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RESUMO

No seu habitat, muitos organismos, entre eles os caracois, estdo expostos a um
grande numero de variaveis ambientais como temperatura, umidade, fotoperiodicidade e
disponibilidade de alimento. O caracol Megalobulimus oblongus ¢ um gastropode
terrestre que, durante €épocas de estiagem, costuma permanecer enterrado no solo. Com
esse comportamento o animal evita a perda de 4gua durante o periodo de seca, embora
nessa condicao (enterrado no solo) o animal tenha que enfrentar uma situagdo de
disponibilidade de oxigénio reduzida (hipoxia). O metabolismo dos gastropodes
terrestres esta baseado na utilizacdo de carboidratos e as reservas desse polissacarideo
sao depletadas durante situagdes de hipdxia/anoxia. Estudos sobre o metabolismo de
moluscos frente a essas condi¢gdes ambientais adversas, como a propria anoxia, t€ém sido
realizados apenas em tecidos de reserva. Trabalhos relacionando o metabolismo do
sistema nervoso durante essa situagao sao escassos.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo estudar o metabolismo de
carboidratos do sistema nervoso central do caracol Megalobulimus oblongus submetido
a diferentes periodos de anoxia e recuperagdo aerdbia pds-anoxia. Para isso, apds o
periodo experimental foram dosadas a concentragdo de glicogénio e a concentracdo de
glicose livre nos ganglios do sistema nervoso central do animal, além da concentragdo
de glicose hemolinfatica. Juntamente com essa abordagem bioquimica, foi realizado um
estudo histoquimico semiquantitativo com o objetivo de verificar a atividade da forma
ativa da enzima glicogénio fosforilase (GFa) nos ganglios cerebrais dos caracois
submetidos aos periodos de anoxia e recuperagao.

Foi verificado um aumento da concentragdo de glicose hemolinfatica apés o

periodo inicial de 1,5h de anoxia, que se manteve elevado ao longo de todo o periodo



X

anoxico. A concentracdo de glicogénio estava significativamente reduzida as 12h de
anoxia e a concentracdo de glicose livre permaneceu constante ao longo de todo o
periodo andxico, enquanto foi observada uma reducao progressiva da GFa. Nao foram
verificadas mudangas significativas nesses metabolitos nos animais do grupo simulagao
(“sham’) quando comparados ao grupo controle basal.

Durante o periodo de recuperacao aerobia apés 3h de anoxia, os valores de
glicose hemolinfatica foram reduzidos, retornando aos valores basais apds 3h de
recuperagdo aerébia. A atividade GFa, reduzida durante a anoxia, também retornou aos
valores do grupo controle durante a fase de recuperacdo. A concentracao de glicose livre
teve uma queda significativa no tempo de 1,5h de recuperacdo e existiu uma tendéncia a
reducdo do glicogénio do tecido nervoso as 3h de recuperagdo aerdbia. A enzima GFa
retornou a sua atividade basal durante o periodo de recuperacao.

Os resultados sugerem que, em funcdo da elevada concentracdo de glicose
hemolinfatica, outros tecidos possam estar fornecendo a glicose necessaria para a
manuten¢do do tecido nervoso de Megalobulimus oblongus durante a anoxia, enquanto
a reducdo do glicogénio do tecido nervoso verificada as 12h de anoxia deva estar
relacionada ao aumento de atividade do animal durante a escotofase (o grupo 12h de
anoxia foi dissecado a noite) somado ao proprio efeito da anoxia. A reducao da GFa ao
longo do periodo andxico pode indicar uma depressdo metabolica no tecido nervoso.

Durante o inicio da fase de recuperagcdo aerdbia pds-anoxia, a queda da
concentragdo de glicose livre e a tendéncia a reducdo na concentragcdo de glicogénio
podem estar relacionadas ao fornecimento da energia necessaria para o restabelecimento
dos estoques energéticos utilizados durante as 3h iniciais de anoxia, ja que a glicose
hemolinfatica retornou a concentracao basal. Como nao foi verificada qualquer redugao

significativa durante as 3h iniciais de anoxia nas concentracdes de glicose livre e de



glicogénio nos ganglios nervosos centrais de Megalobulimus oblongus, discute-se a
possibilidade de que o tecido nervoso do caracol tenha utilizado reservas de fosfogénios
e ATP para satisfazer suas demandas energéticas durante as 3h iniciais de auséncia de

oxigénio.
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INTRODUCAO 2

Diversos organismos estdo expostos, em seus habitats a um grande numero de
varidveis ambientais tais como temperatura, umidade, fotoperiodicidade e
disponibilidade de substrato energético. Essas varidveis podem induzir mudancas
metabolicas e comportamentais nesses organismos.

As condigdes ambientais adversas constituem uma grande ameaca para a vida
animal: seca, calor ou frio excessivos reduzem a disponibilidade de alimento e sujeitam
os animais a dessecacdo ou ao estresse imposto pelas baixas temperaturas. Zonas
marinhas intertidais sujeitam, regularmente, os animais que utilizam a respiragdo
branquial aos estresses andxico e osmotico. Trés estratégias distintas podem ser
empregadas pelos organismos para enfrentar os estresses ambientais: esquiva, tolerancia
e dorméncia. Para sobreviver, os animais podem migrar para outros locais, alterar suas
caracteristicas fisicas ou entrar em um estado hipometabolico (BROOKS & STOREY,
1997). A depressdao metabolica ¢ um mecanismo muito comum através do qual esses
animais podem escapar do estresse ambiental e, para muitas espécies, essa ¢ a estratégia
adaptativa primaria utilizada (STOREY & STOREY, 1990; BROOKS & STOREY,
1997). Essa estratégia para enfrentar o estresse ambiental foi constatada em
representantes de todos os principais filos de invertebrados, com exce¢do dos
Echinodermata, ¢ em todas as classes de vertebrados (GUPPY et al., 1994).

Os organismos evoluiram de maneira a se tornarem capazes de utilizar o
oxigénio para o processo de producdo de energia. A formacdo de ATP ¢ mais eficiente
quando os substratos energéticos sejam eles carboidratos, lipideos ou
aminoacidos/proteinas sdo oxidados at¢ CO, e H,O na presenca de oxigénio. Esse
processo desenvolve-se dentro da mitocondria através do uso da cadeia de transporte de
elétrons que termina com a redugio do oxigénio molecular (GADE, 1983; LUTZ &

STOREY, 1997). Assim, ndo ¢ surpreendente que os organismos tenham desenvolvido
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sistemas respiratdrios e circulatorios eficientes para assegurar adequado fornecimento
de oxigénio aos diferentes o6rgaos dos organismos de diferentes habitats (LUTZ &
STOREY, 1997).

O grupo dos moluscos (Filo Mollusca) ¢ composto por cerca de 50.000 espécies
vivas as quais se somam cerca de 35.000 espécies fosseis conhecidas. Em abundancia
de espécies, os moluscos constituem o segundo maior filo de invertebrados, ao lado dos
artropodes. Sdo invertebrados muito familiares e incluem formas bastante distintas
como mariscos, ostras, lulas, polvos e caracdis. Embora o maior nimero de espécies
seja marinho, existem muitos representantes de dgua doce e aproximadamente 10.000
caracdis terrestres, representando um dos principais grupos de animais terrestres. Dentro
de cada um desses ambientes, os moluscos colonizaram uma grande variedade de
habitats e adotaram diversos estilos de vida. O Filo esta dividido em sete classes, sendo
a classe Gastropoda a maior delas (cerca de 35.000 espécies vivas ¢ 15.000 formas
fosseis). Entre os gastropodes, a subclasse Pulmonata contém os caracois terrestres mais
diferenciados e bem sucedidos, além de muitas formas de dgua doce. A caracteristica
distintiva do grupo ¢ a transformagao da cavidade do manto em um pulmao. A cavidade
do manto tornou-se altamente vascularizada e a troca gasosa ¢ realizada por difusdo pela
parede dos vasos localizados no manto (revestimento dorsal da cavidade pulmonar). A
transferéncia do ar ocorre através de um orificio no lado direito do animal denominado
pneumostomo. Os pulmonados inferiores (ordem Basommatophora) contém um par de
tentaculos e os olhos localizados na base desses tentaculos, predominando espécies de
agua doce. Os pulmonados superiores (ordem Stylommatophora) incluem as espécies
terrestres. Esses pulmonados tém dois pares de tentaculos e seus olhos localizam-se na
extremidade distal dos tentaculos posteriores, que sdo mais altos do que os anteriores.

Os Stylommatophora sdo encontrados por todo o planeta, incluindo até mesmo as
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regioes dos desertos, e desenvolveram uma ampla variedade de adaptacdes fisioldgicas
e comportamentais para enfrentar os problemas da dessecagdo e das temperaturas
extremas encontrados no ambiente terrestre (RUPPERT & BARNES, 1994; BARNES
& HARRISON, 1994).

Uma dessas especializagdes, bem desenvolvida entre os caracdis pulmonados
terrestres e que deve ter sido valiosa para o sucesso evolutivo do grupo, € a capacidade
de entrar em um estado dormente de estiva durante periodos de condigdes ambientais
quentes ¢ secas. Dessa forma, os caracoéis sdo capazes de tolerar condi¢des climaticas de
dessecacdo até o retorno de condi¢des favoraveis (REES & HAND, 1993).

O caracol Megalobulimus oblongus é uma espécie terrestre, com preferéncia por
lugares protegidos, umidos e¢ sombrios, densamente cobertos por vegetagdo ¢ tem,
geralmente, habitos noturnos. Durante épocas de seca, este caracol costuma se enterrar
no solo até cerca de 10 cm de profundidade (SAWAYA & PETERSEN, 1962), se
manter retraido em sua concha e secretar um epifragma (envoltério mucoso), o qual
fecha a abertura da concha, com exceg¢dao do pneumdstomo. Com este comportamento o
animal evita a perda excessiva de agua durante o periodo de estivagdo (JAEGER, 1965).
Por outro lado, nessa condicdo o animal enfrentard um outro tipo de problema: a
reduzida disponibilidade de oxigénio (hipoxia).

Dessa forma, essas mudangas comportamentais devem estar relacionadas com
mudancas metabolicas, ou seja, para enfrentar a dessecacdo o animal precisa produzir
energia de forma anaerodbia e/ou alterar a sua taxa metabolica.

A anaerobiose pode ser dividida em dois tipos: 1- anaerobiose dependente do
habitat ou anaerobiose ambiental que ocorre, como no exemplo acima, quando o
organismo inteiro ¢ submetido a um micro-habitat com condi¢cdes anoxicas e 2-

anaerobiose dependente da atividade ou anaerobiose funcional, a qual ocorre devido a
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um aumento de atividade de um determinado tecido, geralmente muscular, que excede a
sua capacidade aerobia de produgdo energética. Na anaerobiose funcional, o organismo
necessita de uma disponibilidade energética imediata, mesmo que com custo elevado,
para enfrentar uma situa¢ao de duragdo relativamente curta como, por exemplo, a fuga
de um predador. Ja na anaerobiose ambiental, a qual foi estudada neste trabalho, o
organismo precisa utilizar processos energéticos econOmicos, pois a situagdo
hipdxica/anoxica pode persistir por varios dias. Assim, os dois tipos de anaerobiose
relacionam-se a processos metabolicos diferentes (GADE, 1983; URICH, 1994).

A base metabdlica da vida “euridxica” € normalmente definida como a
capacidade de desviar o catabolismo de carboidratos totalmente aerobio para vias
fermentativas mais curtas, com menor formacao de ATP ¢ acimulo de lactato. Embora
algumas espécies pertencentes aos principais grupos de invertebrados produzam lactato,
esse composto ¢ um produto final de pequena importancia entre os invertebrados,
exceto em crustaceos, quelicerados merostomados (Limulus) e alguns moluscos
gastropodes e bivalves (GADE, 1983; HAMMEN & ELLINGTON, 1984). Todas as
vias de fermentagdo sdo energeticamente ineficientes, considerando a producao de ATP
por unidade de substrato degradado. Um determinado organismo pode tirar vantagem da
produ¢do de um produto final alternativo, quando a formagdo de ATP por mol de
glicose-6-fosfato ¢ maior do que aquela encontrada durante a producdo de lactato
(HAMMEN & ELLINGTON, 1984).

Existem quatro tipos principais de vias anaerobias utilizadas pelos invertebrados
(BARNES et al., 1993): a primeira ¢ a via do lactato, a mais conhecida de todas. O
NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) reduzido no inicio da glicolise acaba sendo
reoxidado pela redu¢do do piruvato terminal em lactato, reagdo catalisada pela enzima

lactato desidrogenase (LDH). Embora essa via ndo seja eficiente na producao de ATP,
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ela pode formar ATP de forma répida. Ela ¢ normalmente utilizada para fornecer
energia as atividades intensas realizadas por vertebrados, como por exemplo, quando o
tecido muscular pode, temporariamente, funcionar sem um suprimento adequado de
oxigénio. Apesar de ndo estar amplamente distribuida entre os invertebrados, a via do
lactato provavelmente tem um papel importante nos musculos das coxas dos insetos,
mas ndo nos musculos envolvidos no v6o, que possuem um sistema de traquéias e
traquéolas bem desenvolvido (j& que essa atividade de elevado gasto energético s6 pode
ser mantida através da producao aerobia de energia) e dificilmente tornam-se anéxicos.
A segunda rota metabolica, a via das opinas (“opines”), ¢ similar & via do lactato e
também esta adaptada para atividades energéticas intensas, que necessitam de uma
producao rapida, mas ndo necessariamente eficiente, de ATP. Nessa via, os carboidratos
sdo catabolizados através da glicolise, mas a redugdo do piruvato € substituida pela sua
condensagdo reduzida com um aminoacido para formar uma opina, que ¢ um derivado
de aminoacido. Muitas opinas podem ser identificadas dependendo do aminoacido e da
enzima envolvidos. A terceira rota metabdlica utilizada ¢ chamada de via do succinato.
Essa via reoxida o NAD, que foi reduzido no inicio da via glicolitica, através da
fosforilagdo realizada por um sistema de transporte de elétrons no qual o fumarato, ao
invés do oxigénio, ¢ o aceptor final de elétrons. A via do succinato estd presente em
organismos como os bivalves que habitam substratos lodosos andxicos e em
endoparasitas que vivem em locais anaerobios de seus hospedeiros, como o intestino de
vertebrados. Esses organismos desenvolveram vias metabdlicas que ndo sdo capazes de
gerar ATP rapidamente, mas produzem mais ATP por residuo de glicose do que as vias
das opinas e do lactato. O processo inicia quando o fosfoenolpiruvato (PEP), a molécula
precursora do piruvato na glicolise, ¢ convertida a oxalacetato (através da carboxilagdo -

adi¢ao de CO, - catalisada pela PEP carboxiquinase) e, ap0ds, a fumarato. O fumarato ¢é
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oxidado até succinato através de um sistema de transporte de elétrons e o succinato pode
ser metabolizado adicionalmente até proprionato e outros acidos graxos volateis.
Oxalacetato, fumarato e succinato sdo trés intermediarios do ciclo do 4acido
tricarboxilico onde ocorrem exatamente na seqiiéncia reversa daquela descrita acima
para o sistema do succinato. Assim, essa via pode ser considerada como um ciclo do
acido tricarboxilico reverso. Além disso, nesse sistema, uma parte do piruvato pode ser
convertida a lactato, acetato, alanina e etanol, ou seja, uma diversidade de produtos
finais pode ser produzida. O processo geral pode formar 4-6 moléculas de ATP por
unidade de glicose. Uma rota de reacdo muito similar, descrita para bivalves, produz
succinato através da redugdo do oxalacetato formado por reagdes de transaminagdo a
partir do aminoacido aspartato, ao invés da carboxilacdo do fosfoenolpiruvato. A quarta
e ultima das vias utiliza os chamados fosfogénios, que sdo importantes durante periodos
de atividade intensa. Esses compostos atuam como reservas, aceitando uma ligagdo
fosfato do ATP em periodos de relaxamento e liberando a mesma em periodos de
atividade intensa e anoxia. O sistema que utiliza a fosfoarginina é comum entre os
invertebrados, enquanto a fosfocreatina é utilizada pelos vertebrados. Excecdes sdo
encontradas entre os equinodermos, que podem utilizar os dois tipos de fosfogénios e
nos anelideos, que contém, além da fosfoarginina, quatro tipos adicionais de
fosfogénios (BARNES, et al., 1993; LIVINGSTONE, 1991).

O sistema enzimatico da glicolise esta presente em todas as células animais. Essa
via, juntamente com o ciclo do écido citrico e a fosforilagdo da cadeia respiratoria, esta
envolvida na producdo de energia sob condi¢des aerdbias. Por outro lado, de forma
contrastante ao que ocorre com outros tipos de substratos, os carboidratos podem servir

também como uma fonte energética sob condi¢des anaerdbias (URICH, 1994).
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Em todas as células, a via basica para a producdo de ATP na auséncia de
oxigénio ¢ a glicolise. As unidades de hexose derivadas do glicogénio ou da glicose sao
convertidas a piruvato; 1 mol de ATP por mol de hexose ¢ consumido pela reacdo da
fosfofrutoquinase-1 (PFK-1) e um segundo pela hexoquinase se a glicose for o
substrato; 2 mol de ATP por mol de hexose sao formados na reacao da fosfoglicerato-
quinase ¢ mais 2 na reacao da piruvato quinase (PK). Assim, a formac¢ao liquida de ATP
por mol de substrato fermentado ¢ de 3 mol se o substrato utilizado for o glicogénio e 2
mol se o substrato for a glicose. Para a continua¢do do funcionamento da via, o NAD
reduzido pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase deve ser reoxidado, processo
normalmente catalisado pela LDH (LUTZ & STOREY, 1997).

Assim, como a glicdlise produz menos que 10% do ATP produzido pelo
metabolismo aerobio, existem somente duas maneiras através das quais o fornecimento
de energia pode ser mantido na auséncia de oxigé€nio: a primeira ¢ o aumento da
velocidade da glicdlise — a estratégia glicolitica — e a segunda ¢ a reducao da velocidade
de utilizagdo do ATP — a estratégia da depressdo metabolica (LUTZ & NILSSON,
1997).

A ativacdo do metabolismo anaerobio para suprir o déficit energético que ocorre
devido a depressdo da fosforilagdo oxidativa tem sérias desvantagens: o consumo das
reservas energéticas internas, que sdo finitas, e a “auto-polui¢do” devido ao acumulo
dos metabolitos produzidos pelas vias anaerdbias (LUTZ & STOREY, 1997; LUTZ,
1989). Ja a depressdo do metabolismo certamente diminui a capacidade do animal de
responder aos estimulos externos. A depressdo metabdlica profunda deixa o animal
indefeso contra predadores e o torna incapaz de responder rapidamente a qualquer

mudanga em seu ambiente (LUTZ & NILSSON, 1997).
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A diminuicdo das respostas comportamentais durante os periodos anoxicos
reflete-se especialmente no comportamento alimentar. Apesar da necessidade de
producao de energia durante periodos de anoxia, Whitwam & Storey (1990) observaram
que o caracol terrestre Otala lactea (Pulmonata: Helicidae) nunca se alimentou durante
o periodo de falta de oxigénio. Isso pode ser perfeitamente entendido ja que o consumo
de oxigénio muitas vezes aumenta imediatamente apds uma refeicdo. Essa resposta
respiratoria pos-prandial é conhecida como efeito dindmico especifico (SDE) ou efeito
calorigénico. Explicacdes para esse efeito incluem: 1- o custo de processamento do
alimento no intestino; 2- o custo de degradacdo e excre¢do de proteinas absorvidas do
alimento e que estdo além das necessidades; 3- o custo da utilizagdo da matéria-prima
obtida do alimento para a sintese de novos tecidos (BARNES et al., 1993). Assim, a
ingestdo de alimento durante a anoxia teria um efeito paradoxal, aumentando ainda mais
o0 gasto energético do organismo.

A tolerancia a falta de oxigénio ¢ muito varidvel entre os diferentes animais, os
quais utilizam diferentes recursos para este fim. Os organismos mais resistentes a
anoxia possuem reservas muito maiores do principal polissacarideo fermentavel
estocado nas células animais, o glicogénio, em comparagdo aos animais intolerantes a
anoxia (HOCHACHKA & SOMERO, 1984; LUTZ & STOREY, 1997, URICH, 1994).
Expressas como uma porcentagem do peso seco, as concentracdes de glicogénio podem
ser de 10-20% em vermes parasitas, mais de 40% em algumas larvas de cestddeos
(URICH, 1994) e podem ultrapassar os 50% no hepatopancreas do mexilhdo Mytilus
edulis (DE ZWAAN, 1983; URICH, 1994). Os vertebrados s3o, caracteristicamente,
animais intolerantes a interrupcdo do suprimento de oxigénio. Poucos vertebrados
resistem a periodos severos de hipoxia e praticamente nenhum resiste a anoxia cronica

(LUTZ, 1992). Excegdes a essa regra sdo encontradas entre os peixes e os répteis, €
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esses organismos tornaram-se modelos de vertebrados bem estudados em relagdo a
resisténcia a anoxia. Entre os peixes duas espécies de ciprinideos, a carpa cruciana
(Carassius carassius) e o peixe-dourado (Carassius auratus) e entre os répteis duas
espécies de tartarugas de agua-doce (Chrysemys picta € Trachemys scripta elegans)
formam a pequena lista de vertebrados resistentes a anoxia (HOCHACHKA &
SOMERO, 1984; ULTSCH, 1989). Da mesma forma que os invertebrados, esses
animais possuem grandes estoques de glicogénio. Geralmente existe um deposito
central de glicogénio que pode ser o figado nos vertebrados e o hepatopancreas ou o
manto nos moluscos. Como as condi¢des nutricionais dos animais mudam ao longo do
ano, o conteudo de glicogénio desses depositos centrais pode ser alterado drasticamente,
provavelmente para a manutencdo da demanda glicolitica de outros tecidos. Por outro
lado, a maneira mais simples de reduzir essa dependéncia de um depdsito central de
substrato ¢ manter elevadas concentracdes de glicogénio em outros tecidos. Esses
depositos podem ser mobilizados, durante a anoxia, independentemente ou em conjunto
com a utilizacdo da glicose sangiiinea ou hemolinfatica. Esses estoques “periféricos”
podem ser encontrados em tecidos tais como as branquias e musculos de Mytilus ou o
coragdo das tartarugas de agua-doce (HOCHACHKA & SOMERO, 1984). Os
organismos que passam por periodos de hipoglicemia ou isquemia, muitas vezes
também possuem elevadas concentracdes de glicogénio cerebral (FOSTER et al., 1993).

O metabolismo dos gastropodes terrestres baseia-se na utilizagdo de carboidratos
e este substrato assume um papel-chave durante o periodo de estivacdo. Rees & Hand
(1993), induzindo caracois-da-montanha (género Oreohelix, Pulmonata) a estiva,
verificaram que as reservas de polissacarideos foram utilizadas no inicio do periodo de
estiva e, apos sua deplecdo, a degradagdo de proteinas foi responsavel pelo suprimento

de um substrato metabolico. Durante todo o periodo de estiva, os lipideos foram pouco
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utilizados. Em algumas espécies, as reservas de lipideos sdo exauridas, especialmente,
na fase reprodutiva. Da Silva e Zancan (1994) verificaram que as concentracdes de
lipideos totais no hepatopancreas de Megalobulimus oblongus nao diminuem nos meses
de outono e inverno em relacdo ao verdo. Assim, os lipideos ndo funcionariam como
uma reserva energética durante esses periodos de disponibilidade alimentar e atividade
do animal reduzidas (outono e inverno). Esse substrato energético estaria relacionado ao
ciclo reprodutivo anual do caracol, sendo utilizado durante a vitelogénese (primavera e
inicio do verdo) e como substrato de glandulas esteroidogénicas, produtoras de
gonadotrofinas (ZANCAN & ACHAVAL, 1995; ZANCAN, 1996). Trabalhando com o
mesmo caracol Rossi & Da Silva (1993), verificaram uma diminui¢do da concentragdo
de glicogénio no hepatopancreas, manto e musculo de animais submetidos a um periodo
de 15 dias de jejum, sugerindo que as reservas de glicogénio constituiriam a principal
fonte de energia durante o jejum, pois as concentragdes de lipideos totais no
hepatopancreas do caracol permanecem constantes mesmo apds um jejum de 30 dias
(SCHMITZ et al., 1989).

Dias (2000) também observou uma diminui¢do do conteudo de glicogénio nos
tecidos (coragdo, hepatopancreas, diafragma e manto) de Megalobulimus oblongus,
durante a anoxia experimental. Embora tenham verificado essa mesma reducdo no
conteudo de glicogénio no coracdo do caracol durante a anoxia, Haeser & De Jorge
(1971) nao observaram alteragdes significativas no hepatopancreas e musculo pedioso
de Megalobulimus oblongus mesmo ap6s um periodo de 25h de anoxia.

A enzima glicogénio fosforilase (GF) ou simplesmente fosforilase, catalisa a
hidrolise do glicogénio e a formacgdo de glicose-1-fosfato (URICH, 1994). A enzima
existe em duas formas interconversiveis: uma forma desfosforilada, chamada GFb, a

qual pode ser prontamente fosforilada pela fosforilase quinase para dar origem a forma
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ativada da enzima, a GFa, que catalisa a remog¢ao das unidades de D-glicose a partir das
reservas teciduais de glicogénio. Acredita-se que o mecanismo principal de regulacao
do  metabolismo do  glicogénio seja  justamente o  processo  de
fosforilagao/desfosforilacio enzimadtica, através do qual pode ser controlada a
interconversao entre as formas “a” e “b” da enzima (HARLEY et al., 2001; HARLEY
& RUSAK, 1993; KONKLE et al., 1999; SCAPIN & DI GIUSEPPE, 1994). A
interconversao € influenciada por uma variedade de estimulos como certos metabolitos,
horménios ¢ estado alimentar (SCAPIN & DI GIUSEPPE, 1994). Em relacdo ao
sistema nervoso central, parece existir uma relagdo entre as concentragdes de
glicogénio, reguladas por uma variedade de neurotransmissores, e a atividade neuronal
(KONKLE et al., 1999). Woolf et al. (1985), demonstraram que a aplicacdo de varios
estimulos nocivos periféricos (quimicos, térmicos ou elétricos) aumenta rapidamente
(em alguns minutos) a atividade GF na medula espinhal e ganglios da raiz dorsal de
ratos. Diferentes formas de hipoxia ou isquemia também provocam mudangas na
atividade da enzima (IBRAHIM et al., 1970; ROSA NETO, 1998). Essas mudangas
podem ocorrer de forma rapida. Karnovsky et al. (1983) verificaram que o glicogénio
cerebral acumulado durante o sono de ondas lentas em ratos ¢ utilizado dentro de 2-5
minutos apos o despertar do animal (o que deve envolver a GF). Assim, a ativagdo da
GF parece estar relacionada, pelo menos no sistema nervoso, a uma elevacdo das
demandas metabolicas teciduais, resultado de um aumento da atividade celular
(HARLEY & RUSAK, 1993).

Existe uma escassez de trabalhos acerca dos efeitos da anoxia ambiental sobre o
metabolismo de carboidratos no sistema nervoso de invertebrados. Em moluscos,
estudos sobre o metabolismo intermedidrio t€ém se concentrado principalmente sobre os

tecidos de reserva.
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Existe um interesse consideravel sobre os mecanismos que promovem a
tolerancia a hipoxia, pois em mamiferos, a falta de oxigénio ¢ a principal causa de
injuria tecidual no coracdo e no cérebro, que sdo tecidos aerdbios altamente sensiveis
aos efeitos da diminuicao da pO, (LUTZ & STOREY, 1997).

Além disso, ou talvez por isso, esses tecidos possam apresentar respostas
metabolicas diferentes daquelas verificadas em outros tecidos, como foi observado em
relacdo ao metabolismo de carboidratos no cérebro do peixe-dourado (Carassius
auratus) em resposta a anoxia. De oito diferentes tecidos estudados (figado, cérebro,
rim, branquia, bago, coracdo, musculo esquelético vermelho e musculo esquelético
branco), somente o cérebro apresentou uma elevagao na porcentagem da forma ativa da
GF ap6s 24h de anoxia. Em relagdo a concentragdo de frutose-2,6-bifosfato, um
ativador da PFK, a enzima-chave da regulagcdo glicolitica, o cérebro ¢ o coragdo
apresentaram uma elevacdo do metabolito durante o periodo andxico, e essa resposta foi
inversa a resposta dos demais tecidos. A partir desses resultados, foi sugerida a
ocorréncia de uma ativagdo da via glicolitica no cora¢do e no cérebro. Entretanto, esta
via estaria diminuida em tecidos como figado, bago, branquia e rim, o que estaria
relacionado a depressdo metabolica geral no peixe, ausente no coragdo e cérebro
(STOREY, 1987). No coracao de Megalobulimus oblongus o conteiido de glicogénio
diminui significativamente ap6s um curto periodo de anoxia (1,5h), o que ndo acontece
com o manto e o hepatopancreas. Nesses tecidos de reserva do caracol, as diferengas se
manifestam somente em periodos mais prolongados de anoxia (DIAS, 2000).

Diferentemente da estratégia de ativagdo glicolitica encontrada no cérebro do
peixe-dourado, nas tartarugas de agua-doce, também resistentes a anoxia, a maneira
para enfrentar a situagcdo anoxica ¢ diferente. No cérebro da tartaruga o consumo de

energia torna-se profundamente reduzido durante a anoxia. A depressdo metabolica
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cerebral ¢ causada pela ativagdo do mecanismo de “parada metabdlica” (“metabolic
arrest”) dos canais i0nicos, atuando na reducdo do fluxo i6nico, pela liberagdo de
GABA ¢ pelo aumento da expressao dos receptores GABA, (LUTZ & NILSSON,
1997). Essas diferentes estratégias de regulacdo cerebral durante a anoxia fazem com
que a carpa cruciana permaneca ativa e alerta durante a anoxia, enquanto a tartaruga
entre em uma espécie de “estado de coma” e ndo responda aos estimulos externos
(observagdo pessoal, citada em LUTZ et al., 1996).

Durante a recuperagdo, os produtos finais do metabolismo anaerobio podem ser
liberados na circulagdo e transportados até outros 6rgdos para serem reoxidados. Essa
forma de disposicdo dos produtos finais seria encontrada em invertebrados que
apresentassem trés caracteristicas principais: 1- sistemas circulatérios bem
desenvolvidos, eficientes no transporte de hemolinfa ou sangue para as varias partes do
organismo; 2- aumento substancial do produto final na hemolinfa apds o periodo
anodxico; 3- divisdo funcional do metabolismo do produto final entre sistemas de 6rgaos.
Em termos de organizagdo funcional, os invertebrados demonstram uma consideravel
diversidade de sistemas circulatorios. Os moluscos cefalopodes parecem possuir os
sistemas circulatorios mais eficientes ¢ organizados. Artropodes grandes como os
crustaceos decapodas e o caranguejo-ferradura Limulus polyphemus também possuem
sistemas circulatorios relativamente complexos. E provavel que esses grupos possuam
sistemas circulatérios capazes de transportar os produtos finais anaerébios para outros
orgdos. Outros moluscos, como certos gastropodes grandes podem também ser
incluidos nessa categoria (ELLINGTON, 1983). Os gastrépodes pulmonados africanos
pertencentes a familia Achatinidae e os sul-americanos das familias Strophocheilidae e
Megalobulimidade (Megalobulimus) incluem os maiores gastropodes terrestres do

mundo (JAEGER, 1965; SAWAYA & PETERSEN, 1962).
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O sistema nervoso central (SNC) de Megalobulimus oblongus ¢ formado por
onze ganglios, nove dos quais constituem o anel ganglionar principal (ganglios

cerebrais, pedais, pleurais, parietais e visceral) que circunda o es6fago (Figura 1).

A B

Figura 1: Organizacdo do sistema nervoso central do caracol Megalobulimus
oblongus: A: Representacdo esquematica dos ganglios que constituem o sistema
nervoso central. AC, artéria cefalica; BB; bulbo bucal; CD, corpo dorsal; EA, eséfago
anterior; PA, ginglios parietais; PE, ganglios pedais; PL, ganglios pleurais; V, ganglio
visceral. Os ganglios bucais (B), cerebrais (C) e o complexo ganglionar subesofageal
(S) estdo unidos entre si pelos conetivos neurais cérebro-bucal (1), cérebro-pedal (2) e
cérebro-pleural (3). B: Esbo¢o de um caracol pulmonado, em vista lateral, com o pé
estendido, para a visualizacdo das posi¢des relativas dos ganglios bucais (B), cerebrais
(C) e do complexo ganglionar subesofageal (S). Orientagdo da figura: D: dorsal; V:
ventral; P: posterior; A: anterior (ZANCAN, 1996).

Todos os ganglios sdo pareados, com exce¢ao do ganglio visceral. Localizados
mais distalmente encontram-se os dois ganglios bucais, 0os quais conectam-se ao anel
periesofageano através dos conetivos cérebro-bucais. Os ganglios de cada lado sdo

similares em forma e tamanho, sendo apenas o ganglio parietal direito

consideravelmente maior do que o esquerdo. Ao redor da artéria cefalica, estdo
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organizados os ganglios que constituem o complexo ganglionar subesofageal. Esses
ganglios sdo unidos entre si por conetivos neurais extremamente curtos € aos ganglios
cerebrais, de localizagdo supra-esofageal, pelos conetivos cérebro-pedal e cérebro-
pleural. Conectando o par de ganglios pedais estdo duas comissuras igualmente curtas:
uma de maior didmetro, central, ¢ uma menor, antero-ventral (ZANCAN, 1996).

Os ganglios cerebrais mostram uma organiza¢do mais complexa, estando
divididos em trés regides: mesocérebro, pos-cérebro e pro-cérebro (BULLOCK &
HORRIDGE, 1965). O corpo dorsal, uma glandula endécrina que envolve a comissura
cerebral e emite prolongamentos que se estendem ao longo do conetivo cérebro-pleural,
recobre parcialmente os ganglios cerebrais (ZANCAN & ACHAVAL, 1995).

O sistema nervoso de Megalobulimus oblongus tem sido caracterizado através
de estudos morfoldgicos (PERES, 1994; ZANCAN & ACHAVAL, 1995; DONELLI et
al., 1998; STABILE, et al., 1998; FACCIONI-HEUSER et al., 1999a, 1999b, 1999c;
DAL PIVA et al., 1998; ZANCAN et al., 2001; MALYSZ, 2002) neuroquimicos €
fisiologicos (ZANCAN et al., 1994; 1995; ZANCAN, 1996; ZANCAN & ACHAVAL,
1997; DE FRAGA et al., 1998; MORIGUCHI-JECKEL, 2001; PENHA, 2001,
SANTOS et al., 2003).

Trabalhos em Megalobulimus oblongus sobre os efeitos da anoxia (DIAS, 2000),
do jejum e de diferentes dietas (ROSSI & DA SILVA, 1993), além da determinagdo da
variagdo sazonal sobre o metabolismo carboidratos (DA SILVA & ZANCAN, 1994)
tém sido realizados somente em tecidos de reserva, como o manto e o hepatopancreas, e
em tecidos musculares, como o coragao e o diafragma.

Trabalhos comparando a atividade neuronal basal de Megalobulimus oblongus
com a atividade em resposta as situagdes ambientais adversas, como a anoxia ambiental

e a sua fase de recuperacdo, comecaram a ser realizados, através da andlise histoquimica
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da atividade de enzimas participantes do metabolismo de carboidratos e oxidativo, como
a GF, a citocromo oxidase (COX) e a LDH (DE FRAGA et al., 1998, 1999; FRAGA et
al, 2000). Essas andlises qualitativas demonstraram uma redug¢do progressiva da
atividade da forma ativa da enzima GF ao longo dos periodos de anoxia experimental.
Nos animais submetidos ao tempo de 3h de anoxia a atividade GFa do neuropilo e dos
somas gigantes ja havia diminuido. Apds 18h de anoxia, o neuropilo apresentava uma
fraca atividade enzimatica e a reagdo, quando presente no citoplasma das células, estava
reduzida a alguns somas isolados de pequeno tamanho. Ja os animais submetidos a
diferentes periodos de recuperagdo aerdbia pds-anoxia, demonstraram um progressivo
aumento da atividade GFa das 3h as 24h de recuperagdo. Em relagdo a LDH, foi
observada uma aparente diminui¢do de atividade nos ganglios cerebrais dos animais
submetidos ao periodo de 3h de anoxia. Nesse mesmo tempo experimental, os ganglios
pedais apresentaram uma intensa atividade LDH e os demais ganglios mantiveram o
mesmo padrdo de reagdo dos controles. Sob 6h e 18h de anoxia o sistema nervoso
central de Megalobulimus oblongus apresentou uma intensa atividade da enzima.
Somente uma leve reducdo da atividade COX (uma enzima mitocondrial participante do
metabolismo oxidativo) foi observada nos ganglios subesofageais e bucais dos animais
submetidos aos periodos de 15h e 18h de anoxia. Nos ganglios cerebrais a atividade
COX manteve-se constante, mesmo apos esses periodos prolongados de anoxia (15h e
18h). Essas analises histoquimicas qualitativas realizadas no SNC de Megalobulimus
oblongus tornaram necessaria uma abordagem quantitativa.

Apesar da vantagem oferecida pela histoquimica de poder verificar in locus as
diferengas metabodlicas entre as diversas areas dos ganglios nervosos, o que pode
fornecer mais respostas quanto a uma andlise funcional do sistema nervoso, ¢

igualmente necessaria uma analise bioquimica do metabolismo de carboidratos neste
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sistema. Além disso, ¢ importante diferenciar quais variagdes metabodlicas podem ser
atribuidas exclusivamente a anoxia, € quais podem ser apenas um efeito do periodo de
jejum que o animal sofreu ao longo do experimento, j& que nao se alimentava durante a
situagdo anoxica. Embora durante o jejum curto ndo ocorram alteragdes significativas
no metabolismo de carboidratos nos tecidos musculares e de reserva do caracol
Megalobulimus oblongus, a resposta do sistema nervoso pode ser diferente. Chase et al.
(1991) e Chase & Tolloczko (1992) verificaram que caracois terrestres Rumina
decollata, mantidos em jejum por um curto periodo de cinco dias, demonstram
plasticidade sinaptica, modificando o tipo de sinapses sobre o neurénio gigante cerebral,
uma célula nervosa envolvida na modulagdo do comportamento alimentar do animal.
Essas mudangas ultra-estruturais seriam uma resposta as mudangas na atividade neural,
devido a falta de estimulagdo sensorial relacionada a presenca do alimento. Se essas
mudangas morfologicas ocorrem tdo rapidamente, pode-se certamente esperar que
variagcdes metabolicas sejam verificadas no sistema nervoso em um periodo ainda mais

precoce de jejum.
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Em vista dos poucos trabalhos existentes na literatura sobre o metabolismo
intermediario no sistema nervoso de moluscos e com o intuito de dar continuidade aos
estudos que vém sendo realizados com o modelo experimental Megalobulimus
oblongus, o presente trabalho teve como objetivo geral estudar o metabolismo de
carboidratos no SNC do caracol Megalobulimus oblongus durante diferentes periodos

de anoxia e recuperacdo aerdbia pos-anoxia, através dos seguintes objetivos especificos:

1) extragdo e quantifica¢do do glicogénio tecidual,
2) quantificagdo da glicose livre tecidual;
3) histoquimica da enzima glicogénio fosforilase, forma ativa (GFa);

4) determinagdo da concentragdo de glicose hemolinfatica.

Essas andlises bioquimicas e histoquimicas foram realizadas no tecido nervoso
de caracois submetidos a diferentes periodos de anoxia e de recuperagdo aerdbia pos-
anoxia, ¢ de caracois controle mantidos em situagdo basal (controle basal) ou em

condi¢des simuladas de anoxia e recuperacgao (controle simulagado - “sham”).



MATERIAL E METODOS
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1. COLETA E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados 356 caracois pertencentes a espécie Megalobulimus oblongus
coletados nos municipios de Charqueadas e Santa Cruz do Sul (RS). O peso dos animais
foi de 69,35£0,65 g ¢ as dimensdes da concha foram de 73,72+0,20 mm de
comprimento e 37,76+0,14 mm de largura (médiaterro padrdo). Todos os caracdis eram
adultos, fato caracterizado por possuirem a concha com a borda “virada”. Os animais
foram mantidos em terrarios telados no Laboratério de Neurobiologia Comparada
(Departamento de Fisiologia, UFRGS), alimentados diariamente com alface ¢ agua ad
libitum sob condi¢des controladas de temperatura (24-30°C) e luminosidade (12,5
W/em?) — fotoperiodo 12h claro/12h escuro (fotofase: 7:00-19:00). A variagdo da
temperatura apresentada acima era circadiana: durante a escotofase, a temperatura
permanecia proxima aos 24°C; durante a fotofase, devido ao aquecimento provocado
pelas lampadas do sistema de fotoperiodo, a temperatura das caixas dos animais
alcangava de 27-30°C. A terra dos terrarios foi revolvida freqlientemente e regada
diariamente com agua para que a umidade para os animais fosse mantida elevada (a
umidade relativa ndo foi controlada). Um umidificador foi colocado na sala onde os
animais foram mantidos, visando a manuten¢do da umidade. A troca da agua e da
alimentagdo e o processo de umidificagdo da terra eram realizados sempre no final da
tarde, apos as 16:30. Apos a coleta, os animais sofreram um periodo de aclimatagdo de
no minimo 20 dias sob as condigdes acima citadas antes de serem utilizados para os
experimentos.

Todos os experimentos foram realizados durante os meses de setembro e de
fevereiro (primavera e verdao). Entretanto, a padronizagdo das condigdes de manutengao

dos caracdis no laboratério e o periodo de aclimatacdo ao qual os mesmos foram
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submetidos antes dos experimentos, objetivaram excluir possiveis diferengas

relacionadas a variagdo sazonal do metabolismo de carboidratos.

2. ANOXIA

Todos os animais submetidos aos procedimentos experimentais foram retirados
dos terrarios no inicio da manha (entre 6:30 e 7:00). Apoés a retirada, os animais foram
lavados, pesados e as dimensdes das conchas verificadas. Em seguida, todos os animais
foram colocados em caixas plasticas e mantidos em jejum até o inicio da tarde (12:30-
13:30), periodo no qual a anoxia foi iniciada e os animais pertencentes ao grupo
controle foram dissecados. Na base das caixas plasticas foi mantida uma camada de
cerca de 0,5cm de agua, o que foi denominado por Penha (2001) de “assoalho hidrico”,
com o objetivo de manter umidade suficiente para os caracdis.

Para a anoxia, animais adultos, divididos em grupos de 4 a 8 animais, foram
retirados das caixas onde estavam acondicionados durante o jejum e colocados sobre
uma plataforma plastica perfurada dentro de um dessecador de vidro. Abaixo desta
plataforma foram colocados 500 ml de 4gua para manter umidade suficiente para os
caracois. O dessecador foi fechado hermeticamente e vedado com a colocacdo de uma
camada de vaselina solida no contato da tampa com o frasco do dessecador. Apos o
fechamento, foi previamente aerado com nitrogénio por 10 minutos, através de uma
tubulagdo superior de pequeno didmetro diretamente ligada a um tubo de nitrogénio
(esse tempo foi suficiente para que a pO, chega-se a 0%). A saida lateral da tampa do
dessecador era mantida aberta durante a aeracdo para que o ar do interior do mesmo
pudesse ser expelido. A pO, foi monitorizada através de todo o periodo anoxico com o

uso de um oximetro (WPI — modelo OXEL-1/ISO,), mantendo-se 0% de O, durante os
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periodos experimentais. O eletrodo de oxigénio acoplado ao oximetro era colocado
dentro do dessecador através da mesma abertura superior pela qual entrava a tubulagao
de nitrogénio. Apos os 10 minutos de aeragdo com nitrogénio a abertura lateral da
tampa do dessecador era fechada e o inicio da contagem dos tempos de anoxia iniciado.
Os animais foram mantidos em anoxia pelos periodos de 1,5h, 3h, 6h, 12h, 18h ou 24h.
Decorridos os tempos de anoxia os animais foram dissecados para a obtengdo do SNC
(ver abaixo) ou, apds 3h de anoxia, submetidos a um periodo de recuperacdo aerdbia de
1,5h, 3h, 6h ou 15h. Para a recupera¢dao aerobia, os animais eram retirados do
dessecador e colocados novamente em caixas plasticas com assoalho hidrico, nas
condi¢des aerobias do laboratorio. Depois de decorridos os tempos de 1,5h, 3h, 6h ou
15h de recuperagdo, os animais foram dissecados. O sistema nervoso de animais
controles, mantidos em condi¢des aerobias normais no laboratdrio, foi processado
juntamente com os ganglios nervosos obtidos de cada grupo de animais submetidos aos
diferentes tempos de anoxia e recuperacao. Esse grupo de animais controle basal, ou Oh
de anoxia, foi dissecado sempre no inicio da tarde (entre 12:30 e 13:30), ou seja, o
grupo passou pelo periodo de jejum anterior ao inicio do experimento, sendo dissecado
no mesmo momento em que o processo de anoxia iniciava para os demais grupos.

Além dos animais do grupo controle basal, foi estabelecido um grupo chamado
de controle simulacdo (ou simulagdo das condigdes de manipulagdo, alimentares e
ambientais dos animais submetidos a anoxia — “sham”), o qual permaneceu, durante o
periodo experimental, isolado do terrario e exposto ao ar. Esse grupo foi submetido ao
mesmo processo de manipulacdo dos animais submetidos a anoxia, sendo colocado em
aquarios nas mesmas condigdes de um dessecador onde permaneciam os animais
tratados, porém em condigdes aerdbias. O grupo controle simulagdo foi dissecado

juntamente com o grupo anoxia relativo ao mesmo periodo de experimento. O objetivo
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desse grupo foi verificar se as diferencas encontradas ao longo do experimento deviam-
se exclusivamente a anoxia, ou se o jejum, a manipulagdo e o isolamento do terrario no
qual os animais podiam permanecer enterrados (estresse experimental) também
exerciam algum efeito sobre os caracdis (pois o grupo submetido a anoxia estava
exposto a todos os fatores descritos).

Todos os parametros metabdlicos estudados estdo sujeitos a variagdes, muitas
delas sazonais. Assim, as condi¢des sob as quais os experimentos foram realizados
foram padronizadas. Além disso, como o caracol Megalobulimus oblongus possui
habitos noturnos (se alimentando durante esse periodo), todos os animais submetidos
aos experimentos foram retirados dos terrarios no mesmo horario, para que ndo
existissem diferencas de tempo em relagdo ao periodo alimentar (noite) dos animais dos
diferentes grupos experimentais.

Durante todo o procedimento de anoxia ou recuperagdo, a temperatura foi
mantida em 24+0,5°C. Para evitar a utilizacio de um nimero de animais ainda mais
elevado do que foi utilizado, o grupo controle simulagdo foi processado em alguns dos
tempos escolhidos para o experimento (3h, 12h ou 24h). Durante a fase de recuperacao,
o grupo simulagdo foi processado nos dois periodos de tempo de recuperagdo mais
prolongados, que foram de 6h e 15h (pois se existisse algum efeito do jejum, as
diferencas seriam melhor percebidas em periodos de tempo mais prolongados). Todos
os periodos de tempo utilizados neste estudo foram escolhidos para facilitar a
comparagdo com trabalhos anteriores, principalmente com aquele realizado por Dias
(2000), o qual estudou o efeito da anoxia sobre diversos tecidos do caracol

Megalobulimus oblongus, embora ndo tendo analisado o tecido nervoso.
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3. OBTENCAO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E COLETA DA HEMOLINFA

Decorridos os tempos experimentais, os animais foram crioanestesiados por 5-6
minutos para a obtencao do sistema nervoso central. Apos a remog¢ao cuidadosa de uma
volta e meia da concha, a hemolinfa foi coletada, através de uma pungao cardiaca, com
o uso de uma seringa heparinizada. Depois deste procedimento, o manto anterior € o
diafragma foram seccionados expondo os 6rgdos internos. Para as analises bioquimicas
foram retirados o par de ganglios cerebrais, localizados dorsalmente ao es6fago e o
complexo ganglionar subesofageal (constituido pelos pares de ganglios pedais, pleurais,
parietais e pelo ganglio visceral, impar). Para as analises histoquimicas, foi utilizado
apenas o par de ganglios cerebrais (Figura 1). Os ganglios bucais ndo foram utilizados
para as determinagdes bioquimicas, pois devido ao tamanho muito reduzido,
dificilmente consegue-se realizar sua dissecacdo sem a retirada de certa quantidade de
tecido muscular o qual, por conter estoques de glicogénio, poderia influenciar as
dosagens. Para a técnica histoquimica, foram utilizados somente os ganglios cerebrais,
pois para a realizagdo da analise densitométrica todos os cortes precisam ser incubados
ao mesmo tempo, ¢ a captura das imagens realizada logo ap6s o procedimento
histoquimico. Esse procedimento seria inviavel com a utilizacdo de todos os ganglios.
Somente animais controle (situagdo basal), animais submetidos aos periodos de 3h e de
18h de anoxia, e animais submetidos ao periodo de 15h de recuperagao aerdbia apds 3h
de anoxia, foram processados para a técnica histoquimica (ndo houve grupo controle
simulacdo), pois um grande numero de grupos também inviabilizaria a realizagdo da

densitometria no mesmo dia do procedimento histoquimico.
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4. PROCEDIMENTOS BIOQUIMICOS

4.1. GLICOSE HEMOLINFATICA

ApOs ser coletada através de uma pungdo cardiaca com o uso de uma seringa
heparinizada, a hemolinfa foi congelada (-20°C) até a dosagem. Os niveis de glicose
hemolinfatica foram determinados através do método da glicose-oxidase, com o uso do
kit glicose PAP liquiform da Labtest diagnostica em amostras de hemolinfa de 30 pl. A
leitura das absorbancias das amostras foi realizada em espectrofotdmetro em um

comprimento de onda (1) de 505 nm. Os resultados foram expressos em mg/dl.

4.2. GLICOSE LIVRE TECIDUAL

A concentragdo de glicose livre foi determinada conforme o método descrito por
Carr & Neff (1984): apds a pesagem do tecido, os ganglios foram colocados em tubos
de ensaio contendo 2,5 ml de uma solugdo de citrato de soédio 100 mM e
homogeneizados com um homogeneizador (Omni International — modelo n°17105).
Apbs, os tubos foram colocados em banho-maria a 100°C por 15 minutos, agitados e
resfriados a temperatura ambiente. A dosagem de glicose foi realizada através do
método da glicose-oxidase, com o uso do kit glicose PAP liquiform da Labtest
diagnéstica em amostras de 50 pl do homogeneizado processado. A leitura das
absorbancias das amostras foi realizada em espectrofotdmetro em um comprimento de
onda (1) de 505 nm. Os resultados foram expressos em mg de glicose livre/g de tecido

umido.
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4.3. GLICOGENIO TECIDUAL

A extragao do glicogénio tecidual foi realizada de acordo com o método de van
Handel (1965). O tecido, composto pelo conjunto dos ganglios cerebrais e
subesofageais de dois animais (50-100 mg), foi digerido em 2 ml de KOH 30% em
banho-maria a 100°C por 60 minutos. Apods, foram acrescentadas 5 gotas de sulfato de
sodio saturado (Na,SO4) e 2 ml de alcool etilico 92%. Os tubos foram agitados e
centrifugados a 2500 RPM por 10 minutos para precipitar o glicogénio. Apo6s lavagem,
o precipitado foi ressuspendido em agua destilada quente (80°C). O glicogénio da
amostra foi hidrolisado com HCI 4 N, aquecido a 100°C em banho-maria, neutralizado
com carbonato de sédio (Na,COs) 2 M e dosado como glicose através do uso do kit
glicose PAP liquiform da Labtest diagndstica em amostras de 60 pl. A leitura das
absorbancias das amostras foi realizada em espectofotometro em um comprimento de
onda (A) de 505 nm. Uma curva padrao de glicogénio (1mg/ml) foi utilizada como fator
de calibragdo. Os resultados foram expressos em g% (g/100g) de tecido imido.

Os procedimentos bioquimicos foram realizados no Laboratério de

Endocrinologia e Metabolismo de Invertebrados (Departamento de Fisiologia, UFRGS).

5. PROCEDIMENTOS HISTOQUIMICOS

5.1. GLICOGENIO FOSFORILASE, FORMA ATIVA (GFA)

Para o estudo da atividade GFa, os ganglios cerebrais foram rapidamente

retirados e congelados em meio especial para congelamento para posterior sec¢ao

horizontal em criostato (Leitz, 1720) (-18°C) a 25 pum de espessura realizada no
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Laboratorio de Histofisiologia Comparada (Departamento de Ciéncias Morfologicas,
UFRGS). Os cortes seriados foram montados em laminas gelatinizadas. Para a
demonstragdo da atividade enzimatica foi utilizada a técnica de Woolf et al. (1985): os
cortes foram incubados, por 30 minutos, a 37°C, em um meio contendo
etilenodiaminotetracetato dissodico (EDTA), fluoreto de sodio (NaF), dextran (PM:
40.000), a-D-glicose-1-fosfato (Sigma) e tampdo aceto-acetato 0,1 M, pH 5,6. O pH
final desse meio de incubacao foi 6,0. A adicdo de EDTA, um quelante de ions Ca™", ao
meio de incubacdo serviu para prevenir a ativacdo da fosforilase b quinase. O NaF
inibiu a desfosforilacdo da GFa pela fosfatase e o dextran funcionou como um substrato
para aceitar a ligacdo da glicose-1-fosfato. Apds o periodo de incubacdo, as ldminas
foram fixadas em dalcool 40% (3 min) e tratadas por 2min com solucdo de lugol,
acrescido de sacarose 11%, para revelar a atividade enzimatica (alguns cortes foram
incubados sem o substrato para obtencdo de um controle da reacdo enzimatica). Apds a
remocdo da solu¢do de lugol com solucdo salina (NaCl 0,9%), as laminas foram
montadas com gelatina-glicerina (Kaiser), sendo cobertas com laminulas. A reacdo
positiva foi evidenciada por uma coloragdo variando de marrom a azul violdcea no
citoplasma das células. Nesse procedimento in vitro, a atividade GFa catalisa a
formacgdo das ligagdes a-1,4 do glicogénio, a partir da glicose-1-fosfato (IBRAHIM,
1975), o que nao impede que a reagdo histoquimica se infira sobre a quantidade de

atividade GFa.

5.2. DENSITOMETRIA OPTICA

A atividade da enzima GFa foi observada em cortes seriados dos ganglios

cerebrais dos animais. A intensidade da colora¢do do produto da reagdo foi analisada
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por densitometria Optica em sistema de analise de imagens do Laboratério de Analise de
Imagens (Departamento de Ciéncias Morfologicas, UFRGS), através do programa
Image Pro-Plus 4.1 (Media Cybernetics, USA). A realizagdo desta andlise
semiquantitativa foi feita através do acoplamento de uma camera Pro-Series High
Performance CCD a um microscopio Nikon Eclipse E-600. A camera estava ligada a
um computador contendo o programa acima descrito. As laminas foram analisadas
criteriosamente e as imagens do campo visual contendo as regides de interesse foram
capturadas com a utilizacdo de uma lente objetiva de 10X. Apos a captura das imagens,
as mesmas foram convertidas para imagens digitais dentro de uma escala de 256 tons de
cinza onde o nivel de cinza de cada pixel variava de 0 (preto)-255 (branco). Cada regido
de interesse foi determinada com a colocagdo de um retangulo de tamanho pré-

determinado sobre a mesma (Figura 2).

500 pm

Figura 2: Representacdo esquematica de corte horizontal do par de ganglios
cerebrais do caracol Megalobulimus oblongus ao nivel da comissura cerebral mostrando
os locais de colocagdo das areas de interesse optico (AOIs) para o estudo da atividade
da forma ativa da enzima glicogénio fosforilase (GFa). As areas em cinza representam o
local de colocacdo das AOIs referentes as regides do neuropilo lateral (1), lobo pedal do
pos-cérebro (2) e neuropilo medial (3). As AOIs 1, 2 e 3 correspondem respectivamente
as dimensdes de 100 pm X 100 pum, 100 pum X 50 pm e 200 pm X 200 pm.
Abreviaturas mc: mesocérebro; ppsc: lobo pedal do poés-cérebro; cd: corpo dorsal; cc:
comissura cerebral. A barra de calibragdo na base da figura equivale a 500pum, conforme
indicado. Orientacdo da figura: A: anterior; P: posterior; E: esquerdo; D: direito
(modificado de Zancan, 1996).
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A area do retangulo constituiu a chamada AOI (area de interesse optico). A AOI
sempre deve ter um determinado tamanho que forneca uma amostra representativa da
regido de interesse, ndo podendo ter um tamanho muito menor (que ndo seria
representativo) nem um tamanho maior do que a estrutura a ser analisada. Apos a
colocacdo do retangulo sobre a respectiva regido, o programa forneceu a média da
intensidade de cinza de todos os pixels da regido delimitada pelo retingulo, e esse
nimero foi a base para o cdlculo da densidade optica. A coloracdo de fundo
(“background”) foi determinada e utilizada para a correcdo das leituras de densidade
optica. Todas as condigdes de luminosidade foram mantidas constantes durante a
captura das imagens. Foram utilizados de 3-5 animais para cada um dos grupos
estudados. O nimero amostral que aparece nos graficos relativos a densitometria dptica
representa o nimero de imagens analisadas para aquela regido somando-se todos os

animais daquele grupo. A densidade optica foi calculada através da seguinte formula:

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

OD: densidade optica;

I (“incident”): intensidade maxima da luz incidental, neste trabalho 255;

B (“black”): intensidade gerada quando nenhuma luz passa através do material,
neste trabalho 2;

BGx,y) (“background”): ¢ a intensidade de fundo em um determinado pixel;

ITxy) (“intensity”): é a intensidade em um determinado pixel da area analisada.

Trés regides dos ganglios cerebrais foram analisadas: a regido do neuropilo

medial, a regido do neuropilo lateral e a regido do lobo pedal do pds-cérebro, todas no
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mesmo plano horizontal da comissura cerebral. A AOI utilizada para a regiao do lobo
pedal consistiu de um retangulo de 100 um X 50 pm. Para o neuropilo medial e o
neuropilo lateral as AOIs consistiram de quadrados de 200 um X 200 pm e de 100 pm
X 100 pum, respectivamente. A figura 2 demonstra as diferentes regides dos ganglios
cerebrais de Megalobulimus oblongus e os locais onde foram colocados os retingulos
para a andlise. Como coloragdo de fundo foram utilizadas leituras da capa de tecido
conjuntivo que envolve os ganglios, a qual ndo apresentava reacdo GFa. Os valores de
densidade optica obtidos para cada grupo de animais foram analisados estatisticamente.
A escolha de 4reas de diferentes tamanhos para cada uma das trés regides analisadas foi
necessaria para que cada AOI fosse colocada sempre dentro de uma érea especifica, em
todos os cortes seriados analisados. Uma AOI de dimensdes maiores poderia, em alguns
dos cortes analisados, se sobrepor as areas ganglionares adjacentes as areas que se

desejava analisar.

6. ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram analisados estatisticamente através do uso de testes
paramétricos. Foram realizados dois tipos de comparacdo. A primeira foi a comparacao
do grupo controle (basal) em relagdo aos animais submetidos & anoxia ou em relagdo
aos animais do grupo simulacdo. Essa comparagdo foi realizada com o uso de Analise
da Variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Dunnett. Esse teste ndo realiza todas as comparacdes multiplas possiveis, mas ¢
utilizado para comparar uma média (geralmente a do grupo controle) em relagdo a
média dos demais grupos (ZAR, 1999). Dessa forma, esse teste tem a vantagem de

possuir maior poder de andlise da varidncia. Um segundo tipo de analise, foi a
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comparacdo do grupo anoxia em relagdo ao grupo simulagdao em um mesmo tempo de
experimento. Nesse caso, a comparacao das médias foi realizada através da utilizagao
do Teste t de Student para amostras independentes. Em ambos os casos, o nivel de
significancia (o) adotado foi de 0,05. Sempre que necessario, os dados sofreram
transformagdes para manter a homocedasticidade (homogeneidade das variancias), uma
das pressuposi¢des necessarias para a utilizacdo de testes paramétricos. Os dados
relativos as concentragdes de glicogénio, glicose livre e glicose hemolinfatica que
precisaram ser transformados sofreram transformagdes logaritmicas. Os dados relativos
a densitometria Optica para a enzima GFa foram transformados através de uma
derivacdo da extragdo de raiz quadrada. A andlise estatistica foi realizada com o uso do
programa “Statistical Package for the Social Sciences” (SPSS) versao 9.0 e contou com
o apoio do Nucleo de Apoio Estatistico (NAE) do Departamento de Estatistica do

Instituto de Matematica da UFRGS.
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1. ANOXIA

Todos os animais utilizados no presente trabalho sobreviveram aos periodos

experimentais, nao sendo verificada qualquer mortalidade.

1.1. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOGENIO NO

SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO CARACOL Megalobulimus oblongus

A figura 3 ilustra a concentragdo de glicogénio no sistema nervoso de caracois
submetidos aos periodos de 1,5h, 3h, 6h, 12h, 18h e 24h de anoxia em comparagdo ao
grupo Oh (basal). No grupo submetido as 6h de anoxia constatou-se uma diminuicao de
66% (p<0,07) nos valores da concentracdo de glicogénio em relacdo ao grupo Oh
(basal). Observou-se uma reducdo estatisticamente significativa da concentracdo de
glicogénio no SNC do grupo submetido as 12h de anoxia, em relagdo ao grupo basal
(p<0,01). Nos animais submetidos aos periodos de 18h e 24h de anoxia, observou-se um
aumento da concentragdo de glicogénio no sistema nervoso em relagdo ao grupo 12h de
anoxia.

Na figura 4 sdo mostradas as concentragdes de glicogénio do grupo submetido a
anoxia e do grupo controle simulacdo (“sham”) nos tempos de 3h, 12h e 24h de
experimento. Nos grupos submetidos aos periodos de 12h e 24h de anoxia verificou-se
valores de glicogénio significativamente menores (p<0,05) do que aqueles do grupo
simulagdo nos mesmos tempos. Como ja mostrado na figura 3, o Unico grupo que
apresentou uma reducdo significativa da concentracdo de glicogénio em relacdo ao
controle foi o grupo 12h de anoxia. Nao foram verificadas diferencas significativas

entre os grupos anoxia e simulacdo no tempo 3h. Também ndo foram verificadas
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diferencas significativas dos valores de glicogénio do grupo simulagdo em relacdo ao

grupo controle.
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Figura 3: Concentragdo de glicogénio no sistema nervoso central de caracois
Megalobulimus oblongus submetidos a diferentes periodos de anoxia. As colunas
representam as médias e as barras verticais os erros padrdoes das médias. O niimero
amostral estd indicado entre parénteses. O asterisco representa diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunnett) em relacdo ao grupo Oh (controle basal).
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Figura 4: Concentragdo de glicogénio no sistema nervoso central de caracodis
Megalobulimus oblongus submetidos aos periodos de Oh (controle basal), 3h, 12h e 24h
de anoxia em comparacdo a concentragdo do grupo controle simulagdo (submetido ao
mesmo periodo experimental, porém nas condigdes normais de pO,). Os pontos
representam as médias e as barras verticais os erros padroes das médias. O niimero
amostral esta indicado entre parénteses. Os asteriscos vermelhos representam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05; teste t de Student) entre o grupo anoxia e o
grupo simulagdo em um mesmo periodo de tempo. Os asteriscos pretos representam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de
comparagoes multiplas de Dunnett) em relagdo ao grupo Oh (controle basal).
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1.2. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOSE LIVRE NO

SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO CARACOL Megalobulimus oblongus

A concentra¢ao de glicose livre no sistema nervoso central de Megalobulimus
oblongus manteve-se constante ao longo de todo o periodo anoxico (1,5h até 24h) o que
pode ser visto na figura 5. Também nenhuma diferenca significativa foi encontrada
entre os animais do grupo simulagdo submetidos aos tempos experimentais de 1,5h, 3h,
12h ou 24h em relagdo ao grupo Oh (Figura 6). Porém, a figura 6 também mostra que,
comparando-se o grupo simulagdo com o grupo anoxia verificam-se niveis de glicose
livre estatisticamente menores (p<0,05) no sistema nervoso dos animais do grupo

simulagdo as 24h de experimento.
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Figura 5: Concentracdo de glicose livre tecidual no sistema nervoso central de
caracOis Megalobulimus oblongus submetidos a diferentes periodos de anoxia. As
colunas representam as médias e as barras verticais os erros padrdes das médias. O
nimero amostral estd indicado entre parénteses. Ndo foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05; ANOVA).
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Figura 6: Concentragdo de glicose livre tecidual no sistema nervoso central de
caracOis Megalobulimus oblongus submetidos aos periodos de Oh (controle basal), 1,5h,
3h, 12h e 24h de anoxia em comparagdo a concentracdo do grupo controle simulagdo
(submetido ao mesmo periodo experimental, porém nas condi¢des normais de pO,). Os
pontos representam as médias e as barras verticais os erros padrdoes das médias. O
nimero amostral estd indicado entre parénteses. O asterisco vermelho representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05; teste t de Student) entre o grupo anoxia
e o grupo simulagdo no mesmo periodo de tempo.
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1.3. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOSE

HEMOLINFATICA DO CARACOL Megalobulimus oblongus

A figura 7 mostra que a concentragdo de glicose hemolinfatica aumentou
significativamente em relacdo ao grupo controle (basal) ap6s 1,5h de anoxia (p<0,001) e
manteve-se significativamente elevada até o final do experimento (p<0,02). A
concentragdo de glicose hemolinfatica foi significativamente mais elevada (p<0,01) no
grupo anoxia quando comparada ao grupo simulagdo em um mesmo periodo de tempo
experimental (Figura 8). Nao foram constatadas diferencas significativas nos valores de
glicose hemolinfatica do grupo simulagdo submetido aos diferentes tempos

experimentais em relacdo ao grupo controle (Figura 8).
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Figura 7: Concentragdo de glicose hemolinfatica de caracdis Megalobulimus
oblongus submetidos a diferentes periodos de anoxia. As colunas representam as médias
e as barras verticais os erros padrdes das médias. O nimero amostral esta indicado entre
parénteses. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente significativas (um
asterisco: p<0,02; dois asteriscos: p<0,001; ANOVA seguida pelo teste de comparagdes
multiplas de Dunnett) em relacdo ao grupo Oh (controle basal).
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Figura 8: Concentragdo de glicose hemolinfatica de caracdis Megalobulimus
oblongus submetidos aos periodos de Oh ( controle basal), 1,5h, 3h, 12h e 24h de anoxia
em comparagdo a concentracdo do grupo controle simulagdo (submetido a0 mesmo
periodo experimental, porém nas condi¢des normais de pO;). Os pontos representam as
médias e as barras verticais os erros padroes das médias. O numero amostral esta
indicado entre parénteses. Os asteriscos vermelhos representam diferengas
estatisticamente significativas (p<0,05; teste t de Student) entre o grupo anoxia e o
grupo simulagdo em um mesmo periodo de tempo. Os asteriscos pretos representam
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de
comparag¢des multiplas de Dunnett) em relagdo ao grupo Oh (controle basal).
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1.4. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A ATIVIDADE DA GLICOGENIO FOSFORILASE,
FORMA ATIVA (GFA) NOS GANGLIOS CEREBRAIS DO CARACOL Megalobulimus

oblongus

A figura 9 mostra uma redugao progressiva dos valores de densidade dptica para
a GFa nas trés regides dos ganglios cerebrais de Megalobulimus oblongus estudadas.
Esta reducgdo foi estatisticamente significativa nas areas do neuropilo lateral (p<0,05) e
do lobo pedal (p<0,01) em relagdo as mesmas areas do grupo controle apos 3h de
anoxia e se acentuou apos 18h de anoxia (p<0,001). Porém, a regido do neuropilo
medial s6 apresentou uma redugdo estatisticamente significativa dos valores de
densidade optica apds 18h de anoxia quando comparada ao grupo controle (p<0,05).

As figuras 17A, 17B e 17C apresentam fotomicrografias da atividade GFa nos
ganglios cerebrais de caracdis controle e submetidos aos periodos de 18h e 3h de
anoxia, respectivamente. A intensa atividade verificada no neuropilo dos animais do
grupo controle se encontra bastante reduzida nos animais submetidos as 3h de anoxia.
Nos animais submetidos as 18h de anoxia, existe apenas um resquicio de atividade GFa
neuropilar. Os somas dos caracois pertencentes ao grupo controle apresentavam
atividade GFa variavel, de fraca a intensa. Essa atividade se reduz bastante as 3h de
anoxia. As 18h de anoxia existem poucos somas demonstrando atividade GFa

moderada, enquanto a maioria apresenta uma fraca atividade enzimatica.
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Figura 9: Valores de densidade optica relativos a atividade da enzima glicogénio
fosforilase, forma ativa (GFa) em trés diferentes regides dos géinglios cerebrais de
caracois Megalobulimus oblongus submetidos aos periodos de Oh (controle basal), 3h e
18h de anoxia. As colunas representam as médias e as barras verticais os erros padrdes
das médias. O numero amostral estd indicado entre parénteses. Os asteriscos
representam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA seguida pelo
teste de comparagdes multiplas de Dunnett) em relagdo ao grupo Oh (controle basal)
para uma mesma regido analisada.
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2. RECUPERACAO

Todos os animais sobreviveram ao periodo experimental de recuper¢do aerébia
pos-anoxia, ndo sendo verificada nenhuma morte ao longo desta fase do procedimento

experimental.

2.1. EFEITO DA RECUPERACAO AEROBIA POS-ANOXIA SOBRE A
CONCENTRACAO DE GLICOGENIO NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO CARACOL

Megalobulimus oblongus

Nao foram verificadas diferencas estatisticamente significativas nos animais
submetidos aos periodos de 1,5h, 3h, 6h ou 15h de recuperacdo aerdbia ap6s um periodo
de 3h de anoxia em relacdo ao grupo controle (basal), o que pode ser visto na Figura 10.

Nao foram verificadas diferencas significativas no grupo simulagdo ao longo do
periodo experimental, o mesmo ocorrendo com as comparacdos realizadas entre os

grupos simulacdo e anoxia nos tempos de 6h e 15h de recupercao (Figura 11).
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Figura 10: Concentra¢do de glicogénio no sistema nervoso central de caracois
Megalobulimus oblongus submetidos a diferentes tempos de recuperagdo aerdbia apds
um periodo de 3h de anoxia (CT: grupo controle basal; AX: grupo 3h de anoxia). As
colunas representam as médias e as barras verticais os erros padrdes das médias. O
nimero amostral estd indicado entre parénteses. Nao foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05; ANOVA).
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Figura 11: Concentra¢do de glicogénio no sistema nervoso central de caracois
Megalobulimus oblongus submetidos aos tempos de 6h e 15h de recuperacdo aerdbia
apds um periodo de 3h de anoxia (CT: grupo controle basal; AX: grupo 3h de anoxia)
em comparacdo a concentracdo do grupo controle simulagdo (submetido a0 mesmo
periodo experimental, porém nas condi¢gdes normais de pO;). Os pontos representam as
médias e as barras verticais os erros padrdes das médias. O nimero amostral esta
indicado entre parénteses. Nao foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas entre o grupo anoxia € o grupo simulacdo em um mesmo periodo de
tempo (p>0,05; teste t de Student) nem entre os animais tratados de um mesmo grupo
em relagdo ao grupo CT — controle basal (p>0,05; ANOVA).



RESULTADOS 49

2.2. EFEITO DA RECUPERACAO AEROBIA POS-ANOXIA SOBRE A
CONCENTRACAO DE GLICOSE LIVRE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO CARACOL

Megalobulimus oblongus

Constatou-se uma diminuicao significativa (p<0,05) da concentragdo de glicose
livre no sistema nervoso dos animais submetidos ao periodo de 1,5h de recuperagdo
aerdbia apos 3h de anoxia em relagdo ao grupo controle. Esta concentragdo retornou aos
valores basais nos periodos subseqiientes de 3h, 6h ¢ 15h recuperagao (Figura 12).

Nenhuma variagdo significativa foi verificada quando esses animais foram
comparados com seu respectivo grupo controle simulagdo (Figura 13). Também ndo se
observou varia¢do na concentracdo de glicose livre do grupo simulacdo ao longo do

periodo experimental (Figura 13).
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Figura 12: Concentragdo de glicose livre tecidual no sistema nervoso central de
caracOis Megalobulimus oblongus submetidos a diferentes tempos de recuperagdo
aerdbia ap6s um periodo de 3h de anoxia (CT: grupo controle basal; AX: grupo 3h de
anoxia). As colunas representam as médias e as barras verticais os erros padrdes das
médias. O nimero amostral estd indicado entre parénteses. O asterisco representa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunnett) em relagao ao grupo CT (controle basal).
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Figura 13: Concentragdo de glicose livre tecidual no sistema nervoso central de
caracois Megalobulimus oblongus submetidos aos tempos de 6h e 15h de recuperagdo
aerdbia ap6s um periodo de 3h de anoxia (CT: grupo controle basal; AX: grupo 3h de
anoxia) em comparagdo a concentracdo do grupo controle simulacdo (submetido ao
mesmo periodo experimental, porém nas condi¢des normais de pO;). Os pontos
representam as médias e as barras verticais os erros padrdoes das médias. O niimero
amostral estd indicado entre parénteses. Nao foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo anoxia e o grupo simulacdo em um mesmo
periodo de tempo (p>0,05; teste t de Student) nem entre os animais tratados de um
mesmo grupo em relacdo ao grupo CT - controle basal (p>0,05; ANOVA).
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2.3. EFEITO DA RECUPERACAO AEROBIA POS-ANOXIA SOBRE A
CONCENTRACAO DE GLICOSE HEMOLINFATICA DO CARACOL Megalobulimus

oblongus

A Figura 14 mostra a concentracdo de glicose hemolinfatica dos animais
submetidos aos periodos de 1,5h, 3h, 6h e 15h de recuperagao aerobia, apds um periodo
de 3h de anoxia. A concentragdo, que se encontrava elevada durante a anoxia,
permaneceu elevada apos 1,5h de recuperagdo (p<0,001) em relagdo ao grupo controle,
retornando a valores proximos do basal as 3h de recuperagao.

A Figura 15 ilustra uma comparagdo entre o grupo anoxia € o grupo simulacdo
em diferentes tempos de recuperagdo. Constatou-se diferenga significativa entre os dois
grupos somente as 3h de anoxia. Apds 6h e 15h de recuperagdo as concentracdes de
glicose hemolinfatica entre os dois grupos nao diferem. Também ndo foram verificadas
variagdes significativas dos valores de glicose hemolinfatica no grupo simulagdo

submetido a recuperagao, em relagdo ao grupo controle.
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Figura 14: Concentragdo de glicose hemolinfatica de caracois Megalobulimus
oblongus submetidos a diferentes tempos de recuperag@o aerdbia apds um periodo de 3h
de anoxia (CT: grupo controle basal; AX: grupo 3h de anoxia). As colunas representam
as médias e as barras verticais os erros padrdes das médias. O nimero amostral esta
indicado entre parénteses. Os asteriscos representam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,001; ANOVA seguida pelo teste de comparagdes multiplas de
Dunnett) em relagao ao grupo CT (controle basal).
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Figura 15: Concentragdo de glicose hemolinfatica de caracois Megalobulimus
oblongus submetidos aos tempos de 6h e 15h de recuperacdo aerdbia apds um periodo
de 3h de anoxia (CT: grupo controle basal; AX: grupo 3h de anoxia) em comparacao a
concentragdo do grupo controle simulacio (submetido ao mesmo periodo experimental,
porém nas condi¢des normais de pO;). Os pontos representam as médias e as barras
verticais os erros padroes das médias. O nlimero amostral esta indicado entre parénteses.
Os asteriscos vermelhos representam diferengas estatisticamente significativas (p<0,05;
teste t de Student) entre o grupo anoxia e o grupo simulacdo em um mesmo ponto de
dados. Os asteriscos pretos representam diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de compara¢des multiplas de Dunnett) em relagao
ao grupo CT (controle basal).
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2.4. EFEITO DA RECUPERACAO AEROBIA POS-ANOXIA SOBRE A ATIVIDADE DA
GLICOGENIO FOSFORILASE, FORMA ATIVA (GFA) NOS GANGLIOS CEREBRAIS DO

CARACOL Megalobulimus oblongus

A figura 16 mostra os valores de densidade Optica relativos a atividade GFa de
animais submetidos ao periodo de 15h de recuperagdo aerébia, apos 3h de anoxia.

As regides do neuropilo lateral e do lobo pedal, que apresentaram uma reducao
da densidade oOptica para a GFa apds 3h de anoxia, retornam aos valores basais as 15h
de recuperacdo. A regido do neuropilo medial ndo apresentou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao grupo controle nos animais submetidos as
3h de anoxia, nem nos submetidos as 15h de recuperacdo aerébia. Apesar disso, essa
regido mostrou uma tendéncia a reducao da atividade GFa durante a anoxia, retornando
aos valores do grupo controle durante o periodo de recuperacao.

As figuras 17A, 17C e 17D apresentam fotomicrografias da atividade GFa nos
ganglios de caracdis controle, submetidos ao periodo de 3h de anoxia e ao periodo de
15h de recuperagdo aerdbia apés 3h de anoxia, respectivamente. A atividade GFa,
reduzida no neuropilo e somas neuronais as 3h de anoxia, retorna aquela basal apds o

periodo de 15h de recuperagdo aerobia.
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Figura 16: Valores de densidade oOptica relativos a atividade da enzima
glicogénio fosforilase, forma ativa (GFa) em trés diferentes regides dos ganglios
cerebrais de carac6is Megalobulimus oblongus submetidos ao periodo de 15h de
recuperacdo aerobia apos 3h de anoxia (CT: grupo Oh - controle basal; AX: grupo 3h de
anoxia). As colunas representam as médias e as barras verticais os erros padroes das
médias. O nimero amostral estd indicado entre parénteses. Os asteriscos representam
diferengas estatisticamente significativas (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunnett) em relacdo ao grupo Oh (controle basal) para uma
mesma regido analisada.
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Figura 17: Fotomicrografias de cortes horizontais ao nivel da comissura nos
ganglios cerebrais de caracois Megalobulimus oblongus submetidos a diferentes
periodos de anoxia e de recuperagdo aerdbia pos-anoxia demonstrando a atividade da
glicogénio fosforilase, forma ativa (GFa). A: detalhe da regido do neuropilo medial de
um animal controle demonstrando o padrdo da reacdo GFa; B: animal submetido ao
periodo de 18h de anoxia; C: animal submetido ao periodo de 3h de anoxia; D; animal
submetido ao periodo de 15h de recuperacdo aerdbia apds 3h de anoxia. A area cinza
colocada sobre os esquemas na base de cada figura representa as regides mostradas em
cada fotomicrografia. Abreviaturas: NP: neuropilo; ppsc: lobo pedal do pds-cérebro;
MC: mesocérebro; pl: lobo pleural do pds-cérebro; cc: comissura cerebral; ed: corpo
dorsal. As setas indicam neurdnios com diferentes padrdoes de atividade GFa: setas
curvas: neurdnios com atividade fraca; setas estreitas: neurOnios com atividade
moderada; seta larga: grupo de neurdnios com atividade intensa. A orientagdo das
fotomicrografias estd indicada no esquema da figura A: A: anterior; P: posterior; E:
esquerdo; D: direito. Barras de calibragdo: A: 50 um; B,C,D: 150 um. As barras de
calibragcdo dos esquemas correspondem a 500 pm.
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O presente trabalho analisou o perfil metabolico do SNC do caracol
Megalobulimus oblongus frente as condigdes andxicas e durante o periodo de
recuperagdo aerobia pos-anoxia. Em vertebrados, estd demonstrado que o tecido
nervoso apresenta um padrao de resposta metabolica diferente de tecidos musculares e
de reserva quando submetido a condi¢des estressantes (LUTZ & STOREY, 1997;
STOREY, 1987). Apesar disso, entre os invertebrados em geral, a resposta metabolica
deste tecido em relagdo a uma grande diversidade de condi¢des ambientais, entre elas a
anoxia, tem sido pouco estudada. Com o objetivo de assegurar que as possiveis
diferengas encontradas no grupo de animais submetido ao tratamento anoxico fossem
causadas exclusivamente pela anoxia, varios tipos de cuidados foram tomados no
presente trabalho. Assim, um grupo de animais foi submetido a condigdes simuladas de
manipulag¢do, alimentagdo e ambiente (grupo controle simulagdo -“sham”) e foi
processado juntamente com os animais tratados (grupo anoxia). O objetivo desse grupo
simulagdo era de verificar se as alteragdes metabolicas ocorridas no sistema nervoso dos
animais submetidos a anoxia ndo poderiam estar relacionadas simplesmente a um efeito
do jejum ao qual o animal foi submetido durante este tratamento, j& que 0 mesmo nao se
alimenta ao longo desse periodo. Os trabalhos realizados com tecidos de reserva nao
costumam utilizar um grupo simulagao, ja que esses tecidos, pelo menos em moluscos,
geralmente s6 demonstram uma variagdo significativa na concentracdo de substratos
energéticos apos varios dias de jejum. Entretanto, existe a possibilidade de que o tecido
nervoso apresente uma resposta distinta desses tecidos. Outro cuidado tomado foi o de
iniciar a anoxia sempre no mesmo horario do dia, pois como o caracol utilizado como
modelo experimental possui uma atividade noturna (alimentando-se principalmente
nesse periodo), o inicio da anoxia em diferentes periodos do dia utilizaria, pela manha,

animais que teriam se alimentado a algumas poucas horas ¢ o inicio da anoxia no final
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da tarde, utilizaria animais que estariam supostamente em um periodo maior de jejum
pos-prandial. Assim, além das consideragdes sobre a anoxia, podem ser obtidas deste
trabalho algumas consideragdes sobre a resposta do sistema nervoso ao jejum. Apesar
de todos esses cuidados, além dos animais terem sido alimentados sempre no mesmo
horario do dia e o fotoperiodo e a temperatura terem sido padronizados, estudar a
concentragdo de um produto final de uma reacdo metabolica significa encontrar
variagdes individuais intra-especificas muito grandes. O estudo bioquimico do
metabolismo envolve a medida das concentragoes de substratos anaerobios e¢/ou
produtos finais do metabolismo. Os métodos de analise normalmente necessitam o
sacrificio do animal e utilizam um grande numero de animais. Além disso, a
concentragdo de glicogénio ¢ altamente variavel e, pelo menos em moluscos, torna-se
muitas vezes dificil demonstrar uma reducdo estatisticamente significativa (DE
ZWAAN, 1976).

Um numero amostral maior facilitaria a observagdo da variacdo decorrente do
tratamento experimental. Entretanto, como o trabalho pretendia tracar um perfil
metabolico ao longo de todo o periodo anoxico, varios tempos experimentais foram
utilizados, o que fez com que o nimero amostral em cada um desses tempos ndo fosse
muito elevado, para evitar a utilizacdo de um maior nimero de animais. Para os
experimentos que envolviam a dosagem de glicogénio, foi necessaria a utilizagcdo do
conjunto dos ganglios nervosos de dois animais (equivalendo a apenas uma amostra),
processo que utilizou um grande niumero de caracois.

Além da anoxia, foi também estudado o periodo de recuperacdo aerdbia pds-
anoxia. Nesse periodo o animal precisa metabolizar os produtos finais acumulados e
restabelecer suas reservas energéticas. Mas como nao foi oferecido alimento aos

caracois durante esse periodo, 0 mesmo se constitui em um tempo de jejum maior do
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que aquele dos animais submetidos somente a anoxia. Por isso, todos os cuidados

citados acima também foram tomados durante os experimentos de recuperagao.

1. ANOXIA

A inexisténcia de mortalidade ao longo dos diferentes periodos de condigdes
andxicas aos quais os animais foram submetidos, demonstra que Megalobulimus

oblongus enfrenta este tipo de estresse ambiental e estd adaptado a esta condigao.

1.1. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOGENIO NO

SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO CARACOL Megalobulimus oblongus

Em primeiro lugar, ¢ importante salientar que o tecido nervoso de
Megalobulimus oblongus foi o tecido que apresentou a maior concentragdo de
glicogénio, em comparacdo ao manto, hepatopancreas, diafragma e coragdo, tecidos
estudados por Dias (2000) no mesmo caracol. Enquanto a concentracdo do grupo
controle em tecidos como o manto, o diafragma, o hepatopancreas e o coragdo estavam
em torno de 1 g%, a concentracdo de glicogénio no sistema nervoso do grupo controle
de nosso trabalho esteve muito proxima de 3 g%. Animais que toleram a anoxia,
geralmente  possuem  grandes concentracdes de  glicogénio  armazenadas
(HOCHACHKA & SOMERO, 1984; LUTZ & STOREY, 1997). Nos vertebrados existe
um deposito central de glicogénio, o figado, capaz de fornecer glicose para os demais
tecidos. As grandes concentragdes de glicogénio presentes em todos os tecidos dos
invertebrados estariam relacionadas ao sistema circulatorio aberto, de fluxo lento, destes

animais. Com este sistema a distribui¢do da glicose seria pouco eficaz, tornando
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necessaria a existéncia de depositos “periféricos” de glicogénio (HOCHACHKA &
SOMERO, 1984).

Embora possa ser considerado que exista uma concentracao de glicogénio maior
no tecido nervoso de Megalobulimus oblongus em relagdo aos demais tecidos, essa
diferenca pode estar relacionada, também, ao sistema de alimentagdo dos animais.
Enquanto os animais utilizados neste trabalho eram mantidos em terrarios no laboratorio
e alimentados diariamente com alface (¢ sempre havia procura pelo alimento), os
caracois utilizados nos experimentos de Dias (2000) eram alimentados somente trés
vezes por semana. Além disso, eram trazidos para o laboratorio uma semana antes dos
experimentos, periodo a partir do qual permaneciam em caixas plasticas, sem terra. Essa
condi¢do pode ter sido estressante, fazendo com que ndo houvesse uma grande procura
pelo alimento, fato observado pela autora. Também pode ter existido um efeito da
variagdo sazonal, como serd discutido a seguir. Todos esses fatores podem ter
contribuido para a existéncia de diferencas nas concentragdes basais de glicogénio entre
os tecidos dos diferentes grupos de animais utilizados nos dois trabalhos.

Foi verificada, sob condigdes anoxicas, uma diminui¢do mais rapida da
concentragdo de glicogénio nos tecidos de reserva e musculares de Megalobulimus
oblongus (DIAS, 2000) do que no tecido nervoso. Esse efeito também pode estar
relacionado ao estado alimentar dos animais. Como os animais do presente experimento
eram alimentados diariamente, talvez suas reservas de carboidratos fossem maiores.
Rees & Hand (1993) encontraram algumas diferengas na resposta de caracois Oreohelix
a estivacdo entre o grupo de animais coletado no campo e o grupo adaptado ao
laboratério (que teve suas reservas aumentadas) antes do inicio dos experimentos. As
concentragdes de polissacarideos dos animais que foram induzidos a estiva logo apds a

coleta, foram muito menores do que aquelas dos animais adaptados ao laboratério (com
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alimentacdo ad [ib.) antes do inicio da estiva. Assim, os estoques de polissacarideos dos
animais do campo foram depletados mais cedo ao longo de sete meses de experimento.
Haeser & De Jorge (1971), trabalhando com carac6is Megalobulimus oblongus (antes
classificado como Strophocheilus oblongus musculus) mantiveram os animais em
terrarios com alimentagdo diaria com repolho por duas semanas antes dos experimentos,
0 mesmo sistema utilizado no presente trabalho, embora utilizando alface e durante 20
dias. Os experimentos de determinagdes bioquimicas do glicogénio foram realizados
entre dezembro e janeiro (verdo). Os autores ndo encontraram grandes modificagdes nas
concentragdes de glicogénio do hepatopancreas e pé de animais submetidos a anoxia
experimental por até 25h. Além disso, a concentracdo de glicogénio média de 1514
mg/100g (ou 1,5 g%) verificada pelos autores no hepatopancreas dos animais controle,
um importante tecido de reserva do caracol, ¢ mais do que o dobro da concentragdo
verificada por Dias (2000) que teve a média menor do que 0,75 g%. Apesar disso, as
concentragdes de glicogénio do coracdo dos animais em ambos os trabalhos foram
semelhantes (1,1 e 1,0 g% para Haeser & De Jorge, 1971 e Dias, 2000,
respectivamente). Marques & Falkmer (1976), trabalhando com o mesmo caracol,
encontraram concentragdes médias de 1,2 e 1,4 g% no hepatopancreas de animais
controle. Os carac6is haviam sido alimentados diariamente com alface e mantidos em
terrarios no laboratorio por um minimo de 04 dias antes dos experimentos. Os
experimentos foram realizados de setembro a margo (primavera e verdo). Da Silva &
Zancan (1994) verificaram variagdes sazonais na concentracdo de glicogénio de
diferentes tecidos de Megalobulimus oblongus. Os animais foram mantidos em
terrarios, sujeitos as variagdes ambientais naturais de temperatura e fotoperiodo,
alimentados diariamente com alface e utilizados 15 dias apds a coleta. Os caracois

foram mantidos no laboratério no dia do experimento e foram utilizados 5 animais em
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cada um dos meses do ano. Os tecidos apresentaram as concentragdes de glicogénio
mais altas durante o verdo, cerca de 1,1 g%, 1,7 g% e 1,3 g%, respectivamente para os
tecidos do manto, musculo diafragma e hepatopancreas. Esses valores foram
significativamente maiores do que aqueles do inverno, que corresponderam
aproximadamente a 0,5 g%, 0,6 g% e 0,9 g%, respectivamente. Como os dados
apresentados por Dias (2000) constituem a média dos experimentos realizados durante
todas as estacdes do ano, a diferenca nas concentragdes basais de glicogénio
encontradas entre os experimentos citados pode estar relacionada tanto as variagdes
sazonais como ao sistema de manutencdo dos caracdis. Os dados utilizados no presente
trabalho referem-se a experimentos realizados entre os meses de outubro e fevereiro
(primavera e verdo), utilizando-se animais coletados a partir de setembro. Entretanto, a
padronizagdo das condig¢des de laboratorio teve como objetivo tentar suprimir variagdes
sazonais possivelmente presentes.

A concentragdo basal de substratos energéticos ¢ importante para o
entendimento da velocidade com que esses substratos sdo utilizados durante a anoxia.
Santini & Chelazzi (1995), trabalhando com o tecido muscular pedioso de duas espécies
de gastropodes patelideos (lapas) submetidas ao jejum, verificaram que a espécie que
possuia as concentragdes médias de glicogénio mais elevadas (Patella rustica) nao
apresentou nenhuma modificacdo mesmo ap6s um periodo de 30 dias de jejum, embora
na espécie com as concentragdes mais baixas (Patella caerulea), tenha ocorrido uma
reducdo exponencial da concentragdo de glicogénio ao longo do jejum. Patella rustica,
uma espécie do supra-litoral, estd naturalmente exposta a periodos de jejum prolongado,
sendo capaz de estocar glicogénio em grandes concentragdes, além de possuir um
mecanismo para poupar energia durante o jejum. Patella caerulea, que habita as zonas

do litoral inferior e tem um regime didrio de alimentagdo, estoca glicogénio em baixas
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concentragdes € possui uma capacidade pequena para reduzir os gastos energéticos
durante um periodo de jejum. Hummel ef al. (1989) verificaram, em duas espécies de
bivalves (Mytilus edulis e Cerastoderma edule), a auséncia de uma reducao da
concentragdo de glicogénio no inicio do periodo de jejum. Os autores encontraram que
os animais com um elevado conteudo de glicogénio mostraram um periodo latente de 3
(20°C) ou 7 dias (5°C), no qual o glicogénio ndo foi utilizado. Além disso, a reducao do
conteudo de glicogénio desses animais nio foi gradual, mas repentina e intensa depois
de 3 ou 7 dias. Os animais com um baixo contetido de glicogénio tinham uma condi¢ao
fisiologica geral reduzida, tendo maior dificuldade para enfrentar o estresse. Para esse
segundo grupo de animais, as reservas de glicogénio precisaram ser utilizadas desde o
comecgo do experimento, principalmente quando expostos a temperatura de 20°C. Os
autores também verificaram que no momento em que o glicogénio comegou a ser
utilizado de modo rapido, uma grande parte foi transformada em écido acético e essas
elevadas concentracdes de acido acético foram observadas no mesmo momento em que
um elevado indice de mortalidade ocorreu. Assim, foi sugerido, neste caso, que a falta
de reservas energéticas ndo parece ser a causa da morte dos animais, e sim a produgdo
elevada do produto final acido.

Durante o periodo andxico, foi verificada uma reducdo significativa da
concentragdo de glicogénio no SNC de Megalobulimus oblongus em relagdo ao grupo
basal somente nos animais submetidos ao periodo de 12h de anoxia. Contudo, as 6h de
anoxia a concentragdo de glicogénio ja apresentava uma redugdo de 66%. Entretanto,
um aumento da concentracao de glicogénio ocorre apds as 12h de anoxia, aproximando
os valores de glicogénio dos grupos 18h e 24h daqueles do grupo controle. Em um
primeiro momento seria esperada uma redugdo progressiva da concentracdo de

glicogénio ao longo da anoxia, supondo que esse seria o substrato utilizado pelo sistema
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nervoso para suprir suas demandas metabolicas durante a falta de oxigénio, como
demonstrado para os tecidos de reserva e o coracao de Megalobulimus oblongus (DIAS,
2000).

Essa resposta difere daquela obtida, por exemplo, em répteis tolerantes a anoxia
como a tartaruga de agua-doce Pseudemis (Trachemys) scripta elegans, onde nao foi
verificada nenhuma redugdo significativa na concentragao cerebral de glicogénio de
animais submetidos a periodos que variaram de 3h até 15h de anoxia. Entretanto, no
coragdo dessas tartarugas, o glicogénio foi praticamente depletado ap6s as 3h de anoxia,
e ndo sofreu alteragdes posteriores (CLARCK & MILLER, 1973).

Apbs 24h de anoxia, ocorreu, no SNC de Megalobulimus oblongus uma reducao
significativa da concentracdo de glicose livre do grupo simula¢do em relagdo ao grupo
submetido ao periodo andxico (ver discussdo abaixo). Por outro lado, apés 24h de
anoxia a concentragao de glicogénio do grupo simulagdo permanecia significativamente
maior do que a do grupo anoxia. Talvez nesse periodo, o grupo simulacdo esteja
entrando em um periodo de redug¢do do metabolismo. Os animais pertencentes ao grupo
simulagdo sempre se mantiveram ativos até as 18h de experimento. Contudo as 24h de
experimento ocorreu um recolhimento completo do animal em sua concha, que
permaneceu apenas com o pneumdstomo exposto, da mesma forma que ocorre quando
os caracois estdo enterrados no terrario (observagao pessoal).

O caracol Helix pomatia (Pulmonata: Stylommatophora) utiliza um padrao misto
de degradacao anaerobica de carboidratos. Quando os animais foram coletados de seu
habitat durante o inverno (periodo em que entram em hipdxia) e expostos ao nitrogénio,
o D-lactato aumentou rapidamente, alcancando concentragdes maximas de
aproximadamente 40 pmol/g de peso fresco no pé, entre 6 e 11 horas de anoxia. Depois

disso, esse metabolito retornou aos valores basais. O contetido de alanina alcangou um
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maximo de 20umol/g de peso fresco, no mesmo periodo do D-lactato. Quando o
estresse hipoxico continuou, a formacdo de succinato tornou-se predominante sobre a
sintese de lactato e de alanina. Nos animais coletados durante o final da primavera, a
hipdxia causou um aumento uniforme de D-lactato a 60 umol/g de peso fresco e mais
ainda durante 30 horas de exposi¢do ao nitrogénio enquanto alanina e succinato
estabilizaram-se em 8 e 5,1 umol/g de peso fresco respectivamente depois de 4 horas
(WIESER, 1978).

Meinardus & Gide (1981), trabalhando com o pé e as branquias do marisco
Cardium edule (Bivalvia), mostraram que o ATP das primeiras horas de anoxia pode ser
suprido principalmente pelos fosfogénios e o ATP da anoxia prolongada pela glicolise.
O tecido pedioso depletou suas reservas de fosfato de arginina rapidamente, nas
primeiras horas de anoxia e o principal produto final formado foi o D-lactato. Nas
branquias, tecido que ndo apresentava reservas de fosfato de arginina, ocorreu uma
producdo de succinato maior do que a encontrada no pé do animal e que excedeu a
producdo de lactato. Ou seja, o tecido contendo as maiores concentragdes de fosfato de
arginina utilizou-as como substrato energético durante as primeiras horas de anoxia,
produzindo uma menor concentracdo de succinato.

No caracol terrestre Helix lucorum, foi verificado que o complexo ganglionar
subesofageal foi o tecido que acumulou a menor concentracdo de succinato apds um
periodo de 48h de anoxia em comparacdo com o pé, manto e coracdao. Por outro lado,
ocorreu um grande acumulo de lactato no tecido nervoso, menor somente em relacdo ao
encontrado no pé, entre os quatro tecidos estudados (MICHAELIDIS, et al., 1999).
Trabalhos prévios demonstraram que os ganglios nervosos centrais de Megalobulimus
oblongus apresentaram uma intensa atividade lactato desidrogenase em situagdo basal e

durante a anoxia prolongada (18h), porém apds o periodo de 3h de anoxia foi constatada
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uma aparente reducao (dados qualitativos) da atividade enzimatica nos ganglios
cerebrais (DE FRAGA et al., 1998). A partir desses dados pode ser sugerido que pelo
menos algumas regides do SNC de Megalobulimus oblongus contenham reservas de
fosfogénios, que podem ser utilizadas durante a fase inicial da anoxia, embora estudos
adicionais sejam necessarios para confirmar essa hipdtese. Se essa suposi¢do estiver
correta, seria compreensivel a inexisténcia de uma redugdo significativa da
concentragdo de glicogénio durante os periodos iniciais de anoxia, embora ndo possa ser

excluida a hipotese de reducdo da taxa metabdlica do animal.

1.2. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOSE LIVRE NO

SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO CARACOL Megalobulimus oblongus

A concentracdo basal média de glicose livre do manto, diafragma,
hepatopancreas e coracdo de Megalobulimus oblongus é de aproximadamente 5,5 mg/g,
3,0 mg/g, 3,0 mg/g e 4,5 mg/g, respectivamente (DIAS, 2000). A concentragdo
encontrada nos ganglios nervosos centrais foi de 3,8 mg/g, um valor intermedidrio entre
os tecidos estudados por Dias (2000).

A concentragdo de glicose livre no SNC de Megalobulimus oblongus se manteve
constante ao longo das 24h do periodo anoxico, ndo sendo verificada qualquer diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle (basal). Apesar disso, quando foram
comparados 0s grupos anoxia ¢ simulacio em um mesmo tempo de experimento foi
observada uma concentragdo de glicose livre significativamente menor no grupo
simulagdo em relacdo ao grupo anoxia apdés 24h de experimento. Observando esses
dados conjuntamente com os obtidos a partir da dosagem de glicogénio pode-se inferir

que a redugdo da glicose livre verificada no grupo simulagdo deva-se a um aumento na
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concentragdo de glicogénio, ja que a concentragdo de glicogénio do grupo simulacao era
significativamente maior do que a do grupo anoxia no tempo de 24h de experimento.
Como foi discutido anteriormente, nesse tempo de experimento, havia um recolhimento
dos animais do grupo simulacdo para dentro da concha, comportamento que pode
indicar uma reducdo da taxa metabodlica do animal. Isso reduziria a utilizacdo de
glicogénio e de glicose livre através da via glicolitica. Com a utilizagdo reduzida, a
glicose livre poderia ser desviada para a sintese de glicogénio, justificando sua
diminui¢ao no grupo simulagao.

Entretanto, como a concentragdo de glicose livre dos ganglios nervosos ¢
mantida constante nos animais submetidos a anoxia em relagdo ao grupo controle
(basal), isso pode indicar que, de alguma forma, o sistema nervoso consegue manter
equilibrados os niveis dos substratos que serdo utilizados pela via glicolitica. Mesmo
que ndo ocorra uma degradagdo muito acentuada dos estoques enddgenos de glicogénio
no SNC, pode estar ocorrendo um aumento da captacdo de glicose por esse tecido (ja
que a glicose hemolinfatica se mantém elevada durante todo o periodo de anoxia).
Assim, haveria uma grande oferta de substrato para a glicolise que preservaria as
reservas de glicogénio do tecido nervoso. Como o presente trabalho e estudos anteriores
em Megalobulimus oblongus (DE FRAGA et al., 1998, 1999; FRAGA et al., 2000)
demonstraram que existe uma redugao progressiva da atividade GFa ao longo da anoxia,
¢ provavel que a manutengdo das concentracdes de glicose livre nos ganglios nervosos
desse caracol sejam causadas realmente por um aumento da captacdo de glicose pelo
tecido. Se o recolhimento dos animais do grupo simulagdo para sua concha nio esta
relacionado a uma depressdo metabdlica, a reducdo da concentragdo de glicose livre
verificada as 24h de experimento no grupo simulac¢ao pode significar que esses animais

estdo utilizando a glicose livre para suprir as demandas metabolicas ganglionares apos
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24h de jejum. Assim, em duas condigdes fisiologicas distintas (anoxia e jejum),
mecanismos metabolicos diferentes estariam atuando: enquanto o grupo anoxia poderia
utilizar a elevada concentracdo de glicose hemolinfatica como substrato energético, o
grupo simulagdo utilizaria suas reservas de glicose livre, pois ndao ocorre hiperglicemia
associada ao jejum.

Em tecidos de reserva, seria esperado um aumento das concentragdes de glicose
livre durante a anoxia que estaria relacionado a uma reducdo dos estoques de
glicogénio, j& que a fungdo principal de um tecido de reserva seria suprir os demais
orgaos/tecidos com substrato metabolico para ser utilizado durante o periodo de estresse
andxico.

Os cérebros da truta arco-iris (Salmo gairdneri) e do bagre (Ictalurus nebulosus)
foram mantidos em anoxia até a morte. Para a truta, uma espécie pouco tolerante as
condi¢des andxicas, o tempo necessario para a morte foi de 12 minutos, enquanto para o
bagre foi de 60 minutos. Mesmo submetendo os animais as condigdes letais, ndo foi
encontrada nenhuma variacao significativa na concentragao cerebral de glicose livre das
duas espécies em relacdo as concentragdes basais. Entretanto, a concentracdo cerebral
de glicogénio de ambos animais sofreu uma drastica redu¢do de cerca de 60% apos a
anoxia (DIANGELO & HEATH, 1987). Em outro peixe teledsteo, o escorpido do mar
(Scorpaena porcus), submetido a hipoxia, ndo foi verificada nenhuma variagdo
significativa na concentracdo cerebral de glicose livre, embora tenha existido uma
tendéncia a redugdo do contetido cerebral de glicogénio. O figado do escorpido do mar
apresentou, nessas condi¢gdes, uma redug¢do da concentracdo de glicose livre (apesar da
tendéncia a reducdo do glicogénio). Mas, enquanto o cérebro desse teledsteo
demonstrou uma elevacdo da atividade das enzimas hexoquinase e fosfofrutoquinase, o

figado demonstrou uma pequena reducdo da atividade fosfofrutoquinase. O aumento da
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atividade dessas duas enzimas-chave da via glicolitica no cérebro pode estar relacionado
a um aumento do fluxo glicolitico cerebral, devido ao impedimento da produgdo aerdbia
de energia. A reducao da fosfofrutoquinase hepatica, relaciona-se a funcdo de
exportacdo de glicose desse o6rgdo (LUSHCHAK et al, 1998). No peixe-dourado
(Carassius auratus), uma espécie muito tolerante as condigdes andxicas, Shoubridge &
Hochachka (1983) também nao encontraram variagdes significativas na concentragdo de
glicose cerebral em relagdo ao grupo controle, mesmo apds 60h de anoxia. Por outro
lado, as 3h de anoxia, o figado do animal j4 havia apresentado uma elevagdo
estatisticamente significativa da concentragdo desse metabdlito. No caracol Otala
lactea, foi verificado um aumento significativo das concentracdes de glicose livre na
musculatura pediosa e no hepatopancreas em relagdo ao grupo controle apos 2h de
anoxia, as quais permaneceram elevadas durante um periodo mais prolongado de 14h de
anoxia (CHURCHILL & STOREY, 1989). Dessa forma, parece que a glicose livre, pelo
menos a cerebral, ¢ mantida dentro de limites pouco variaveis. Em outros tecidos, a
concentragdo do metabdlito varia de acordo com a fun¢ao tecidual especifica. Parece
que essa regulacdo ocorre também no SNC de Megalobulimus oblongus. Como a
concentragdo de glicose hemolinfatica desse caracol encontra-se muito elevada durante
a anoxia, se 0 sistema nervoso permitisse a entrada de glicose a favor de seu gradiente
de concentracdo, com certeza a concentragao de glicose livre do tecido se elevaria pois,
mesmo que o glicogénio do tecido ndo esteja sendo degradado, a concentragdo de
glicose seria elevada o suficiente para exceder a capacidade glicolitica do tecido. Nao
sdo conhecidos 0s mecanismos de controle do transporte de glicose no sistema nervoso
de invertebrados. Nao ha evidéncia de um mecanismo similar ao descrito para o cérebro
humano, no qual verifica-se que o transportador GLUT-1, presente no tecido, possui

uma baixa constante de Michaelis, de aproximadamente 1 mmol/L, tornando-se
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saturado em baixas concentracdes de glicose plasmatica. Dessa forma, ele estd bem
adaptado para sua funcao fisiologica que € a captacao cerebral basal de glicose. Como a
constante de Michaelis do transportador esta bem abaixo da concentragao de glicose
plasmatica durante o jejum pds-absortivo, de 5 mmol/L, o GLUT-1 garante um fluxo
constante de glicose para dentro das cé€lulas cerebrais. Dessa forma, mesmo durante um
estado hipoglicémico, o tecido cerebral ¢ suprido com concentragdes adequadas de
substrato energético (glicose), mantendo-se protegido inclusive de mudangas agudas
nos fluidos corporais, como durante periodos hiperglicémicos, j& que 0 Vyax do
transportador ¢ de cerca de 3 mmol/L. (DeFRONZO & FERRANINI, 2001). A presenga
dos transportadores de glicose GLUT-1 e GLUT-4 ja foi constatada no manto de
Megalobulimus oblongus (ROSSI et al, 1995), porém ndo existem estudos

demonstrando a presenga dos mesmos no tecido nervoso do caracol.

1.3. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A CONCENTRACAO DE GLICOSE

HEMOLINFATICA DO CARACOL Megalobulimus oblongus

Os valores basais de glicose hemolinfatica ndo sofreram variagdo significativa
ao longo de todo o experimento nos animais do grupo controle simulagdo em relagdo ao
grupo controle basal. Assim, pode-se inferir que ndo existiu qualquer influéncia do
jejum curto ao qual os animais foram submetidos durante o experimento sobre a
concentragdo de glicose hemolinfatica. Além disso, parece ndo ter existido qualquer tipo
de efeito estressante em relagdo a manipulacdo sofrida pelos animais durante o
experimento, ja que a concentracdo de glicose hemolinfatica do grupo simulag¢do ndo
sofreu modificagdes. Marques & Falkmer (1976) demonstraram, em Megalobulimus

oblongus, um efeito hiperglicémico provocado pela manipulagdo dos animais,
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evidenciado quando o tempo para a coleta da hemolinfa ultrapassava 10 minutos. A
concentracdo basal verificada pelos autores de 2,6 mg/dl, 10 minutos apos a
manipulagdo dos animais, alcangava o valor médio de 16,8 mg/dl, ap6s 40 minutos de
manipulagdo. Por outro lado, no grupo de animais submetidos ao estresse anoxico, foi
verificada uma elevagdo da concentracdo de glicose hemolinfatica em todos os periodos
de anoxia estudados. Em Megalobulimus oblongus como a concentragdo de glicose
hemolinfatica do grupo simulacdo ndo sofreu alteracdes, as diferencas entre as
concentragdes desse grupo ¢ as do grupo anoxia foram significativas em todos os
tempos de experimento analisados, sendo a concentragdo do grupo anoxia sempre maior
do que a do grupo controle simulagdo. Rossi & da Silva (1993), ndo encontraram
diferengas na concentragdo de glicose hemolinfatica de Megalobulimus oblongus
submetidos a duas semanas de jejum quando comparados ao grupo controle alimentado
diariamente com alface, sugerindo que a estabilizacdo da glicose hemolinfatica da
espécie durante o jejum pode estar relacionada a uma reduzida utilizagdo de
carboidratos nesse periodo, como conseqiiéncia de uma depressdo metabolica do
animal.

A concentragdo basal média de glicose hemolinfatica encontrada no presente
trabalho foi de 2,98 mg/dl. A concentracdo basal média de glicose hemolinfatica
encontrada por Dias (2000) estava em torno de 6,0 mg/dl. Da Silva & Zancan (1994),
constataram a existéncia de variagdes sazonais na concentracao de glicose hemolinfatica
de Megalobulimus oblongus. As concentragdes mais baixas, um pouco acima de 4
mg/dl, foram encontradas durante o outono e o inverno. Na primavera a concentracao de
glicose hemolinfatica do caracol estava entre 5 ¢ 6 mg/dl, alcangando um pico durante o

verdo (entre 6 e 7 mg/dl).
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Embora, os valores de glicose hemolinfatica dos experimentos acima citados
sejam um tanto semelhantes, valores elevados de glicose hemolinfatica (20 a 22 mg/dl)
foram encontrados em trabalhos anteriores com a mesma espécie de caracol (HAESER
& DE JORGE, 1971; DE JORGE et al., 1965). Dias (2000) sugeriu que esse resultado
pode ser atribuido as variaveis experimentais, como a manipula¢ao dos animais que tem
um forte efeito sobre a concentragdo de glicose hemolinfatica de Megalobulimus
oblongus como demonstrado por Marques & Falkmer (1976), supracitado. Outra
hipotese ¢ a de que as diferencas devam-se aos diferentes métodos de dosagem
utilizados em cada estudo. Haeser & De Jorge, 1971; De Jorge et al., 1965 utilizaram o
método de Somogyi modificado por Nelson (1944). Dias (2000) utilizou o método da
glicose-oxidase, da mesma forma que o presente estudo.

Durante o inicio da anoxia, Haeser & De Jorge (1971) verificaram uma reducao
de 58% na concentragdo de glicose hemolinfatica de Megalobulimus oblongus. Depois
desse periodo, a concentragdo de glicose comegou a se elevar, alcangando um pico de
94,10 mg/dl ao final das 25h de experimento. Dias (2000) sugeriu que a queda inicial da
glicose hemolinfatica verificada pelos autores estaria relacionada a uma recuperagdo do
estresse experimental, mais do que a um efeito do tratamento anoxico.

Os dados encontrados no presente trabalho durante a anoxia assemelham-se mais
aos encontrados por Dias (2000), cujos valores (apés 1,5h em torno de 25 mg/dl)
permaneceram elevados até as 6h. Contudo das 12h as 18h de anoxia os valores de Dias
(2000) tiveram uma reducdo de mais de 50%, permanecendo abaixo de 10mg/dl, nao
existindo diferengas significativas em relagcdo ao grupo controle. No presente trabalho
porém, existiram diferengas significativas na concentracdo de glicose hemolinfatica em
relacdo ao grupo controle, mesmo nos animais submetidos aos periodos de 12h, 18h e

24h de anoxia. O valor médio mais baixo foi encontrado as 12h de anoxia, porém esse
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valor ainda permanecia acima dos 10 mg/dl. Apesar dos valores encontrados por Dias
(2000) apos 12h de anoxia serem mais baixos do que os do presente trabalho, outro
fator que pode ter contribuido para que a autora ndao encontrasse diferencas
significativas desses tempos em relagdo ao controle, foi justamente a concentragdo de
glicose hemolinfatica encontrada no grupo basal. Como ja foi dito, enquanto os valores
basais encontrados neste trabalho foram de 2,98 mg/dl, a concentragdo verificada por
Dias (2000) foi de 6,0 mg/dl, valores mais proximos daqueles dos grupos de animais
submetidos aos periodos de 12h a 24h de anoxia.

A elevagdo da concentracdo de glicose hemolinfatica em Megalobulimus
oblongus pode estar relacionada a provavel existéncia de um fator hiperglicemiante
liberado dos ganglios cerebrais e/ou bucais do caracol (ROSSI, 1998).

A resposta hiperglicémica induzida pela anoxia ja havia sido demonstrada no
caracol pulmonado de agua doce Lymnaea stagnalis, no qual foi verificado um aumento
de 43 para 675 pg/ml de glicose durante as 6h iniciais de anoxia. Apesar da redug¢do na
concentragdo de glicose durante os tempos subseqiientes do experimento, a
concentragdo de glicose do grupo submetido a anoxia ainda era dez vezes maior do que
a do grupo controle ap6s 48h de anoxia (WIJSMAN et al., 1988).

No caranguejo Chasmagnathus granulata, também foi encontrada uma elevagao
da concentragdo de glicose na hemolinfa durante o estresse andxico. Essa elevagao foi
verificada tanto em animais submetidos a uma dieta rica em proteinas quanto naqueles
alimentados com uma dieta rica em carboidratos (OLIVEIRA et al., 2001).

A hiperglicemia induzida por condi¢des estressantes também foi verificada em
vertebrados submetidos a anoxia. Na tartaruga Pseudemis scripta elegans observou-se
uma progressiva hiperglicemia durante 15h de anoxia (CLARK & MILLER, 1973). No

peixe-dourado (Carassius auratus), a elevagdo da glicose sangiiinea foi verificada apos
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3h de anoxia e essa concentragdo permaneceu elevada apdos 60h de experimento
(SHOUBRIDGE & HOCHACHKA, 1983). Em ambos os casos, a hiperglicemia esteve
relacionada a uma ativagao da glicogendlise hepatica.

1.4. EFEITO DA ANOXIA SOBRE A ATIVIDADE DA ENZIMA GLICOGENIO
FOSFORILASE, FORMA ATIVA (GFA) NOS GANGLIOS CEREBRAIS DO CARACOL

Megalobulimus oblongus

Os resultados da analise densitométrica semiquantitativa realizada no presente
trabalho demonstraram uma progressiva redugdo dos valores de densidade Optica
relativos a enzima GFa, indicando uma diminui¢do da atividade enzimatica durante a
anoxia. Nas regides do lobo pedal do pos-cérebro e do neuropilo lateral adjacente, essa
reducdo foi significativa apo6s as 3h de anoxia. Na regido do neuropilo medial, embora
exista uma tendéncia a reducdo da atividade GFa as 3h de anoxia, essa reducdo se
tornou significativa somente ap6s o periodo de 18h de experimento, em relagdo ao
grupo controle (basal). Apesar do presente trabalho ter analisado somente os ganglios
cerebrais de Megalobulimus oblongus, estudos qualitativos prévios ja haviam
demonstrado uma progressiva redugdo da atividade GFa (DE FRAGA, et al., 1998,
1999; FRAGA et al., 2000) e GF total (ZANCAN et al., 1997) ao longo da anoxia em
todos os ganglios nervosos centrais do caracol. E provavel que a redugdo da atividade
GFa ao longo da anoxia esteja relacionada a uma depressao metabdlica do animal, ja
que os estudos bioquimicos realizados no presente trabalho ndo verificaram uma
deplecdo do glicogénio ganglionar, mesmo apos 24h de anoxia. Talvez durante a anoxia
os ganglios cerebrais de Megalobulimus oblongus tenham utilizado como substrato
energético a glicose exogena, oriunda da hidrdlise de glicogénio em outros 6rgaos, o

que permite a manutencdo de uma elevada concentragdo de glicose hemolinfatica
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durante todo o periodo anoxico. Dessa forma, o glicogénio dos ganglios nervosos pode
ser mantido dentro de determinados limites para ser utilizado durante algum periodo
especifico de atividade nervosa, ou mesmo durante a fase de recuperagao da anoxia. No
coracao de Megalobulimus oblongus, Dias (2000) verificou uma redugdo significativa
da atividade GFa apds 3h de anoxia. A porcentagem da forma ativa da enzima em
relacdo a forma total, que era de 41% no grupo controle caiu para 21,7% apos as 3h de
tratamento anoxico. Concomitantemente, as 3h de anoxia verificou-se uma elevacao
significativa da forma ativa da enzima glicogénio sintetase (GS), que passou a ser
responsavel por 20,4% da forma total da enzima, em relacdo aos 8,45% no grupo
controle. No caso do coragdo, diferentemente do sistema nervoso, fica claro que a
reduc¢do da GFa e a ativagdo da GS devem-se a intensa reducdo da concentracdo de
glicogénio do 6rgdo, que foi significativa em relagdo ao controle a partir de 1,5h de
anoxia e apos 3h de anoxia tinha sido reduzida em mais de 4 vezes (de 1,0 g% no
controle para cerca de 0,25 g% apos 3h de anoxia). Dessa forma, tornam-se necessarios
estudos adicionais analisando a atividade GS nos ganglios nervosos dos animais
submetidos a anoxia. Essa ativagdo da glicolise cardiaca deve estar relacionada ao
desvio do metabolismo de acidos graxos, utilizado pelo coragdo em situagdes aerdbias,
para o metabolismo de carboidratos, Unica fonte energética sob condigdes anoxicas
(GADE & ELLINGTON, 1983).

No cérebro do peixe-dourado (Carassius auratus) foi verificada uma elevagao
significativa da atividade GFa durante a anoxia (24h), embora nio tenha sido verificada
variagao significativa da forma total da enzima. Esse resultado foi diferente do obtido
para os tecidos de reserva do peixe, sugerindo uma ativagao glicolitica cerebral e uma
depressdao metabolica nos tecidos de reserva (STOREY, 1987). Mesmo com a auséncia

de uma degradagdo acentuada de glicogénio, ¢ com a reducdo da atividade GFa a
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velocidade da via glicolitica pode estar aumentada no sistema nervoso de
Megalobulimus oblongus durante a anoxia. Nesse tecido ndo foi verificada alteragdo
significativa da concentracao de glicose livre, o que sugere que a via glicolitica estaria
sendo alimentada através da glicose hemolinfatica, que permqgnece elevada durante a
anoxia. Além disso, trabalhos anteriores demonstraram uma intensa atividade LDH no

sistema nervoso desse caracol durante a anoxia (DE FRAGA et al., 1998).

1.5. ANALISE INTEGRADA DO METABOLISMO DE CARBOIDRATOS DO CARACOL

Megalobulimus oblongus DURANTE A ANOXIA

O primeiro grande desafio de um animal enfrentando o estresse andxico €, sem
duavida, a manutencao da produgdo energética através das rotas metabolicas anaerdbias,
que sdo pouco eficientes em comparacdo a oxidacdo completa da glicose até gas
carbonico e dgua na presenga de oxigénio.

A estratégia basica para enfrentar esses problemas ¢ a reducdo da taxa
metabolica, processo chamado de depressdo metabolica. Diversas revisdes tém
enfocado esse tema (HOCHACHKA & SOMERO, 1984; STOREY & STOREY, 1990;
GUPPY et al, 1994, HAND & HARDEWIG, 1996). Em moluscos, o estado de
depressdo metabdlica ¢ caracterizado por taxas metabolicas que podem ser de somente
2-20% ou de 10-30% (durante a anoxia ou a estiva, respectivamente) das taxas
encontradas nos animais ativos (BROOKS & STOREY, 1997). Como as vias
fermentativas produzem somente uma fragdo do ATP produzido através da fosforilagao
oxidativa, os mecanismos capazes de reduzir a demanda pelo ATP na anoxia sdo
importantes para estabelecer um novo equilibrio entre a taxa anaerdbica de producao de

ATP ¢ a taxa de utilizacdo de ATP durante a anoxia (HOCHACHKA et al., 1996;
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STOREY, 1996, HOCHACHKA & LUTZ, 2001). Existem alguns mecanismos basicos
envolvidos na regulacdo das rotas produtoras de energia: 1- modificagdo de enzimas
através de fosforilacao e desfosforilacao reversivel, regulando as enzimas glicoliticas; 2-
regulacao alostérica por metabdlitos especificos, por exemplo, mudangas na
concentragdo da frutose-2,6-bifosfato regulando a utilizacao de carboidratos através do
controle da PFK; 3- associacdo reversivel de enzimas com macromoléculas ou
estruturas subcelulares como, por exemplo, elementos do citoesqueleto, podendo
ocorrer a formagdo de complexos enzimaticos ativos; 4- mudangas na quantidade total
de atividade enzimdtica através da variacdo nas taxas de sintese e degradagdo de
proteinas (STOREY & STOREY, 1990; STOREY, 1996; BROOKS & STOREY,
1997).

A piruvato kinase (PK) exerce importante regulacdo glicolitica. No coracdo do
mexilhdo Anodonta cygnea, a atividade da PK foi reduzida durante a anoxia através de
um mecanismo de fosforilagdo da enzima. Concomitantemente, foi verificada uma
conversao da PFK para uma forma menos ativa, além da reducdo da forma ativa da GF.
Além dessas mudancas moleculares, a anoxia induziu bradicardia, sugerindo uma
depressdo da taxa metabdlica do tecido cardiaco do mexilhdo durante a anoxia
(MICHAELIDIS & ATHANASIADOU, 1994). A modificagdo da PK para uma forma
menos ativa também foi verificada em tecidos do caracol Otala lactea tanto durante a
anoxia quanto durante a estivagdo (WHITWAM & STOREY, 1990).

Apesar da reducdo da atividade GFa no SNC de Megalobulimus oblongus
sugerir que esse tecido possa ter entrado em um estado de depressdo metabolica, é
importante relembrar que a glicose necessaria para suprir as demandas metabolicas
ganglionares pode estar sendo fornecida pela hemolinfa. Além disso, estudos

histoquimicos qualitativos prévios (DE FRAGA et al., 1998) demonstraram uma intensa
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atividade LDH no SNC do caracol ap6s periodos de 6h e 18h de anoxia, o que poderia
sugerir uma ativagao do metabolismo anaerobio. Porém, ap6s um periodo curto de 3h de
anoxia, apenas os ganglios pedais apresentaram uma atividade intensa, enquanto os
demais ganglios mantiveram o mesmo padrao dos controles e nos ganglios cerebrais
observou-se uma reducao da atividade da LDH. Oudejans & van der Horst (1974) e van
der Horst (1974) demonstraram a existéncia da biossintese de acidos graxos a partir de
intermediarios glicoliticos em caracois submetidos a anoxia. Os autores sugeriram que
esse processo seria importante para regenerar o NADH produzido na glicdlise e
qualquer NADPH produzido pela enzima malica, jA que a sintese de acidos graxos
necessita de consideraveis quantidades de ATP. Storey (1977) demonstrou que a enzima
LDH de varios tecidos, inclusive o cérebro, do caracol Helix aspersa, com
caracteristicas semelhantes a LDH do tipo H (“heart”) de vertebrados, é inibida por
certas concentragoes de piruvato. Sendo inibida pelo piruvato, a LDH do caracol nao
competiria pelo piruvato gerado glicoliticamente, com a formagdo de acetil-CoA (e
subseqiiente formagao de acidos graxos). Pelo contrario, durante periodos de anoxia a
enzima poderia trabalhar na dire¢do inversa, ou seja, no sentido da producdo de
piruvato. Isso poderia explicar a incorporagao do carbono do lactato em acidos graxos, a
qual também foi verificada por van der Horst (1974). A inibicdo da enzima pelo seu
proprio substrato, piruvato, também foi verificada na musculatura pediosa do caracol
Achatina achatina, embora a mesma ndo tenha sido inibida pelo lactato (UMEZURIKE
& EKE, 1983). A LDH do univalve Haliotis cracherodii (Archaeogastropoda) também
¢ inibida por altas concentra¢des de piruvato, porém de uma forma dependente do pH.
Em um pH mais dcido uma maior concentracdo de piruvato foi necessaria para inibir a
enzima, o que poderia facilitar a producao de D-lactato durante periodos de anaerobiose

(BOWEN, 1987).
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Dessa forma, com a LDH possuindo a capacidade de trabalhar em ambas as
direcdes, torna-se dificil obter conclusdes sobre a enzima a partir das analises
histoquimicos realizadas no SNC de Megalobulimus oblongus, embora uma possivel
inibicdo da enzima pelo piruvato possa explicar a inexisténcia de um aumento da
atividade LDH nos ganglios nervosos do caracol em determinados periodos de anoxia.

Em Megalobulimus oblongus o metabolismo anaerdbio parece estar ativado apos
1,5h de anoxia, quando a concentragdo de D-lactato na hemolinfa aumenta cerca de 47
vezes (DIAS, 2000). Em Helix lucorum a resposta foi semelhante. Tanto o D-lactato
quanto o succinato, produtos finais do metabolismo anaerdbio, se acumularam
rapidamente na hemolinfa do caracol nas duas primeiras horas de tratamento andxico.
Os valores iniciais de 0,25 mmol/l para o lactato ¢ 0,03 mmol/l para o succinato
alcangaram as concentragdes de 1,55 mmol/l e 1,43 mmol/l apdés 2h de anoxia,
respectivamente. Além do aciimulo na hemolinfa, a concentracdo de lactato também se
elevou em diferentes tecidos do caracol, aumentando de 0,13 pumol/g para 1,41 umol/g,
apos 2h de anoxia, embora a concentragdo de succinato ganglionar ndo tenha sofrido
variagao significativa nesse periodo (MICHAELIDIS et al., 1999).

Consistente com a ativacdo do metabolismo anaerdbio, Haeser & de Jorge
(1971), observaram que a hemolinfa dos animais submetidos a anoxia sempre possuia
uma coloragdo palida, indicando auséncia de oxigénio. No presente trabalho porém, foi
observado que a hemolinfa, mesmo em animais submetidos a periodos prolongados de
anoxia, muitas vezes apresentava uma coloracdo azulada, indicando a oxigenacdo do
pigmento respiratorio hemocianina. Michaelidis et al. (1999) verificaram que a pO, da
hemolinfa do caracol Helix lucorum permaneceu em valores elevados, mesmo apos 48h
de anoxia. Apds uma rapida queda inicial de 68,34 para 30,12 mmHg, durante as duas

primeiras horas de anoxia, a pO, se manteve em 12,35 mmHg apds 48h de auséncia de
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oxigénio. Embora os autores ndo saibam explicar os motivos que afetam a retencdo de
oxigénio na hemolinfa, os mesmos citam o trabalho realizado por Wieser (1981), o qual
descreveu que a hemocianina do caracol Helix pomatia liga o oxigénio de forma mais
firme sob as condigdes resultantes do prolongado metabolismo anaerobio dos tecidos.

Embora nao possa ser afirmado que essa afinidade aumentada da hemocianina
pelo oxigénio exiba algum significado funcional em moluscos, o processo ¢ importante
em alguns insetos aquaticos. Muitas espécies de larvas de quironomideos possuem
hemoglobina capaz de estocar oxigénio. A larva dos quironomideos vive em tubos e
utiliza movimentos respiratérios para saturar a hemoglobina com oxigénio.
Posteriormente, esse oxigénio ¢ liberado para a utilizagdo durante periodos de repouso e
alimentagdo (ARMITAGE et al., 1995). Somente quando os estoques de oxigénio sdo
depletados, a larva utiliza a energia produzida anaerobicamente, através de fermentagao
alcodlica (REDECKER & ZEBE, 1988).

Apesar das hemocianinas de moluscos serem capazes de funcionar como
pigmento de armazenamento, transferindo o oxigénio ligado a elas para proteinas proto-
heme dos tecidos, sua principal func¢ao ¢ de transporte (MANGUN, 1997). Por outro
lado, a mioglobina estd presente em alguns musculos (particularmente os musculos da
radula) de moluscos que apresentam hemocianina na hemolinfa (BURGGREN et al.,
1991).

Em Megalobulimus oblongus, estudos histoquimicos verificaram uma reducao
da atividade COX nos ganglios bucais e subesofageais de animais submetidos aos
periodos de 15h e 18h de anoxia, embora nos ganglios cerebrais a atividade COX se
manteve constante (DE FRAGA et al, 1999; FRAGA et al., 2000).

A possibilidade de que a tolerancia de moluscos a anoxia seria devido a alguma

forma de estoque de oxigénio foi excluida por Zs-Nagy (1974). O autor sugere a
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existéncia de um mecanismo chamado de “oxida¢do endogena anoxica”. Essa
capacidade de producao de energia seria realizada pelos chamados citossomas (granulos
de pigmento amarelo das células nervosas de moluscos), através de um aceptor interno
de elétrons. Dessa forma, a fosforilagdo oxidativa poderia ser mantida por um longo
periodo de tempo, mesmo durante a anoxia. Nas células nervosas de Anodonta cygnea
esse mecanismo pode ser inibido, durante a anoxia, por KCN e DNP, o que indicaria a
participagdo da COX e de mecanismos de acoplamento da produgdo de energia em
condi¢des andxicas. Além disso, o autor cita que espécies de moluscos que ndo possuem
citossomas no tecido nervoso demonstram quase nenhuma tolerancia a anoxia.
Independentemente do mecanismo através do qual o sistema nervoso de
Megalobulimus oblongus satisfaz suas necessidades energéticas, em alguma extensao a
concentragdo de glicogénio desse tecido é preservada, ja& que mesmo apos um periodo
de 24h de anoxia ainda existiam reservas consideraveis de glicogénio presentes no
tecido nervoso do caracol. De alguma forma, a preservagdo do glicogénio cerebral deve
estar relacionada a redugdo da atividade GFa verificada nos experimentos
histoquimicos. A concentracdo de glicogénio estava reduzida em relacdo ao grupo
controle as 12h de anoxia. Além disso, no periodo de 6h de anoxia, a diminuigdo obtida
esteve muito proxima da significancia estatistica. O caracol Megalobulimus oblongus ¢
uma espécie que possui habitos noturnos e, para evitar diferencas em relagdo ao jejum,
os experimentos de anoxia realizados no presente trabalho foram iniciados sempre no
comeco da tarde. Dessa forma, os animais submetidos ao periodo de 6h de anoxia foram
dissecados no inicio da escotofase, ao redor das 19:00. Ja os animais submetidos as 12h
de anoxia foram dissecados no meio da escotofase, ao redor da 01:00 da madrugada.
Esses seriam os periodos de maior atividade do animal em condigdes normais. A partir

disso, pode ser sugerido que a diminui¢do do conteudo de glicogénio no tecido nervoso
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de Megalobulimus oblongus esteja relacionada principalmente aos periodos de maior
atividade do animal. E importante notar que tanto a curva da concentragéo de glicogénio
do grupo anoxia quanto a do grupo simulagdo seguem o mesmo padrdo, embora as
concentragcdes do grupo anoxia sejam menores. Ou seja, durante a noite, o efeito da
anoxia somou-se ao efeito da ativacdo do sistema nervoso relacionada ao periodo de
maior atividade do animal obtendo-se uma redugdo estatisticamente significativa do
glicogénio nesse tecido.

Varia¢do circadiana da atividade nervosa tem sido demonstrada em alguns
moluscos. No caracol Helix pomatia foi verificada a existéncia de um ritmo circadiano
relativo a quimiossensibilidade do animal & sacarose e ao cloreto de sddio. As respostas
neurais maximas estavam relacionadas a escotofase (20:00-8:00) do ciclo claro/escuro,
periodo de maior atividade do animal (VOSS et al., 1997). Esses padrdes de variacao
circadiana também tém sido verificados para atividades enzimaticas. Pavan Kumar et al.
(1982) observaram que a maior atividade succinato desidrogenase (SDH) no sistema
nervoso central da lesma Laevicaulis alte foi encontrada durante o periodo de atividade
do animal (fase escura), o que reflete o provimento da energia necessaria para a elevada
atividade do sistema nervoso durante a atividade motora do animal.

Pode-se inferir, portanto, sobre a possivel ativagdo do sistema nervoso durante a
fase noturna de atividade em Megalobulimus oblongus, corroborando a idéia de que a
reducdo da concentracao de glicogénio no SNC do caracol, no periodo de 12h de anoxia
e a tendéncia de redugdo as 6h de anoxia, estejam relacionadas a uma ativacao nervosa.
A utilizagdo do metabolismo aerdbio para suprir essa elevagdo das demandas
energéticas ganglionares nos animais do grupo simulagdo pode ser a responsavel pela
auséncia da redugdo do substrato nesse grupo, ja que a oxidagdo aerdbia seria mais

favoravel do ponto de vista da producdo energética. Durante a anoxia, para suprir esse
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aumento nas demandas energéticas o sistema nervoso precisaria degradar suas reservas
de glicogénio, j& que a energia s6 poderia ser produzida anaerobicamente. A menor
concentracdo de glicose hemolinfatica verificada nos animais submetidos as 12h de
anoxia em relagcdo aos periodos de 1,5h, 3h e 6h pode indicar a captacdo desse substrato
por diferentes tecidos para suprir as demandas energéticas dos mesmos enquanto o
animal se encontrar ativo. Se essa hipotese for correta, seria esperada uma elevagdo da
atividade GFa (ou pelo menos da taxa GFa/GS) no SNC durante esse periodo de
atividade do caracol. Estudos subseqiientes poderdo testar esta possibilidade.

Uma variagdo circadiana na distribuicdo da GFa no hipocampo de ratos ja foi
demonstrada. A exposi¢do dos animais ao campo aberto antes do sacrificio dos mesmos
na fase clara do ciclo n3o provocou uma elevagdo na concentragdo de
neurotransmissores conhecidos como glicogenoliticos (noradrenalina, serotonina,
histamina) e que seriam importantes na ativacdo da enzima GF durante o periodo em
que os animais se encontram acordados e ativos, fase escura do ciclo para ratos. Assim,
os autores sugerem que a GFa parece ser regulada principalmente pela fase do dia, mais
do que pela condigdo comportamental (acordado e ativo) do animal (HARLEY &
RUSAK, 1993). A ativagdo circadiana da GFa também pode ser evidenciada em areas
do sistema nervoso de hamsters que estdo ativadas durante a fase clara do ciclo, como as
areas de projecdo da retina no hipotdlamo (HARLEY et al., 2001).

Os trabalhos acima citados, mostrando a existéncia de um aumento da atividade
neural em moluscos durante a fase escura do ciclo ¢ a existéncia de uma variagdo
circadiana na atividade e distribuicdo da GF em roedores corroboram a idéia de que a
reducdo do glicogénio no SNC de Megalobulimus oblongus apds 12h de anoxia pode
estar relacionada ao somatorio de dois efeitos: a ativagdo do SNC do caracol durante a

fase escura do dia, aumentando as demandas energéticas do tecido e o efeito da propria



DISCUSSAO 86

anoxia, ativando a glicogenoélise para suprir essas demandas elevadas durante o periodo
anoxico.

2. RECUPERACAO

O processo de recuperagao da anoxia ¢ de grande importancia funcional, pois ¢
neste periodo que as reservas energéticas serdo restauradas e os produtos finais
acumulados serdo eliminados.

Como ja foi dito, os periodos experimentais utilizados no presente trabalho
foram baseados em estudos anteriores (DIAS, 2000) para facilitar a comparagao entre os
dados. Assim, mesmo ndo tendo sido verificadas mudancas significativas na
concentragdo de glicogénio do grupo submetido as 3h de anoxia, os animais submetidos
a esse periodo experimental foram os escolhidos para o estudo da fase de recuperacao.
Durante os diferentes periodos de recuperagdo aerdbia apés 3h de anoxia, ndo foram
verificadas diferengas significativas da concentra¢do de glicogénio no SNC do caracol
Megalobulimus oblongus em relagdo ao grupo controle. Porém, existiu uma tendéncia a
diminui¢do da concentragdo de glicogénio no grupo submetido as 3h de recuperagao.
Talvez a reducdo do glicogénio (embora ndo significativa) apods trés horas de
recuperagao possa representar um aumento, provocado pela reoxigenagdo, da atividade
do sistema nervoso, tecido que vai ser o responsavel por reorganizar as atividades do
organismo apos a anoxia. Além disso, mesmo que ndo tenham ocorrido mudangas na
concentragdo de glicogénio, o tecido nervoso precisa restabelecer as concentragdes dos
substratos energéticos gastos para suprir as demandas metabolicas ganglionares durante
as 3h de anoxia, provavelmente o ATP e os fosfogénios. Além disso, com a reducdo da
glicemia no inicio da fase de recuperacdo, haveria necessidade da utilizagdo do

glicogénio, ou seja, ocorreria uma mudanca no fluxo de substratos glicoliticos.
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Nos tecidos pedioso e branquial do marisco Cardium edule cerca de 60% da
energia total consumida durante as primeiras 4h de anoxia foi fornecida pelas reservas
de fosfogénios. Durante a continuacdo do estresse anoxico, a glicélise passou a
contribuir com cerca de 80% da produgdo energética dos dois tecidos (MEINARDUS &
GADE, 1981).

Na sanguessuga (Hirudo medicinalis) o conteido de glicogénio (da regido
anterior do animal), que havia sido reduzido significativamente apds 72h de anoxia,
retornou aos valores do grupo controle entre os periodos de 6h e 12h de recuperacao
aerdbia. Porém, ocorreram grandes variagdes no tempo exato de restabelecimento das
reservas desse substrato energético (SCHMIDT & ZERBST-BOROFFKA, 1993).
Considerando esses dados somente em relagdo a recuperagdo das concentragdes basais
dos substratos utilizados durante a anoxia, ¢ mais provavel que a tendéncia a redug¢ao do
conteudo de glicogénio no SNC de Megalobulimus oblongus deva-se a grande
variabilidade dos dados e ao pequeno niimero experimental de animais submetidos a
fase de recuperacao.

Por outro lado, levando-se em consideragao a fase do ciclo claro/escuro deve-se
perceber que os animais submetidos ao periodo de 3h de recuperagdo apo6s 3h de anoxia
foram dissecados ao redor das 19:00, ou seja, no horario de mudanca da fotofase para a
escotofase, periodo de aumento da atividade do animal e provavel ativacdo nervosa, o
que foi discutido anteriormente em relagdo a anoxia.

Em relagdo a glicose livre, foi observada uma reducdo estatisticamente
significativa da concentragdo desse metabolito no SNC de Megalobulimus oblongus
submetido ao tempo de 1,5h de recuperagdo aerdbia apds 3h de anoxia. Como as 3h de
anoxia ndo foi observada uma reducdo significativa da concentracdo de glicogénio no

SNC do caracol, ¢ provavel que a glicose livre do periodo de recuperagdo ndo esteja
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sendo desviada para a sintese de glicogénio. Pelo menos no manto de Megalobulimus
oblongus a sintese de glicogénio ¢ regulada por sua propria concentracao (ROSSI & DA
SILVA, 1993).

Dias (2000) verificou uma elevacao de 56% na concentragdo de glicose livre no
coracao de Megalobulimus oblongus submetido a um periodo de 15h de recuperagao
aerébia apds 3h de anoxia em relagdo aos grupos controle ¢ anoxia. Nesse mesmo
periodo, a concentragdo de glicogénio do 6rgao foi 2,2 vezes maior do que a do grupo
controle e a captacdo de glicose, que estava elevada durante as 3h de anoxia, havia
retornado aos valores basais. Foi sugerido que, ndo havendo a necessidade de um
grande aporte de glicose para a célula, ocorreria um acimulo de glicose livre no tecido.

Apdés 3h de anoxia observaram-se mudangas no tecido nervoso de
Megalobulimus oblongus. A redugao significativa da concentracao de glicose livre apds
1,5h de recuperagdo pode significar uma ativagdo do tecido nervoso, que vai ser o
responsavel pela reorganizagdo metabolica do animal durante o periodo de recuperacio.
Além disso, também existiu uma tendéncia a redug¢do do contetido de glicogénio apos as
3h de recuperacdo. Assim, a reducdo da glicose livre parece ndo estar relacionada a
sintese de glicogénio nesse periodo e sim a uma elevagao da velocidade de utilizagao da
glicose durante os tempos iniciais de recuperagdo aerobia pds-anoxia.

Os valores da concentracdo de glicose hemolinfatica do caracol Megalobulimus
oblongus encontravam-se elevados apos 3h de anoxia em relagdo aos valores do grupo
controle. Nos animais submetidos ao periodo de 1,5h de recuperagdo aerobia apds 3h de
anoxia, esses valores ainda permaneciam significativamente elevados em relagdo ao
grupo controle. Apdés 3h de recuperacdo aerdbia, as concentragdes de glicose
hemolinfatica retornaram aos valores basais, permanecendo constantes durante o

restante do experimento. Dias (2000) encontrou uma resposta semelhante, porém os
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valores médios encontrados para o grupo submetido as 3h de recuperagao ainda estavam
acima de 10 mg/dl. A concentracdo do presente trabalho para o mesmo grupo de
animais foi de 6,65 mg/dl.

Estudos piloto verificaram que mesmo apds um periodo mais curto de anoxia
(1,5h), os valores de glicose hemolinfatica nao retornam aos valores basais apos 1,5h de
recuperagao (dados ndo mostrados). Porém, apos 3h de recuperagdo, a concentragdo de
glicose hemolinfatica retorna aos valores basais.

Em caranguejos Chasmagnathus granulata alimentados com uma dieta rica em
proteinas ou rica em carboidratos, a elevada concentracdo de glicose hemolinfatica
encontrada apos 8h de anoxia ja havia retornado aos valores basais ap6s 12h de
recuperagdo aerdbia. Porém, apés 30h de recuperagdo foi verificada uma redugdo
significativa da concentragdo de glicose hemolinfatica dos animais que receberam uma
dieta rica em carboidratos em relacdo aos valores basais do grupo (OLIVEIRA et al.,
2001).

A atividade GFa, que havia sofrido uma redugao significativa apds 3h de anoxia
nas regides do neuropilo lateral e do lobo pedal, retornou aos valores do grupo controle
apos 15h de recuperacdo aerobia. Na regido do neuropilo medial, na qual foi verificada
somente uma tendéncia a redugdo da atividade GFa apds 3h de anoxia, também se
observou um retorno aos valores do grupo controle apdés o periodo de 15h de
recuperagdo. Essa recuperacdo da atividade enzimatica é consistente com a recuperagao
das concentragdes de todos os substratos aos valores basais apos 15h de recuperagdo
aerdbia pos-anoxia.

Dados sobre o periodo de recuperacao aerdbia pos-anoxia sao bem mais escassos

\

do que aqueles relativos a anoxia, principalmente em relagdo ao sistema nervoso de
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moluscos. A auséncia de dados comparativos torna dificil, muitas vezes, a discussao dos
resultados obtidos.

O periodo de recuperacdo poOs-anoxia esta relacionado ao retorno de um
organismo ou tecido a condicdo metabdlica anterior a anoxia. Dois processos basicos
ocorrem durante o periodo de recuperagdo: 1- o restabelecimento das concentracdes de
ATP e de fosfogénios e 2- a distribui¢do dos produtos finais do metabolismo anaerdbio
para excrec¢do, oxidagdo ou reconversdo para substratos anaerdbios. Além disso, outros
ajustes devem ser realizados, como o referente ao pH intracelular, que deve ter sido
reduzido pelo acimulo de produtos finais acidos. Uma manifestacdo de todos esses
processos celulares reflete-se no fenomeno do débito de oxigénio. Durante o periodo de
recuperagdo aerobia pos-anoxia existe, em invertebrados, uma fase de consumo de
oxigénio acima dos valores normais, o que pode indicar que a energia necessaria para o
periodo de recuperagdo seja produzida essencialmente de forma aerdbia (ELLINGTON,
1983).

Apesar da concentragdo elevada de glicose hemolinfatica do caracol
Megalobulimus oblongus retornar aos valores basais ap6s cerca de 3h de recuperagio
aerdbia, o retorno do D-lactato acumulado durante a anoxia aos valores basais € mais
lento. Dias (2000) demonstrou que a elevacdo do D-lactato na hemolinfa de
Megalobulimus oblongus apds 3h de anoxia havia sido reduzida em 35% apds 3h de
recuperagdo aerobia. Apesar dessa reducdo, o metabdlito ainda estava presente em uma
concentragdo muito mais elevada do que a dos animais do grupo controle. Os valores
basais haviam sido restabelecidos no periodo experimental seguinte, de 9h de
recuperagao aerobia.

A concentragdo de glicogénio em tecidos como o manto, hepatopancreas e

diafragma também nao difere dos valores do grupo controle apods essas 3h de
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recuperagao aerobia (DIAS, 2000). Assim, parece que no intervalo entre os periodos de
3h e 9h de recuperagdo aerdbia apos 3h de anoxia, o caracol Megalobulimus oblongus
retorna a condi¢ao metabdlica do estado basal, anterior a anoxia.

Ellington (1983) cita que as concentracdes de ATP e fosfogénios de artrépodes e
moluscos em geral, que tenham sido reduzidas durante a anoxia, sdo restabelecidas
muito rapidamente durante o periodo de recuperacdo aerobia. As concentragdes de ATP
retornariam aos valores basais entre 15 minutos e 1h de recuperacao e as de fosfogénios
entre 30 minutos e 4h.

Dessa forma, a reducdo significativa da glicose livre e a tendéncia a reducao da
concentragdo de glicogénio verificadas no inicio da recuperacdo aerébia em
Megalobulimus oblongus podem estar envolvidas no retorno das concentracdes de ATP
e fosfogénios aos seus valores basais.

Na sanguessuga (Hirudo medicinalis), apds 72h de anoxia, foram necessarios
somente 30 minutos para as concentragdes de ATP e a carga energética retornarem aos
valores basais, enquanto o tempo necessario para o restabelecimento da concentragdo de
glicogénio foi de 6h-12h (SCHMIDT & ZERBST-BOROFFKA, 1993).

No gastropode Haliotis lamellosa, submetido ao periodo de 6h de anoxia, os
valores relativos a carga energética do musculo pedioso e do musculo adutor da concha
retornaram aos valores do grupo controle com lh de recuperacdo, enquanto as
concentragdes de fosfato de arginina com 3h (GADE, 1988).

Como nao foram verificadas mudangas significativas nas concentragdes de
glicogénio e de glicose livre no tecido nervoso de Megalobulimus oblongus durante as
3h iniciais de anoxia, ¢ provavel que as demandas energéticas do periodo estejam sendo

supridas pelos estoques ganglionares de fosfogénios. Durante o inicio da recuperagdo,
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os gastos energéticos do tecido devem estar sendo direcionados para a restauragao

desses estoques.
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Os dados apresentados no presente trabalho em relagdo a anoxia permitem
concluir que:

1. A anoxia induz uma elevagdo da concentracdo de glicose hemolinfatica em
Megalobulimus oblongus, como ja demonstrado em outros trabalhos na mesma espécie
Dias (2000). Essa glicose, proveniente dos tecidos de reserva, deve estar fornecendo a
energia necessaria para o funcionamento dos demais tecidos do caracol, como o proprio
sistema nervoso, ja que nao foi verificada deplecdo das reservas de glicogénio no
mesmo durante o periodo anoxico.

2. A variacdo circadiana da atividade do caracol Megalobulimus oblongus pode
estar influenciando as reservas de glicogénio no SNC, como observado na redugdo
significativa do glicogénio as 12h de anoxia, durante a escotofase do ciclo claro/escuro.

3. A anoxia ndo provoca alteracdo na concentra¢do de glicose livre no SNC de
Megalobulimus oblongus, sugerindo mudangas na captacdo e utilizagdo da glicose
hemolinfética pelo tecido nervoso.

4. A reducdo da GFa durante a anoxia indica, possivelmente, uma depressao
metabolica cerebral, j4 que ndo foi verificada uma deplecao do glicogénio no SNC do
caracol em relagdo ao grupo controle, mesmo ap6ds um periodo prolongado de 24h de
anoxia.

5. As variagdes significativas obtidas para os metabdlitos analisados sdo devidas
exclusivamente ao efeito da anoxia experimental e ndo a manipulacdo e/ou periodo de
jejum ao qual os animais sdo submetidos durante a anoxia, como evidenciado pelo
grupo simulagdo (“sham”). Porém, em periodos prolongados de experimento (24h) o
grupo simulagdo pode estar utilizando a glicose livre para o suprimento das demandas

energéticas ganglionares, pois ndo ocorre elevagdo da glicose hemolinfatica nesse

grupo.
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Em relacdo ao periodo de recuperagdo aerobia pds-anoxia, os dados obtidos no
presente trabalho permitem concluir que:

5. A concentragdo de glicose hemolinfatica de Megalobulimus oblongus retorna
aos valores basais as 3h de recuperagdo aerébia apos 3h de anoxia. Dessa forma, a
reducdo da concentragdo de glicose livre e a tendéncia a uma redugdo da concentragdo
de glicogénio no tecido nervoso de Megalobulimus oblongus verificadas nos tempos
iniciais de recuperagdo aerobia podem estar fornecendo a energia necessaria para o
restabelecimento das concentracdes de substratos energéticos utilizados durante os
periodos iniciais de anoxia, provavelmente fosfogénios e ATP.

6. A atividade GFa retorna aos valores basais as 15h de recuperagdo aerdbia
apos 3h de anoxia, o que pode estar relacionado a uma recuperagdo das condi¢des

metabolicas do animal as condi¢des basais, anteriores a anoxia.
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Relagdo das espécies ou grupos de espécies de invertebrados citadas no trabalho,
de acordo com a classificacdo zoologica (HYMAN, 1967; BARNES et al., 1993;
RUPPERT & BARNES, 1994). Alguns grupos de seres vivos ndo citados no trabalho
podem constar nesta listagem apenas para auxiliar na posi¢cdo dos animais citados na
escala zooldgica. E apresentada uma descri¢do geral de alguns grupos e nomes

populares ou cientificos, com exemplos de seus representantes mais conhecidos.

SUPER-REINOS
Procariote (bactérias, virus, cianoficeas)
Eucariote
REINOS
Protista (unicelulares)
Plantae (multicelulares)
Fungi

Animalia

FILOS

Porifera (Esponjas)

Cnidaria = Celenterados (Simetria radial: hidras, medusas, anémonas, corais)

Platyhelminthe (Vermes achatados: planarias, Schistosoma, Taenia)

Nematoda (Vermes com simetria radial no eixo longitudinal: Caenorhabitis)

Echiura (Vermes celomados nao-segmentados, marinhos: Urechis)

Annelida (Corpo vermiforme dividido em segmentos. Marinhos: Nereis;
Terrestres ou de 4agua doce: minhocas—Lumbricus,
sanguesugas—Hirudo, Haemopis)

Mollusca (Corpo altamente variavel em forma, mas freqiientemente conico e
alongado no plano dorsoventral, formando uma “corcunda
visceral” com uma cabega anterior que origina os olhos e
tentaculos sensoriais e um grande pé ventral achatado.
Todas estas caracteristicas estdo sujeitas a consideraveis
modificagdes. O Filo possui oito classes, duas das quais,
gastropodes e bivalves, possuem 98% das espécies vivas

de moluscos. Algumas destas classes sdo citadas abaixo)
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CLASSES

Polyplacophora (Corpo achatado dorsoventralmente, alongado. A concha
dorsal constitui-se de oito placas seriadas superpostas.
Cabeca pouco desenvolvida. Quitons)

Bivalvia (Corpo completamente contido dentro de um par de conchas ou
valvas articuladas ao longo da linha médio-dorsal.
Relativamente sedentarios ou sésseis, ndo existe
cefalizagdo: sem radula, olhos ou tentaculos — poucos
possuem olhos na margem do manto. Exemplos:
mexilhdes, mariscos: Cardium, Mytilus (marinho),
Anodonta (agua doce), Unio, Macoma, Cerastoderma,
Pactinopecten, Mercenaria)

Cephalopoda (Marinhos. Podem atingir grande comprimento. Possuem o
sistema nervoso mais desenvolvido entre os invertebrados.
Ao invés de pé, possuem varios tentaculos prénseis ao
redor da boca. Animais peldgicos que nadam por jato-
propulsdo. Predadores. Ex.: lulas e polvos, Sépia, Loligo,
Octopus)

Gastropoda (maior nimero de representantes. O plano bésico corporal ¢
constituido de um pé rastejador bem desenvolvido, cabega
bem definida contendo uma radula (aparelho mastigador),
um par de olhos e um ou mais pares de tentdculos
sensoriais. A cabeca ¢ o pé sdo completamente retrateis

para dentro de ume concha em forma hélico-espiral)

SUBCLASSES
Prosobranchia (a cavidade do manto estéd localizada anteriormente)
Ordem Archeogastropoda (Patella, Haliotis-marinhos)
Ordem Mesogastropoda (Pomacea: é4gua doce; Littorina: marinho;
Cicloforos e Truncatelideos: terrestres)
Ordem Neogastropoda (Murex, Rapana, Buccinum, Conus)
Opistobranchia (redu¢do ou perda da concha e da cavidade do manto. Dois

pares de tentaculos. Marinhos)
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Pulmonata (Auséncia de branquias. Cavidade do manto localizada no lado
direito do animal e convertida em uma camara
vascularizada para realizar trocas gasosas com o ar. Maior
centralizagcdo do sistema nervoso)

Ordem Basommatophora (com um par de tenticulos. Olhos situados
proximos a base do tentaculo. Maioria de 4gua doce)

Familia Lymnaeidae (Lymnaea)
Familia Planorbidae (Biomphalaria, Planorbis, Helisoma)
Familia Melampoidae (Melampus)

Ordem Systellomatophora (Lesmas com anus localizado na extremidade
posterior do corpo, € ndo lateralmente como em outros
pulmonados)

Familia Verocinellidae (Laevicaulis, Vaginulla solea, Phylocaullis)

Ordem Stylommatophora (Terrestres, com ou sem concha. Dois pares de

tentaculos com os olhos localizados na extremidade apical
do par de tentaculos superiores)

Familia Megalobulimidae (Megalobulimus oblongus)

Familia Strophocheilidade (Strophocheilus)

Familia Succineidae (Succinea: hébito anfibioso)

Familia Achatinidae (Achatina)

Familia Bulimulidae (Bulimus)

Familia Arionidae (Arion, Ariolimax)

Familia Limacidae (Limax, Agriolimax ou Deroceras, Cryptozana)
Familia Helicidae (Cepaea, Helix, Theba, Hellicela, Eremina, Otala)
Familia Acavidae (Acavus)

Familia Oreohelicidae (Oreohelix)

Familia Subulinidae (Rumina decollata)

Os trés filos listados abaixo constituem os artropodes, invertebrados com patas
articuladas. Possuem corpo articulado revestido por exoesqueleto com cuticula

endurecida. Possuem o maior nimero de espécies entre os invertebrados.

FILO

Chelicerata (Corpo dividido em apenas duas regides: cefalotorax e abdomen)
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CLASSES
Merostomata (Limulus, a maioria fosseis)

Arachnida (Constitui 98% dos quelicerados: aranhas, escorpides, acaros)

Uniramia
SUBFILO
Myriapoda (Centopéias, milipedes)

Hexapoda (Insetos: Calliphora, Drosophila, Locusta, Leucophaea)

Crustacea (10 classes)
CLASSE
Malacostraca (a mais importante em nimero de espécies. Caranguejos: Uca,

Carcinus, Chasmagnathus. Lagostins e lagostas:

Procambarus, Homarus. Camaroes)

Os proximos filos constituem os deuterostomados, os quais se caracterizam,
entre tantos aspectos desenvolvimentais, estruturais e bioquimicos, distintos dos filos
listados acima pelo fato de durante o desenvolvimento embrioldgico inicial, o

blastoporo nao formar a boca, a qual se origina de uma abertura secundaria do intestino

(dai o nome “deuterostomado”)

FILO

Echinodermata (Estrela-do-mar, ouri¢o-do-mar, pepino-do-mar)

Chordata (Presenca, em algum estagio da vida, de notocorda e de parede da
faringe perfurada por fendas para o exterior. Possui trés

subfilos, sendo dois dos quais constituidos de animais

invertebrados e um de animais vertebrados)
CLASSE

Ascidiacea (4scidea, Ciona)

Cephalochordata (Notocorda por toda a vida. Vida livre. Anfioxo)



