
interdigitacbes celulares (Ic). B. Dendrito (seta preta) com
microvilosidades (MV) e um unico cilio central com seu corpusculo
basal (cb). As projegdes citoplasmaticas das células de suporte que
atravessam a camada esponjosa podem ser observadas com filamentos
axiais até a porgdo distal (cabega de seta). m, mitocondria. Barras: A: 2

um, B: 1 um.






Figura 34. Eletromicrografia de secg@o horizontal do epitélio sensorial do
tentdculo oral de Megalobulimus abbreviatus mostrando dendrito sensorial (seta
preta) com cilios na camada esponjosa e corpusculo basal (cb). Outros dendritos
podem ser destacados pelo citoplasma mais elétron-licido ¢ com as
mitocondrias alongadas (m). Na célula de sustentago adjacente séo observados
corpos multivesiculares (seta branca) e distalmente uma projecdo
citoplasmatica (cabeca de seta) que atravessa a camada esponjosa ¢ se ramifica
em duas por¢des terminais. Barra: 1 pm.
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Figura 36. Eletromicrografia de sec¢fio do neuropilo dos géanglios
subepiteliais do tentaculo oral de Megalobulimus abbreviatus. A regido
central destacada no circulo representa um agrupamento de regides pré-
terminais ou termina¢des de axdmios, limitado por prolongamentos
celulares (seta branca com listra). Nesta regido podem ser observados
em terminacdes grinulos elétron-densos (seta preta). Ao redor desta
regifio podem ser observados alguns somas gliais, cujos nicleos estdo
assinalados (Ng). A presenca de fibras musculares (seta vazada) indica
uma drea periférica do neuropilo no génglio neste plano de corte. Seta
curva branca, vesiculas claras; seta bidirecional, corpos
multivesiculares; L, lipideos. Barra: 2 um.
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Figura 37. Eletromicrografia de sec¢do horizontal do epitélio sensorial
do tentaculo aptzw de Megalobulimus abbreviatus, mostrando
dendritos sensoriais (DS) no epitélio dos tentaculos dpticos. Observar
dendritos com citoplasma menos ¢létron-denso que as células de
sustentagdo, com numerosas mitocdndrias dispostas lon gxtudmaﬁmeme
(seta preta). A parg,aa mais apical de um dendrito possui
microvilosidades apicais (seta branca). As proje¢bes citoplasmaticas
das células de sustentagfo (cabeca de seta) atravessam a camada
esponjosa (colchete) e se ramificam apicalmente em ramos terminais
mais finos (circulo). A camada esponjosa estd repleta de figuras de
mielina (FM), as quais também podem ser observadas no interior das
células de sustentagdo. Os nacleos (Nu) das células de sustentagio
posicionam-se na porgdo basal do epitélio. Entre estas células seguem
os dendritos, afilando-se na direggo subepitelial. Barra: 4 pum.
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Figura 38. Eletromicrografia de secgio obliqua do epit¢lio sensorial do
tentaculo optico de Megalobulimus abbreviatus. Neste plano de secgio
¢ possivel a visualizag@o de dendritos sensoriais (DS) menos elétron-
densos, com muitas mitocOndrias e elementos do citoesqueleto. A
superficie apical das células do epitélio s3o unidas por zomula
adhaerens (Za), que aparecem com grande elétron-densidade. A
camada esponjosa (colchete) ¢ formada pelas microvilosidades das
células de suporte ¢ a camada mais distal (circulo) ¢ formada pelas
ramificagBes apicais das projegOes citoplasmaticas retilineas das
células de sustentacio. Também s3o observados nas células de
sustentac@o corpos multivesiculares (seta bidirecional), lipideos (L),
corpos lamelares (figuras de mielina, FM) e lisossomos {estrelas).
Barra: 4 um.






77

BESULTADOS

Figura 39. Eletromicrografias de secgSes longitudinal (A) ¢ obliqua
{B) do epitélio sensorial do tenticulo oOptico de Megalobulimus
abbreviatus. A. Detalhe das projecbes citoplasmaticas das células de
sustentagdo com filamentos de actina (cabega de seta) por toda 2
extensfio da vilosidade até cerca de 2 um internamente no citoplasma,
atravessando a camada eapanjczsa (michate) até a porgio distal onde se
ramificam em duas projecSes mais finas (seta curva). B. Regido do
epitélioc com dendritos e especializagbes distais dos dendritos
sensoriais. Entre as células de suporte pode ser vistos um dendrito, com
tufos de cilios e microvilosidades finas (seta branca listrada). O circulo
na camada esponjosa (CE) mostra as projecdes distais dos cilios de um
dendrito, insenidos nesta camada. FM, corpos lamelares na camada
esponjosa e nas células de suporte. Barras: A: 1 um, B: 2 um.
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Figura 40. Eletromicrografia de secg¢bes obliquas do epitélio sensorial
do tentdculo Optico de Megalobulimus abbreviatus. A. Dendrito
sensorial com tufo de cilios (seta preta) na superficie apical, os quais
estdo inseridos na camada esponjosa (circulo), por onde podem se
estender lateralmente. Os dendritos (DS) podem ser observados entre
as células de suporte, as quais freqiientemente mostram elementos
citoplasmaticos como corpos multivesiculares (seta bidirecional),
lipideos (L) e figuras de mielina (FM). B. Dendrito sensorial (DS) com
microvilosidades apicais na camada esponjosa (seta branca). Barras: A:
2 pym, B: 1 um.
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Figura 41. Eletromicrografia de regifo do génglio subepitelial do
tentaculo optico de Megalobulimus abbreviatus. As células neuronais
(Nn) e células gliais (Ng) com prolongamentos (seta vazada)
circundam uma regifio onde podem ser observadas projegdes axonats
(seta curva), com algumas vesiculas elétron-densas esparsas em seu
citoplasma (setas pretas), microtubulos (cabega de seta preta) e um
grupo de vesiculas elétron-licidas (seta branca listrada) proximas a

uma zona ativa. Barra: 2 pm.
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O objetivo deste estudo, além de descrever a estrutura complexa de Orgdos
sensoriais de um gastropodo pulmonado pertencente a uma subordem de caracdis ainda
ndo estudada sob este aspecto, foi a busca da caracterizacdo anatomo-funcional dos
diferentes tipos de receptores que compdem o epitélio sensorial. O estudo das estruturas
sensoriais cefalicas dos gastropodes pulmonados tem a atengdo focalizada,
principalmente, para os tentaculos posteriores. O par de tentaculos posteriores (Opticos)
¢ muito importante para o comportamento de orientacdo do animal com base na olfacdo.
Acerca dos tentaculos anteriores (orais), poucas informagdes da organizacio
morfologica e fungio quimiorreceptora podem ser encontradas, mas € inegavel que estes
Orgdos, assim como os tentaculos Opticos participem de importantes fungdes
quimiorreceptoras para estes animais, dada a presenca de muitas similaridades
estruturais entre os dois tentaculos. Os Orgdos sensoriais cefalicos menos estudados
morfologicamente e funcionalmente sdo os palpos labiais. Localizados muito
proximamente & boca, os palpos podem desempenhar importantes fungdes de
reconhecimento de possiveis alimentos utilizando a recep¢io quimica por contato
(BENEDECKZKY, 1977, CLIFFORD et al., 2003; KEMENES, 1994).

As areas sensoriais do epitélio de Megalobulimus abbreviatus, identificadas e
descritas em termos macroscopicos € sob microscopia Optica e ultraestrutural,
localizam-se na extremidade distal de cada um dos oOrgdos analisados. As células
epiteliais destas areas sensoriais, referidas também como células de sustentagdo
(WRIGHT, 1974a), também sdo diferenciadas em relagio as células do epitélio lateral,
ndo-especializado, sendo cilindricas em comparagdo ao formato cubico deste ultimo.
Além disso, a regido sensorial apresenta uma complexa borda em escova e uma camada
esponjosa. Nos estudos prévios que descrevem a estrutura dos 6rgdos sensoriais

cefalicos (BENEDECKZY, 1977, HERNADI, 1981; HERNADI; BENEDCKZY, 1983,
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ROGERS, 1971; WRIGHT, 1974a, b; ZAITSEVA, 1994), os palpos labiais, tentaculos
orais e opticos dos gastropodes terrestres apresentam epitélios diferenciados na porgdo
apical de cada um dos orgdos. A diferenciagdo entre um epitélio sensorial apical € um
nio-especializado lateral observado em Megalobulimus abbreviatus esta de acordo com
a organizagdo descrita para outras espécies (BENEDECKZY, 1977; HERNADI 1981;
HERNADI; BENEDCKZY, 1983; ROGERS, 1971; WRIGHT, 1974a, b; ZAITSEVA,
1994).

A composi¢io citoplasmatica das células de sustentagdo € caracterizada pela
grande concentragdo de agrupamentos de mitocOndrias apicais, o que confere um
aspecto enovelado em sec¢des longitudinais, nucleo alongado localizado na por¢do
basal da célula, rodeado por RER e mitocOndrias alongadas, corpos multivesiculares,
granulos de pigmentos e de diversas secregdes, vesiculas dispersas e lisossomos. A
descrigdo das células de sustentagiio de M. abbreviatus ndo apresentou caracteristicas
diferentes das células de sustentagdo de outros moluscos pulmonados descritos
anteriormente (BENEDECKZKY, 1977, ROGERS, 1971; WONDRAK, 1975,
WRIGHT, 1974a).

O epitélio sensorial apresenta uma espessa camada acima das células epiteliais
que pode ser subdividida em duas porgdes: uma porgdo enovelada - camada esponjosa, e
uma porg¢io distal ramificada formada por projegdes citoplasmaticas perpendiculares a
superficie apical, provindas também das células de sustentagdo. Considerando que a
camada esponjosa de M. abbreviatus esta presente apenas nas regifes com grande
densidade de células receptoras, ndo se pode descartar a possivel contribui¢io das
terminagSes apicais dos receptores na constituicdo desta camada. As projegdes distais
ciliadas e com microvilosidades podem se entrelacar entre as microvilosidades das

células de sustentagdo e pode ficar dificil a disting8o precisa de sua composi¢do. Como
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a camada esponjosa € continua e os dendritos encontram-se intercalados, as vezes, entre
um certo namero de células de sustentagdo, parece evidente que a camada esponjosa
seja oriunda das células de sustentacdo e que as especializagOes distais dos dendritos
apenas se somem ao aspecto emaranhado desta camada. No caracol Helix aspersa
(ROGERS, 1971) e na lesma Arion ater (WRIGHT, 1974a) esta por¢éo esponjosa seria
formada pelos processos citoplasmaticos que saem. da porgdo apical das células
epiteliais. Em oposi¢do, Wondrak (1975) propds que as microvilosidades da camada
esponjosa seriam provindas dos dendritos sensoriais. Kataoka (1976) propds que, em
Limax maximus, a camada esponjosa fosse formada pelas microvilosidades e cilios
provindos dos dendritos sensoriais € ndo das células de sustentag@o, embora admita que
as longas proje¢des citoplasmaticas que atravessam a camada esponjosa e se ramificam
distalmente sejam originadas das células de sustentacio. Pela dificuldade de distinguir
com precisdo sua constituigio mesmo em outras espécies, considera-se, portanto, a
hipétese de que tanto as células de sustentagdo como os dendritos emitam processos que

contribuam para a formagéo da camada esponjosa (LUCHTEL et al., 1997).

O grande desenvolvimento da camada esponjosa nos gastropodes terrestres pode
ser considerado como uma adaptacio para evitar a dessecacdo das delicadas estruturas
sensoriais confinadas no interior desta espessa camada (EMERY, 1992; WRIGHT,
1974b), protecio contra danos mecdnicos das terminagles sensoriais € absor¢io e
remogdo de substdncias, considerando a provavel fung3o quimiorreceptora das
terminagdes inseridas nela (CHASE, 2002; WRIGHT, 1974b). Outra provavel fungdo
para a camada esponjosa seria a de criar um aumento de superficie para o aprisionar
moléculas odorantes. Esta fungdo proposta por Rogers (1971) pode explicar a espessura
e densidade aumentada da camada esponjosa nos tenticulos Opticos € orais,

considerando a fungfio de orglos olfatorios de moléculas distantes dos tentaculos.
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Wright (1974a) menciona que a camada esponjosa esta ausente, e tampouco existem
estruturas similares a estes processos plasmaticos nos moluscos basomatdforos
Lymnaea stagnalis e Biomphalaria pfeifferi (ZYLSTRA, 1972), em diversos
prosobranquios, no opistobranquio Aplysia depilans, em bivalves ¢ em cefalopodes. A
camada esponjosa seria exclusiva dos pulmonados estilomatoforos como uma adaptagéo
para evitar a dessecagdo do epitélio no ambiente terrestre. Posteriormente, Emery
(1992), em uma revisdo do epitélio olfatorio dos gastropodes, refere-se a camada
esponjosa como nio sendo exclusividade dos estilomatoforos, tendo sido encontrada
também em uma espécie de pulmonado aquéatico (Helisoma trivolvis), embora reduzida
e menos densa. Na presenca da camada esponjosa, as especializagdes apicais das células
receptoras (cilios ou microvilosidades) dos moluscos terrestres ficam contidos nesta
camada. Os cilios sensoriais de Helisoma trivolvis estendem-se além da camada
esponjosa. Esta diferenca em relagdo aos dendritos ciliados dos pulmonados terrestres

esta relacionada, provavelmente, & diferenca de habitat (YI, EMERY, 1991).

Em M. abbreviatus o complexo juncional entre as proprias células epiteliais e
dendritos sensoriais ¢ formado distalmente por zonula adhaerens. Abaixo desta ocorrem
jungbes septadas e interdigitacOes celulares intensamente sulcadas. Os invertebrados
geralmente possuem jungdes septadas em tecidos epiteliais, diferente do que ocorre nos
vertebrados onde as jungdes ocludentes sdo encontradas, permitindo aos invertebrados
certa permeabilidade epitelial, bem como comunicagio com células epiteliais vizinhas
(ZYLSTRA, 1972). Tal organizacdo das jungOes celulares foi também observada no
prosobranquio Pomatia elegans (WONDRAK, 1981) e no pulmonado terrestre Helix
pomatia (ZYLSTRA, 1972). As espécies pulmonadas aquaticas Lymnaea stagnalis e
Biomphalaria pfeifferi também possuem interdigitacGes celulares entre as células

epiteliais adjacentes, embora sejam pouco desenvolvidas, ao contrario das outras
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espécies terrestres mencionadas. Este aspecto pode significar uma importante
caracteristica como barreira contra desidratacio ou também como base estrutural para
absor¢io de agua para pulmonados terrestres (ZYLSTRA, 1972). As interdigitacSes
celulares longitudinais desenvolvidas também oferecem o suporte necessario para as
células contra o estresse do epitélio durante a evaginagdo dos tentaculos e palpos, a fim
de preservar a estrutura do epitélio sensorial, que deve resistir ao aumento da presséo do
fluido hemocélico durante a protrusdo destes orgéos (LANE, 1963; WONDRAK, 1981;
WRIGHT, 1974a). Rogers (1971) salienta ainda que apenas as interdigitacdes ndo
seriam suficientes para manter os contatos intercelulares durante a extensdo dos orgdos.
A camada muscular subepitelial auxiliaria, exercendo uma ag3o contraria a pressdo
hemocélica sobre o epitélio.

As caracteristicas dos dendritos identificados entre as células de sustentacio,
existentes no epitélio dos palpos e tentaculos de Megalobulimus abbreviatus, ndo
deixam duvidas quanto ao carater sensorial destas células. Os dendritos possuem as
caracteristicas usuais de células sensoriais: localizados entre as células epiteliais,
citoplasma elétron-licido, presenca de mitocOndrias, microtubulos, neurofilamentos e
com especializagdes apicais protegidas pela camada esponjosa e borda em escova.
Microvilosidades e cilios constituem as principais terminagdes sensoriais dos epitélios
especializados de Megalobulimus abbreviatus. Nos palpos labiais de M. abbreviatus
foram identificados dois tipos principais de dendritos sensoriais: portadores somente de
microvilosidades e dendritos com cilios e microvilosidades, similarmente as
caracteristicas da regido dos labios de Helix pomatia (BENEDECZKY, 1977). Neste
orgdo de M. abbreviatus, em menor quantidade, também foram identificados dendritos
com especializagdes de um tipo de microvilosidade curta de aspecto rigido e conteiido

elétron-denso, como um estereocilio (Fig. 19A, DS3). Embora este tipo de célula
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receptora ndo tenha sido descrita nos trabalhos com moluscos que foram revisados, as
caracteristicas observadas destas células condizem com as caracteristicas de células com
estereocilios, com provavel fun¢do mecanorreceptora, por exemplo em ariropodes e
vertebrados (FENG ef al., 1991; RUPPERT, BARNES, 1994). Em M. abbreviatus as
células sensoriais com microvilosidades foram mais freqiientes nos palpos do que nos
tentaculos, semelhante aos palpos de H. pomatia (HERNADI, BENEDECKZKY,
1983). Os dendritos com microvilosidades apresentaram variacGes nas espessuras das
microvilosidades, onde foram observados dendritos com microvilosidades mais
espessas e dendritos com microvilosidades mais finas em tufos ou acompanhadas de
cilios. Nos palpos labiais os dendritos podem apresentar microvilosidades finas ou
espessas separadamente, ou ambos os tipos em um mesmo dendrito. Nos tentaculos
orais e Opticos existem dendritos com cilios e microvilosidades, somente com
microvilosidades e, nos tentaculos orais, foi observado um tipo peculiar de
especializa¢do distal com microvilosidades e um tnico cilio central, o que também foi
freqilentemente observado nos tentaculos opticos de Helix pomatia (HERNADI,
BENEDECKZKY, 1983).

As variagOes de espessura das microvilosidades somente tinham sido descritas
em tentaculos por Wondrak (1975). A variedade de 6 diferentes tipos de dendritos
sensoriais em Helix pomatia foi encontrada porque foram consideradas as espessuras
das microvilosidades, além da presenga ou auséncia destas projegdes, como critério de
diferenciagdo dos dendritos. Outros autores (WRIGHT, 1974b; ZAITSEVA, 1994)
consideraram a quantidade e comprimento das microvilosidades. Benedeczky (1977)
propde que as classificagdes que consideram muitos tipos de receptores com base no
nimero ¢ tamanho dos microvilos ou ainda na auséncia de proje¢des, podem derivar de

planos de sec¢io diferentes, ao invés de ter significado funcional. A diferente espessura
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ou didmetro das microvilosidades, no entanto, pode ser observada em um mesmo plano
de corte. Esta diferenciagdo foi, portanto, valorizada na determinacdo dos tipos de
receptores de M. abbreviatus.

Os dendritos ciliados, em M. abbreviatus, foram mais visualizados nos
tentaculos e na porgdo ventral dos palpos labiais, sempre inseridos na camada esponjosa
sob a forma de tufos ou em quantidades menores de cilios. A localiza¢io diferencial dos
dendritos ciliados mais freqiientes na porg¢do ventral pode ser um indicativo de maior
sensibilidade a deteccdo quimica desta porcdo labial. As microvilosidades das células
ciliadas sdo sempre finas, independente da quantidade de cilios presentes, tanto nos
palpos como nos tentaculos. A utilizagdo de cortes seriados ultrafinos, os quais nfo tém
sido comumente realizados nos trabalhos sbbre epitélios sensoriais, revelou em H.
pomatia que quase todos os dendritos sensoriais possuem um ou mais cilios. Mesmo
quando ndo eram encontrados cilios, centriolos ou corpos basais foram identificados no
citoplasma dos dendritos (HERNADI, 1981, HERNADI; BENEDECKZKY, 1983).
Wright (1974b) também concluiu que mesmo os dendritos nos quais os cilios estavam
ausentes, pelo menos um centriolo distal foi encontrado.

O principal objetivo da descri¢io morfologica das células receptoras é poder
inferir, a partir destes dados, sobre a funcdo destes. Porém, apenas critérios
ultraestruturais ndo sdo suficientes para identificar de forma inequivoca a modalidade
sensorial dos receptores. Uma forma de estabelecer mais seguramente a modalidade
sensorial -que predomina em determinado epitélio receptivo € baseada na distribuigcio
restrita em Aareas especificas ou Orgdos cuja sensibilidade a estimulos mecanicos ou
quimicos foi estabelecida por experimentos neurofisiologicos (CHASE, 2002
DORSETT, 1986). Outra opgdo € através de inferéncias obtidas por comparagdes

morfologicas com Orglos sensoriais ja conhecidos, tanto de invertebrados como de
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vertebrados. Experimentos comportamentais simples tém revelado que a superficie
corporal é normalmente sensivel tanto a estimulos tateis como quimicos. E as areas
sensoriais especializadas apenas diferem do tegumento restante quanto a concentragdo e
proporggo relativa dos varios tipos de receptores e ndo quanto aos tipos de receptores,
propriamente (DORSETT, 1986).

Um critério morfologico que poderia ser utilizado para inferir sobre o tipo de
dendrito, e talvez sobre sua modalidade sensorial, seria a disposi¢do das projecOes
apicais dos receptores no epitélio sensorial. Nos palpos de M. abbreviatus, com a
microscopia Optica, foram encontradas porgdes apicais bastante dilatadas que
demonstram localizagfio levemente acima do limite distal das células, entre as projecGes
da borda em escova. Nos tentaculos a localizagdo destas porgdes é restrita ao limite
apical do epitélio, inseridas abaixo da complexa borda externa. Ultraestruturalmente,
algumas vezes foram identificados dendritos nos palpos labiais em porgdes com camada
esponjosa menos densa, de forma que os dendritos poderiam levemente se projetar além
desta. Esta caracteristica esta limitada aos dendritos portadores de microvilosidades, ndo
ocorrendo com dendritos ciliados que se mantém inseridos na camada esponjosa. Em
contrapartida, nos tentaculos opticos e orais, tanto cilios como microvilosidades estdo
inseridos na camada esponjosa, sem ultrapassar este limite. Com isso, deduz-se que as
porgoes dilatadas AChE-positivas dos palpos possam ser dendritos com
microvilosidades, enquanto os dendritos ciliados possam ser representados pelas
porgdes menos dilatadas dentro da camada esponjosa. Isso explicaria porque nos
tentdculos as projegSes dendriticas AChE-positivas, na microscopia Optica, s3o
pequenas e restritas a camada esponjosa e borda em escova, pois predominam dendritos
ciliados nos tentaculos. Considerando a hipotese de que também em M. abbreviatus os

tentaculos (especialmente os Opticos, mas ndo apenas estes) estejam envolvidos na
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deteccdo de odores (ver discussdo a seguir) e os palpos na deteccfio de substincias
quimicas do substrato (trilhas ou alimentos) entdo as projegdes ciliadas poderiam estar
mais relacionadas & olfagdo e as microvilosidades para o contato quimico com
elementos do substrato. Um dos poucos trabalhos existentes sobre a fungdo dos palpos
labiais, realizado em um pulmonado terrestre (Euglandina rosea;, Clifford et al., 2003)
atribui a estes também um papel de detector dos elementos quimicos das trilhas de
muco.

Assume-se que os tipos de terminagdes dendriticas como cilios ou
microvilosidades possam ser quimiorreceptoras nos moluscos (BENEDECZKY, 1977,
LUCHTEL et al., 1997, WONDRAK, 1975; WRIGHT, 1974b; ZAITSEVA, 1994).
Possivelmente, nos palpos labiais de M. abbreviatus, as terminagdes com
microvilosidades possam representar dendritos com fungdes quimiorreceptoras. Este
tipo de especializagdo € mais numeroso nos palpos € a provavel fungdo olfatoria e/ ou
gustatéria deste Orgdo poderia ser mediada por estas terminagdes, pois estas obedecem a
dois critérios importantes necessarios para a funcdo quimiorreceptora: grande area de
superficie para a ligacio de moléculas quimicas as proteinas receptoras na membrana €
exposicdo destas membranas ao meio externo para poder entrar em contato com as
moléculas quimicas no ar ou nos alimentos. As termina¢des com um unico cilio ou
cilios curtos, ou ainda as com microvilosidades firmes (estereocilios) que possuem
filamentos axiais inseridos profundamente no citoplasma dos dendritos, ou raizes
(inser¢des que alguns autores chamam de “rootlets”, ver Luchtel, 1997 ¢ Chase, 2002)
poderiam ser mecanorreceptoras, uma vez que sua pequena area de superficie ndo seria
apropriada para ligar um mimero grande de moléculas quimicas. Embora nos tentaculos
opticos e orais de M. abbreviatus as especializa¢Ges distais dendriticas mais encontradas

tenham sido os cilios, freqiientemente numerosos e sempre envolvidos por
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microvilosidades finas, nfo se pode deixar de considerar uma func¢8o quimiorreceptora
também para estas terminagdes. As microvilosidades que acompanham os cilios podem
atuar no suporte mecanico por serem curtas, enquanto receptores com microvilosidades
longas teriam um papel quimiorreceptor (WRIGHT, 1974b). A variagdo da quantidade
de cilios nos dendritos é um aspecto que pode significar diferencas funcionais. Em M.
abbreviatus foram encontrados tufos de até 13 cilios, alguns dendritos com apenas 6
cilios ou menos e dendritos com um unico cilio central, este encontrado somente nos
tentaculos orais. Em Helix pomatia € Helix vulgaris foram considerados como possiveis
quimiorreceptores de contato (gustatorios), os processos periféricos com um a trés cilios
em uma depressdo no dendrito e estes foram mais encontrados tanto nos palpos, como
nas pontas dos tentdculos e ao redor da boca (ZAITSEVA, 1994). O mesmo autor
sugeriu que tufos de cilios (30 — 40 cilios) fossem possiveis quimiorreceptores de
distancia (olfatorios), localizados, principalmente, nas pontas dos tentaculos. Nio foram
identificados dendritos com mais de 12 — 13 cilios nos tentaculos de M. abbreviatus. Os
dendritos com 8 — 15 cilios foram considerados por Zaitseva (1994) como
mecanorreceptores. Mas como este tipo de dendrito foi o mais encontrado nos
tentaculos de M. abbreviatus (5 — 13 cilios) e, ainda, considerando a regra do maior
namero de um tipo de receptor em um 6rgéo de fungido reconhecida indicar uma relagio
deste tipo com a modalidade sensorial, pode-se deduzir que os dendritos ciliados dos
epitélios sensoriais tentaculares de M. abbreviatus estariam relacionados com esta
funcdo, ou seja, quimiorrecepcdo. Deve-se considerar, também, a presenga de dendritos
ciliados nos palpds labiats, predominantemente, na porgio ventral, o que é semelhante
aos dados obtidos nos palpos de Lymnaea stagnalis, onde foram encontradas células
cthadas predominantemente na superficie ventral (ZYLSTRA, 1972). Considerando os

palpos como orgéos de contato freqiiente com o substrato, os dendritos ciliados podem
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representar quimiorreceptores de contato, principalmente pela distribui¢o localizada na
por¢do ventral. Seria esperado que dendritos sensoriais quimiorreceptores fossem
primariamente situados na ponta dos palpos e tentaculos, por ser esta a localizagdo do
epitélio sensorial. A presenca de mecanorreceptores poderia, portanto, estar localizada
na regiio do epitélio nHo-especializado, ou regido lateral, atuando nas agles
mecanorreceptoras dos tentaculos na resposta ao toque ou na pesquisa do substrato para
os palpos e tentaculos orais que tocam o solo. Em H. pomatia o nervo labial leva
informagido aferente tanto quimica como mecénica dos palpos labiais aos ganglios
cerebrais (KEMENES, 1994). E muito provavel que mecanosensores também existam
na extremidade quimiosensorial especializada para que esta possa responder a um
eventual contato fisico mecanico. Wright (1974b) demonstra que algumas células do
epitélio lateral do tentaculo de Arion ater possuem dendritos com poucos cilios e
microvilosidades, e este tipo pode representar uma terminag80 nervosa
mecanorreceptora. Ainda que em menor numero, este tipo de dendrito também foi
encontrado no epitélio sensorial do mesmo animal.

Os tipos de terminagdes sensoriais encontradas no complexo camada esponjosa -
borda em escova observados nos epitélios sensoriais dos tentaculos orais e opticos de
M. abbreviatus foram similares. Esta similaridade morfologica entre os tentaculos orais
e opticos também foi descrita para lesmas terrestres, como Arion (WRIGHT, 1974b) e
Limax (KATAOKA, 1976). Estudos comportamentais indicam, entretanto, que os
caracOis terrestres e as lesmas utilizam seus tentaculos anteriores e posteriores de
maneiras distintas. O par anterior tem sido considerado especialmente importante para
seguir trithas de muco, entre outras informagdes quimicas importantes no substrato
(CHASE, CROLL, 1981). O par posterior de tentaculos, o qual se mantém sempre

ereto, devido também a presencga dos olhos, seria utilizado para a detec¢dio e orientagdo
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em direcdo a fontes de odores distantes, que podem ser detectadas com o posicionando
de forma ideal dos tentaculos posteriores em diregdo as correntes de ar, ou anemotaxia
(ver revisbes de Croll, 1983 e Chase, 2002). Observagdes dos posicionamentos dos
tentaculos orais e Opticos no comportamento exploratorio de M. abbreviatus permitem
supor seguramente que, dada a similaridade comportamental entre esta espécie e os
demais pulmonados terrestres descritos, os receptores ciliares € os com
microvilosidades dos tentaculos orais sejam utilizados para quimiorrecepgéo de contato
e que estes mesmos tipos de receptores nos tentaculos Opticos possam servir para a
olfacio.

A regifio subepitelial entre as células epiteliais € os somas das células receptoras
¢ representada pela presenga de um plexo neural subepitelial. Plexos neurais periféricos
sdo comuns em moluscos € podem atuar em agdes reflexas (PERETZ; ESTES, 1974).
Animais com esqueleto hidrostatico como os moluscos apresentam um sistema nervoso
periférico bastante desenvolvido, podendo constituir dois tercos do nimero total de
neurdnios do animal (PROSSER, 1991). Uma regido corporal ja bem descrita com um
plexo constituido de pequenos ginglios e feixes axonais é o pé dos gastropodes
superiores. O plexo pedioso de M. abbreviatus estende-se da regido intramuscular em
direcdo aos epitélios dorsais e ventrais (FACCIONI-HEUSER, 1999), embora o plexo
da regido ventral seja bem mais desenvolvido, tendo mostrado imunorreatividade a
serotonina e, assim como os tenticulos e palpos, atividade acetilcolinesterasica
(FACCIONI-HEUSER et al., 2004). Considerando a existéncia de células musculares
lisas subepiteliais, logo abaixo da 1amina basal, a possivel inerva¢do colinérgica motora
desta musculatura pode justificar a presenca deste plexo subepitelial AChE positivo.
Outra possibilidade, proposta por Zaitseva (1984, 1994) a partir de suas observa¢des do

tegumento de Lymnaea stagnalis ¢ Helix vulgaris, ¢ que este plexo subepitelial seria
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formado pela ramificacdo dos processos centrais de células receptoras epiteliais e de
elementos eferentes, cujos corpos estejam localizados no sistema nervoso central. Este
plexo poderia ser o responsavel pelas contracbes localizadas de partes isoladas do
tegumento dos gastropodes, constituindo reflexos cutdneos (JANSE, 1974), e para
controlar também as secregbes de muco das glandulas subepiteliais. Vias eferentes
motoras dos ginglios cerebrais projetam-se aos palpos labiais, via nervos labiais de H.
pomatia (KEMENES, 1994). Nos tentaculos posteriores seriam OSs Rervos
peritentaculares que enviariam eferéncias motoras (PRESCOTT et al., 1997). Entretanto
existem poucos dados mais esclarecedores quanto & organizag¢do funcional do sistema
nervoso periférico ou sobre a forma de controle do sistema nervoso central sobre estes
reflexos periféricos, desencadeadores de movimentos reflexos locais ou modulatorios
dos comandos motores centrais, como tem sido descrito para Aplysia californica
(BAILEY et al., 1979; PERLMAN, 1979). Em M. abbreviatus, as prbjec;(”)es laterais
dendriticas que aparecem AChE positivas, poderiam ser de mecanorreceptores que
possam estar participando de circuitos reflexos locais. Esta possibilidade também foi
considerada no reflexo de retragio do tentaculo de Helix. Como ndo foram encontrados
neurénios motores periféricos neste pulmonado terrestre (PRESCOTT ef al., 1997), as
sinapses destas projegOes dendriticas laterais seriam sobre axOnios de neurOnios
motores do géanglio cerebral. Para confirmar esta possibilidade deveriam ser
identificadas sinapses entre cé€lulas nervosas neste plexo subepitelial. Apesar de
provavel, isso ainda ndo foi observado em M. abbreviatus. O papel exato desses plexos
periféricos necessita, portanto, de mais estudos.

Entre as caracteristicas que diferenciam os dendritos das células epiteliais de
sustentacdo em M. abbreviatus, observamos que os somas destes neurdnios sensoriais

estdo sempre na regido subepitelial. E como ndo foram encontradas terminacdes
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sinapticas nesta faixa subepitelial (entre o epitélio e o génglio), apenas proje¢des
axonais de passagem, estes neurOnios sensoriais dos trés epitélios observados sio,
portanto, células sensoriais primarias. A presenca de células aferentes primarias
bipolares subepiteliais que enviam os processos dendriticos para a regido epitelial € uma
caracteristica comum entre todos gastropodes pulmonados ja descritos (revisao de
Emery, 1992). Células receptoras intraepiteliais foram descritas apenas em
prosobranquios (EMERY, 1992; ZAITSEVA, 1997). Estas células bipolares sdo
agrupadas de forma perpendicular ao epitélio formando colunas ou l6bulos sensoriais.
Nos gastropodes pulmonados estes agrupamentos celulares subepiteliais se projetam,
mediante dendritos, para o epitélio sensorial e emitem um processo axonal que se
projeta para as extensbes digitiformes ganglionares (HERNADI, 1981; YI; EMERY,
1991). Estes neurfnios sensoriais primarios com suas especializacdes apicais s&o
responsaveis pela recepgdo quimica ou mecinica dos palpos e tentaculos, e pela
transmissdo das informacGes sensoriais aos somas dos génglios periféricos podendo,
também, enviar informagGes para o ginglio cerebral, sem fazer sinapse nos ginglios
subepiteliais. Estimou-se no tentaculo optico de Achatina fulica que somente 10% dos
axonios das células receptoras projetam-se diretamente ao ganglio cerebral (CHASE;
TOLLOCZKO, 1993).

A organizacdo dos génglios subepiteliais de M. abbreviatus ndo apresenta
diferenciagdes substanciais entre os palpos e tenticulos. Foi observado um neuropilo
central de aspecto denso, envolvido com agrupamentos corticais de células neuronais,
gliais e presenga de regides com neuropilo glomerular e ndo glomerular. Partem dos
ganglios grandes feixes axonais que formardo os nervos labiais ou tentaculares. Nos
ganglios subepiteliais foi encontrada atividade AChE positiva bastante intensa em

por¢des periféricas do neuropilo, o que também foi observado nos ramos dos nervos
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labiais e tentaculares que penetram nestes Orgdos e nas projecOes digitiformes dos
ginglios tentaculares. A atividlade AChE foi detectada ultraestruturalmente nas
membranas das projecOes axonais de regides delimitadas do neuropilo e na membrana
de células gliais e neuronais.

Hanstrom (1925), através de preparados dos tentaculos de Helix representou a
trajetoria das vias dos tentaculos, desde as células sensoriais do epitélio da ponta dos
tentaculos, passando pelo ganglio tentacular até as posi¢Oes finais das fibras sensiveis
no pro-cérebro. O mesmo arranjo continua sendo descrito para a inervagdo deste 6rgéo,
com a adigdo de que alguns sinais tateis ou quimiosensoriais gerados nos tentaculos
possam passar diretamente ao ginglio cerebral (CHASE; TOLLOCZKO, 1993). Pelo
que foi observado em M. abbreviatus, os ax6nios dos nervos labiais, do nervo tentacular
€ do ramo maior do nervo cerebral VI (tentacular anterior) constituem-se provavelmente
de fibras aferentes secundarias originadas de somas dos ganglios periféricos e
possivelmente também de um pequeno nimero de fibras aferentes primarias dos somas
bipolares subepiteliais, além de fibras motoras para o controle das fibras musculares
existentes nos palpos labiais. Em experimentos prévios nesta espécie foi realizada a
marcagdo anterograda com cloreto de cobalto nos palpos e tentaculos (DAL PIVA et al.,
1999) e pode-se observar que a marcagdo provinda de regides centrais foi evidente
somente até os ginglios periféricos, sem marca¢des no epitélio sensorial. Estes dados,
ainda ndo publicados, merecem ser confirmados experimentalmente em fungdo da
observagdo no presente trabalho de fibras AChE positivas dos receptores percorrendo
paralelamente os ginglios periféricos.

A ultraestrutura dos ganglios revelou a presenca de sinapses nos neuropilos dos
ganglios dos palpos e tentaculos e termina¢des ou regides pré-terminais com vesiculas

claras ou elétron-densas. Estas vesiculas claras sdo similares as vesiculas sinapticas dos
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vertebrados, conhecidas por conter o neurotransmissor acetilcolina (WRIGHT, 1974a).
A correlacdo entre a morfologia da vesicula com seu contetido quimico reconhecida
para os vertebrados (ver Peters ef al, 1991) também é admitida para os moluscos
(DORSETT, 1986). Vesiculas transhicidas pequenas (50 nm) conteriam ACh; vesiculas
levemente maiores com conteido denso que n3o preenche toda a vesicula seriam
aminérgicas, e as vesiculas grandes com conteudo denso preenchendo quase toda
vesicula seriam consideradas peptidérgicas (DORSETT, 1986). Por esse critério, o
grande numero de vesiculas maiores e de nicleo denso encontradas no neuropilo dos
ganglios periféricos, tanto dos palpos como dos tentaculos, revela uma provavel
natureza peptidérgica para algumas células sensoriais primarias. Alguns dos neurdnios
sensoriais bipolares dos tentaculos da lesma terrestre Limax marginatus (SUZUKI et al.,
1997) e do caracol aquatico Lymnaea stagnalis (NEZLIN; VORONEZHSKAYA, 1997)
sdo imunorreativos ao neuropeptideo FMRF-amida. Apesar da presenca de reacdo
AChE positiva em regides neuropilares dos ginglios subepiteliais reforcar a possivel
natureza colinérgica das vesiculas claras encontradas, ndo seria possivel estabelecer
como certa a possibilidade de que todas os ax6nios AChE-positivos sejam colinérgicos.
A presenga de neuropilos glomerulares nos géanglios subepiteliais de AL
abbreviatus ¢ mais uma evidéncia da participagido olfatoria das células receptoras do
epitélio dos palpos e tentaculos. Um glomérulo € definido como um complexo sinaptico
constituido por um denso agrupamento de terminais compactados dentro do neuropilo,
podendo estar circunscritos por processos de células gliais limitantes e/ou de neur6nios
periglomerulares, formando areas esferoidais dentro do neuropilo (BULLOCK;
HORRIDGE, 1965; SHEPHERD, 1994). Glomérulos olfatorios foram descritos apenas
em moluscos pulmonados terrestres: Helix vulgaris, Helix pomatia (ZAITSEVA, 1994)

e Achatina fulica (CHASE; TOLLOCZKO, 1986). Apesar das similaridades em alguns
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aspectos gerais, os atributos anatdmicos e celulares de cada glomérulo e da organizagdo
do arranjo geral dos glomérulos podem diferir muito entre as espécies. Nos mamiferos e
nos insetos, por exemplo, os glomérulos sdo bem definidos e claramente separados do
neuropilo por bordas formadas por neurdnios periganglionares e/ou células gliais. Em
vertebrados inferiores estio ausentes bordas celulares ao redor dos glomérulos, de forma
que os neuropilos glomerulares parecem muito menos definidos que os de mamiferos
(ROSSLER et al., 2002). Uma maneira de diferenciar neuropilos glomerulares dos ndo-
glomerulares é observar as orientagdes dos processos terminais dentro destas estruturas
neuropilares esféricas. Um neuropilo ndo-glomerular é constituido de processos que
parecem estar percorrendo diferentes diregGes, mostrando terminagdes em diferentes
orientagdes (CHASE; TOLLOCZKO, 1986; SCHURMANN, 1995).

Estruturas semelhantes a glomérulos sinapticos foram descritas nos ganglios
periféricos do plexo pedioso de M. abbreviatus (FACCIONI-HEUSER, 1999). Mas se
seguirmos o critério da direcdo dos processos terminais que constituem um glomeérulo,
os complexos sinapticos encontrados no plexo pedioso ndo seriam glomerulares. E se
considerarmos, ainda, o critério funcional, ou seja, de que os glomérulos representam
unidades funcionais de processamento da informacgdo olfatoria nos centros primarios de
processamento destas informacdes sensoriais, como vem sendo demonstrado em
vertebrados e em invertebrados com organizagdo superior do sistema nervoso
(poliquetas, gastropodes superiores e artropodes) (VALVERDE, 1999, HILDEBRAND;
SHEPHERD, 1997) seria necessario também para definirmos como glomerular a
presenc¢a de fibras aferentes da periferia, por procedimentos de marcacdo de vias, por
exemplo. Se, de fato, existem glomérulos sinapticos nos ginglios dos palpos e
tentaculos anteriores, a novidade do presente trabalho seria a descrigdo destas estruturas

sinapticas complexas (Figs. 27 B, 28 B e 36), que se adequam & defini¢do de glomérulos
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nos palpos labiais e tentaculos orais, 6rgéos considerados como quimiorreceptores de
contato, ou seja, mais provavelmente gustatorios que olfatorios. Ou estes orgaos de M.
abbreviatus ndo sdo exclusivamente 6rgdos quimiorreceptores gustativos, podendo atuar
também na deteccdo de odores, o que estaria de acordo com a morfologia das
terminagdes dendriticas encontradas, ou seria necessaria a utilizagdo de critérios mais
precisos para a determinagio de estruturas glomerulares. ROSSLER ef al. (2002)
propdem a utilizacdo de marcadores de glomérulos, como por exemplo, a presenca de
actina filamentosa (F-actina), para detectar as organizagdes sinapticas do tipo
glomerular em diferentes espécies, nas quais a organizagio do neuropilo olfatorio
primario seja mais simples, sem um aparente aspecto histologico classico.

O sistema de detecgio e processamento da quimiorrecepgdo em M. abbreviatus
apresenta caracteristicas, as quais foram analisadas neste trabalho, que mostram a
similaridades desse sistema com os demais moluscos pulmonados. E os sistemas
olfatérios dos vertebrados, moluscos, artropodes e nematodes compartilham
caracteristicas que sdo notavelmente similares (EISTHEN, 2002). Nos vertebrados, os
neurdnios receptores ciliados (para os terrestres) ou com microvilosidades (para os
peixes) (BYRD; BRUIJES, 1995; MORAN et al., 1992) possuem seus processos distais
receptores embebidos em uma camada de muco e de microvilosidades de células
epiteliais de sustentagdo como os dos invertebrados. As células olfativas sdo renovadas
a cada 30-60 dias nos moluscos pulmonados (CHASE; RIELING, 1986). Os ax0nios
dos neurdnios aferentes primarios bipolares terminam em géinglios periféricos ou
centrais, constituindo densos neuropilos, onde pode ocorrer integragdo sinaptica,
inclusive, do tipo glomerular. E, ainda, assim como ocorre no bulbo olfatéorio de
mamiferos (LOUIS; ALVAREZ-BUYLLA, 1994) e peixes (BYRD,; BRUIJES, 2001),

novos neuronios sao adicionados ao lobo procerebral (regido do génglio cerebral dos
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caracOls e lesmas terrestres que realiza um processamento de ordem superior da
informag@o olfatoéria) durante alguns meses apds o nascimento (ZAKHAROV ef al.,
1998). Este ultimo aspecto sugere a importancia da experiéncia com odores durante a
neurogénese na determinagdo das conexdes sinapticas dos novos neurdmios do pro-

cérebro também nos moluscos pulmonados terrestres.
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O estudo da organizacdo dos palpos labiais, tentaculos orais e tentaculos Opticos

do caracol M. abbreviatus permitiu concluir que:

1.

Existem epitélios diferenciados especializados na recep¢do de
informagdes quimicas e/ou mecinicas nas porg¢des distais dos palpos
labiais e tentaculos anteriores e posteriores, semelhante ao encontrado
em outras espécies gastropodes pulmonadas terrestres. A atuagdo destes
6rgdos em fungdes sensoriais € caracterizada pela presenca concentrada
de células receptoras no epitélio diferenciado. A distribuicdo das células
receptoras em maior concentracio nestas regides permite definir estas
estruturas como 6rgios sensoriais especializados.

As terminagOes especializadas dos dendritos sensoriais estdo protegidas
por projec¢des citoplasmaticas oriundas basicamente da por¢3o apical das
células epiteliais de sustentagdo, constituindo um complexo “camada
esponjosa—borda em escova” similar ao descrito para os demais caracois
terrestres. A camada esponjosa mais estreita nos palpos labiais expde
parte das terminagdes dendriticas ao meio externo, o que deve contribuir
para uma funcdo diferenciada deste 6rgdo em relagdo aos dois pares de
tentaculos.

As termina¢des dos neurbnios sensoriais dos palpos labiais podem
apresentar  microvilosidades, cilios com  microvilosidades e
microvilosidades com firmes filamentos axiais, tipo estereocilios. Por
apresentar-se em grande quantidade em um oOrgdo tido como
quimiorreceptor nas poucas espécies em que ja foi estudado e por possuir
uma grande area de superficie (requisito de um quimiorreceptor) os

dendritos com microvilosidades devem ser quimiorreceptores de contato
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ou gustativos. Os dendritos ciliados com microvilosidades da porgéo
- ventral dos palpos devem atuar de forma analoga aos dendritos similares
e de posi¢do similar dos tentaculos orais. Dendritos com poucos cilios e
estereocilios sdo considerados mecanorreceptores.

Nos tentaculos anteriores e posteriores a fung¢fo quimiorreceptora esta
relacionada com os dendritos ciliados predominantes nestes 6rgdos. Ao
reconhecer esta hipdtese como provavel, pode-se propor que dendritos
com um numero pequeno de até 13 cilios juntamente com diversas
microvilosidades finas seriam especializagdes dendriticas suficientes
para permitir a olfagdo, ao contrario do que vem sendo proposto para
outros moluscos, em que os receptores com mais de 15 cilios seriam
olfativos. Os dendritos com um dnico cilio nos tentaculos anteriores
podem atuar na mecanorrecepgdo ou quimiorrecepgdo de contato com o
substrato.

As informages sensoriais dos epitélios especializados de M. abbreviatus
sdo transmitidas por dendritos de células bipolares localizadas em
colunas subepiteliais, passando aos seus processos centrais ou ax6énio que
podem tomar dois destinos: a) a grande maioria destes dirige-se para os
génglios subepiteliais, onde terminarfio em sinapses no neuropilo destes,
ou b) dirigem-se, em menor proporg¢do, diretamente aos ganglios
cerebrais através dos nervos dos palpos e dos tentaculos. Assim, estes
nervos devem conter axdnios de neurdnios sensoriais primarios (células
bipolares subepiteliais) e de neurbnios sensoriais de ordem superior

(secundarios, provavelmente).
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6. Existem regides no neuropilo dos géanglios periféricos dos tentaculos
orais, dos tentaculos Opticos e também dos palpos labiais com
organizagdo glomerular, reforcando a hipotese de que os oOrgéos
sensoriais cefalicos recebam informacgdes olfatorias. Se € reconhecido
que os glomérulos sio unidades funcionais de processamento olfativo,
entdo os palpos e tentaculos orais de M. abbreviatus ndo sdo Orgéos
exclusivamente gustativos, podendo exercer também algum papel na
olfacdo. A maioria das sinapses que ocorrem nestes ganglios sdo
peptidérgicas, colinérgicas e em menor namero, aminérgicas.

7. Apesar de ndo ter sido possivel, através das técnicas empregadas,
determinar com exatiddo se os dendritos sensoriais identificados atuam
na mecanorrecepgdo ou quimiorrecepgdo do caracol, os dados obtidos
reforcam as diferencas evidentes de processamento quimiorreceptor entre
moluscos pulmonados terrestres e aquaticos, como também as
similaridades entre os sistemas olfativos dos animais em geral,
especialmente das espécies terrestres. Este conhecimento, ainda que
parcial, da organizagdo periférica destes Orgdos sensoriais cefélicos
servira de subsidio para estudos posteriores neuroquimicos, hodolégicos
e neurofisiologicos do controle do sistema nervoso central sobre a

quimiosensibilidade de M. abbreviatus.
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