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RESUMO

O uso de moluscos gastrépodes para estudos neurobioldgicos é vantajoso
porque seu sistema nervoso e comportamentos sdo intermediarios em
complexidade quando comparados a outros animais. Os padrdes de atividade
derivados do sistema nervoso central (SNC) sdao modulados por informagdes
periféricas provenientes de varios quimio e mecanorreceptores, 0s quais
desempenham fungdes importantes na manutencdo da homeostase interna.
Assim, juntos, elementos centrais e periféricos permitem ao animal modular seu
comportamento respiratério de acordo com suas demandas metabdlicas. O
objetivo deste trabalho originou-se da necessidade da compreensao da atividade
respiratéria do caracol pulmonado terrestre Megalobulimus abbreviatus, da
identificagdo dos neurdnios do sistema nervoso central envolvidos no seu controle,
bem como da organizagdo da inervagdo de uma estrutura-chave envolvida no
comportamento respiratério deste animal, o pneumdstoma. Realizou-se a
identificagdo dos neurdnios do SNC que controlam o pneumdstoma através de
marcagao retroégrada pelo nervo parietal posterior direito com cloreto de cobalto e
biocitina; a descricdo da morfologia e da histologia da regido do pneumdstoma,
assim como a analise da presenca de monoaminas (método do acido glioxilico),
atividade acetilcolinesterasica (AChE, técnica de Karnovsky & Roots) e de
imunorreatividade a FMRF-amida (imunoistoquimica) nesta regido. Também foi
realizada a investigacdo sobre uma provavel relagdo entre o sistema
dopaminérgico, serotoninérgico e peptidérgico (FMRF-amida) com os neurbnios
identificados por marcagao retrograda nos ganglios nervosos centrais, através da
comparagdo entre os neurdnios retrogradamente marcados com neurdnios
imunorreativos a tirosina hidroxilase (TH), serotonina (5-HT) e FMRF-amida.
Neurénios retrogradamente marcados foram encontrados nos ganglios pedais,
pleural direito, parietal direito e visceral. Encontrou-se na superficie do tegumento
do pneumdstoma um epitélio constituido de uma unica camada de células
cilindricas, com microvilosidades ou cilios como terminacéo apical, envolvido por
uma camada muscular bem desenvolvida. Foi possivel verificar que a organizagéo
da inervagao na regido do pneumdstoma esta constituida de uma rede neural para
suprir a camada muscular e ramos neurais mais finos que estdo mais densamente
distribuidos em um plexo na camada epitelial e subepitelial adjacente, onde corpos
celulares neuronais foram identificados (catecolaminérgicos ou com atividade
AChE). A analise do padrao de inervagdo do pneumodstoma, juntamente com os
dados da comparagdo entre neurbnios retrogradamente marcados e
imunorreativos no SNC, permitiu concluir-se que o neuropeptideo FMRF-amida
parece ter uma grande importancia na regulacdo motora da regido do
pneumdstoma, assim como a 5-HT, que provavelmente possui uma funcido motora
ou modulatéria nesta regido, enquanto que a participagdo da dopamina no
controle respiratério deve ser principalmente sensorial, responsavel pelas
informacdes provindas do tegumento do pneuméstoma.



INTRODUCAO

O filo Mollusca é o segundo maior em numero de espécies, atras
apenas do filo Arthropoda, contando com aproximadamente cem mil
espécies vivas. Os moluscos sdo divididos em sete classes, sendo a maior
a Gastropoda (HYMAN, 1967; RUPPERT & BARNES, 1994).

Os gastropodes pulmonados possuem representantes terrestres e
de agua doce, com algumas espécies marinhas. A principal caracteristica
que define este grupo é a capacidade de explorar diretamente o ar como
fonte de oxigénio. A cavidade do manto é preenchida com vasos
sanguineos para as trocas gasosas e a comunicagdo com 0 meio externo
se da por meio de orificio estreito, o pneumdstoma, por meio do qual pode-
se fechar a cavidade do manto, reduzindo a perda de agua por evaporagao
(HYMAN, 1967; RUPPERT & BARNES, 1994; CHASE, 2002). Os
gastropodes pulmonados séo divididos em trés ordens, das quais o maior
numero de representantes sdo das ordens Basommatophora (aquaticos) e
Stylommatophora. Nesta ultima estdo incluidos 80 % dos gastropodes
terrestres (CHASE, 2002).

O caracol Megalobulimus abbreviatus (BECQUAERT, 1948) é uma
espécie da classe Gastropoda, sub-classe Pulmonata, ordem
Stylommatophora. Ja foi classificado como Megalobulimus oblongus e
anteriormente ainda de Strophocheilus oblongus. E encontrado no sul do

Brasil, Argentina e Paraguai (SAWAYA & PETERSEN, 1962; DE JORGE et



al, 1965). Vive em ambiente terrestre, geralmente umido, podendo
permanecer enterrado se a umidade do ar tornar-se muito baixa. E
hermafrodita, como todos os moluscos pulmonados, e a idade reprodutiva
inicia em torno dos dois anos de idade. O tamanho adulto caracteristico é
verificado pelo peristoma da concha refletido (JAEGER, 1965; THOME,
1976).

Nos ultimos 25 anos houve um grande aumento no conhecimento
sobre o comportamento e neurobiologia dos gastropodes. O uso destes
animais para estudos neurobiologicos é vantajoso porque seu sistema
nervoso e comportamentos sao intermediarios em complexidade quando
comparados a outros animais. Os neurbnios sao de grande tamanho em
relacdo a outros grupos de animais, o que facilita as abordagens
bioquimicas, eletrofisiolégicas, neuroquimicas, morfologicas e
comportamentais (CHASE, 2002).

O sistema nervoso do caracol Megalobulimus abbreviatus tem sido
amplamente utilizado para estudos morfolégicos (ZANCAN & ACHAVAL,
1995; DONELLI et al., 1998; FACCIONI-HEUSER et al., 1999, 2004; DAL
PIVA, 2004; NOBLEGA et al, 2003), neuroquimicos e fisioldgicos (ZANCAN
et al., 1994; ZANCAN et al., 1997; SANTOS et al., 2002; DE FRAGA et al.,
2004; SWAROWSKY et al., 2005; ACHAVAL et al., 2005; SANTOS, et al,,
2005).

O sistema nervoso central (SNC) de Megalobulimus abbreviatus
(FIG. 1) é constituido por onze ganglios. Sete destes ganglios (dois pedais,

dois pleurais, dois parietais e um visceral) formam o complexo



subesofageal, que circunda a artéria cefédlica. Os pares de ganglios
homdlogos tém tamanho similar, com excegédo do ganglio parietal direito,
consideravelmente maior que o esquerdo. Este complexo ganglionar une-se
a dois ganglios cerebrais, de localizagao supra-esofageal, pelos conetivos
cérebro-pedais e cérebro-pleurais. Os ganglios cerebrais dividem-se em
trés regides: mesocerebro, pods-cérebro e pro-cérebro e sdo parcialmente
cobertos pela glandula enddécrina corpo dorsal. O conjunto dos ganglios
sub- e supra-esofageais constituem o anel periesofageano. Ha ainda dois
ganglios bucais, localizados mais anteriormente no animal, quando este se
encontra em postura estendida, e que se conectam com os ganglios
cerebrais através dos conetivos cérebro-bucais (PERES, 1994; ZANCAN et
al., 1994).

Em uma analise do sistema nervoso em invertebrados, deve-se
considerar também com uma énfase talvez até maior que o SNC, o sistema
nervoso periférico. Nos invertebrados, especialmente nos moluscos, o
sistema nervoso periférico € bastante desenvolvido, sendo que o numero
de neurbnios periféricos pode exceder o numero de neurbnios no sistema
nervoso central, podendo possuir até dois tergcos dos neurénios do animal
(PROSSER, 1991; CROLL et al.,, 1999). Em Megalobulimus abbreviatus,
alguns estudos neuroquimicos e morfolégicos vém sendo realizados sobre
a inervacdo das estruturas periféricas, como as estruturas sensoriais
cefalicas (DAL PIVA, 2004), sendo que a regiao mais explorada é a
musculatura pediosa (MORIGUCHI-JECKEL, 2001; FACCIONI-HEUSER et

al., 1999, 2004), ndo existindo, porém, até o momento, estudos sobre as



estruturas periféricas relacionadas com a atividade respiratéria, como a
musculatura do pneumdstoma, bem como ocorre com as demais espécies
de gastropodes terrestres utilizadas como modelo experimental em
neurobiologia.

Os padrdes de atividade derivados do SNC sdo modulados por
informacodes periféricas provenientes de  varios quimio e
mecanorreceptores, o0s quais desempenham fungdes importantes na
manutencdo da homeostase interna. Assim, juntos, elementos centrais e
periféricos permitem ao animal modular seu comportamento respiratério de
acordo com suas demandas metabdlicas (FELDMAN & McCRIMMON,
1999). Nos primeiros estudos sobre o comportamento respiratorio do
caracol aquatico Lymnaea stagnalis, observou-se que a estimulagcao
mecanica do pneumostoma, apdés remogao do SNC, causava contragoes
localizadas fracas na musculatura do pneuméstoma, sugerindo entdo que o
sistema nervoso periférico também esta envolvido no controle de alguns

aspectos do comportamento respiratério (SYED et al., 1991).



Fig. 1. A: Esboco de um caracol pulmonado, em vista lateral, com o pé
estendido, para a visualizagdo das posi¢des relativas dos géanglios bucais (B),
cerebrais (C) e do complexo ganglionar subesofageal (S), unidos entre si pelos
conetivos neurais cérebro-bucal (1), cérebro-pedal (2) e cérebro-pleural (3). B:
Representacdo esquematica dos ganglios que constituem o sistema nervoso
central. AC, artéria cefalica; BB, bulbo bucal; CD, corpo dorsal; EA, es6fago
anterior; PA, ganglios parietais; PE, ganglios pedais; PL, ganglios pleurais; V,
ganglio visceral. Orientagdo da figura B: D, V, A, P, dorsal, ventral, anterior,
posterior.

Respiracdo nos Moluscos Gastropodes

As trocas gasosas entre o animal e o ambiente externo ocorrem em
trés diferentes locais nos moluscos gastrépodes. Todos os gastropodes
podem realizar trocas gasosas cutdneas, ao menos parcialmente. As
espécies aquaticas possuem estruturas especializadas — os ctenidios nos
prosobranquios e as branquias nos opistobranquios - que sao
essencialmente dobras da pele que criam uma maior area de superficie
para as trocas gasosas. Ja os pulmonados possuem uma cavidade coberta
pelo manto que se preenche de ar, denominada pulmao (CHASE, 2002). A
cavidade pulmonar esta posicionada anteriormente no animal e o manto
que a recobre esta repleto de uma rede de seios vasculares (LUCHTEL et

al, 1997). O ar entra e sai da cavidade pulmonar por movimentos ritmicos



da musculatura do assoalho e paredes musculares desta cavidade, que
constituem o musculo diafragma. Esta ventilagdo esta sincronizada com a
abertura e o fechamento de um pequeno orificio contratil, o pneumdstoma.
Durante a inspiragdo, o diafragma contrai, o que abaixa assoalho da
cavidade enquanto o pneumdstoma se abre. Este, entdo, fecha, e, a
medida que o diafragma relaxa, o assoalho retorna a sua posi¢ao elevada,
criando uma pressao positiva dentro da cavidade do manto. Finalmente, o
pneumodstoma abre e a pressao positiva forga a saida do ar, ocorrendo a
expiragao (MILL, 1997).

No pulmonado aquatico Lymnaea stagnalis, a regido do
pneumoéstoma possui um epitélio ciliado bem desenvolvido, apresentando
um grande numero de células receptoras (células nervosas sensoriais
primarias), sendo um dos locais de maior concentracdo destas células,
juntamente com os tentaculos, labios, margem anterior do pé e borda do
manto (SIMKISS & WILBUR, 1977; CHASE, 2002; HANSTRON, 1925;
LUCHTEL et al, 1997; ZAITSEVA, 1994). Na lesma Limax pseudoflavus, a
area ao redor da abertura do pneumdéstoma possui células produtoras de
muco assim como o restante da superficie corporal, porém com tipos
adicionais destas células. O produto das células produtoras forma correntes
de muco ao redor da abertura do pneumdstoma que tém fundamental
importancia na limpeza da regiao (COOK & SHIRBHATE, 1983).

O comportamento respiratério dos gastrépodes pulmonados é
facilmente observavel e quantificavel (ou seja, a verificagdo da duragao e do

numero de respiragdes) nas especies aquaticas, para as quais a inspiragéo



depende do comportamento de ascender a superficie da agua. O caracol de
agua doce Lymnaea stagnalis € certamente a espécie mais estudada com
relacdo ao seu comportamento respiratorio, bem como o seu controle
nervoso e fatores que o influenciam. Outro gastrépode aquatico cuja
atividade respiratoria € bem estudada € o opistobranquio Aplysia californica
(KANDEL, 1979).

A respiracdo da Lymnaea é bimodal: a troca gasosa ocorre atraves
da superficie externa do caracol (respiragcdo cutanea) e através da
superficie da rede de vasos sangliineos localizada no teto da cavidade do
manto (respiragao aérea). Sob condi¢gdes normais de oxigénio na agua, a
respiragdo cutanea predomina (cerca de 60%), enquanto que sob
condicbes de hipdxia na agua, ocorre predominio da respiracao aérea
(LUKOWIAK et al., 1996). O comportamento respiratorio aéreo consiste na
abertura e no fechamento do pneumdstoma na superficie da agua. Em
condigbes normoéxicas da agua (cerca de 6 ml de O,/L), os animais vao a
superficie e abrem o pneumdéstoma uma vez a cada 15-20 minutos. Ja
quando a agua encontra-se hipéxica (menos de 0,1 ml de O/L), tendo os
animais acesso ao ar normoxico, a frequéncia do comportamento
respiratério aumenta para cerca de seis a oito vezes (TAYLOR &
LUKOWIAK, 2000).

Ha poucos dados sobre o ritmo respiratério e seu controle nervoso
em moluscos pulmonados terrestres na literatura, existindo referéncias
sobre a variagao da atividade respiratéria em situagdes como desidratagao

e mudancas de temperatura (BARNHART, 1986; DICKINSON et al, 1988),



ou durante o comportamento aversivo (BALABAN, 2002), e ainda sobre a
existéncia e a natureza de quimiorreceptores envolvidos com o controle
respiratorio (ERLICHMAN & LEITER, 1993, 1994, 1997; LU et al, 1998).

A respiragdo nos pulmonados aquaticos, assim como outros
comportamentos ritmicos nos animais em geral, € controlada por grupos de
neurdnios geradores de padrdo central (CPG — central pattern generator),
que nos vertebrados localiza-se no bulbo. A identificacéo e a caracterizagao
destes neurbnios sdo passos essenciais para o entendimento de como o
sistema nervoso controla esse importante comportamento homeostatico. A
utilizacdo de invertebrados como modelo experimental tem provado ser
adequada para a aquisicao de conhecimento sobre as bases neuronais do
comportamento respiratério (SYED et al, 1991; LUKOWIAK & SYED, 1999).
Um modelo particularmente bem estudado € o CPG do gastrépode
pulmonado aquatico Lymnaea stagnalis (JANSE et al, 1985; SYED et al,
1990; SYED & WINLOW, 1991). O circuito neuronal que controla a
respiracdo aérea €& composto por neurbnios motores, que inervam a
musculatura respiratoria (pneumoéstoma e musculos da cavidade do manto)
e estes, por sua vez, tem seu padréo de atividade determinado por trés
interneurdnios que constituem o CPG. Estes interneurdnios séo: (1) pedal
dorsal direito (RPeD1) — inicia o ritmo respiratério; (2) interneurdnio parietal
de aferéncia (IP3l) — causa a abertura do pneumdstoma, isto é, a expiragao
e (3) visceral dorsal 4 (VD4) — induz o fechamento do pneumdstoma, isto €,
a inspiracao. Entre IP3l e VD4 e entre RPeD1 e VD4 ocorrem conexdes

monossinapticas inibitérias reciprocas. RPeD1 possui dupla conexao



excitatoria/inibitéria com IP3l (LUKOWIAK & SYED, 1999). O RPeD1 é um
neurdnio gigante impar, dopaminérgico, espontaneamente ativo e recebe
aferéncias excitatdrias de quimiorreceptores que estao localizados na area
do pneumodstoma (INOUE et al, 1996b). Este interneurénio pode modular o
padrao respiratorio em fungao de diversos estimulos nociceptivos (INOUE
et al, 1996a).

Varios estudos ja foram realizados utilizando o CPG que comanda a
respiragdo da Lymnaea buscando verificar os efeitos de diversos estimulos
sobre este importante comportamento homeostatico. A modulagao do ritmo
respiratorio pode ocorrer em fungdo da locomogdao (SAKHAROV &
TSYGANOV, 2000; VORONTSOV et al, 2003), em resposta a retragao
corporal para dentro da concha (TSYGANOV, 2001), aos comportamentos
aversivos, como estimulos nociceptivos (INOUE et al, 1996 a, b), ou ainda a
hipoxia (INOUE et al, 2001). Além disso, este CPG € muito abordado no
estudo das bases neuronais dos processos de aprendizado e memdria
(LUKOWIAK et al, 1996; LUKOWIAK & SYED, 1999; SPENCER et al, 1999;
TAYLOR & LUKOWIAK, 2000; LUKOWIAK et al, 2000; SCHEIBENSTOCK
et al, 2002; SPENCER et al, 2002; BREMBS, 2003; LUKOWIAK et al, 2003;
ROSENEGGER et al., 2004). Os neurbnios que podem constituir o CPG
que desencadeia e regula o ritmo respiratério nos moluscos pulmonados

terrestres ndo sdo bem conhecidos (BALABAN, 2002).
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Funcdes das Monoaminas e do Neuropeptideo FMRF-Amida
nos Moluscos Gastropodes

O SNC de moluscos gastropodes contém um grande numero de
neurdnios serotoninérgicos e dopaminérgicos. A dopamina (DA) é a
principal catecolamina presente nos gastropodes, sendo rara a presencga de
adrenalina e noradrenalina. N&o ha, inclusive, evidéncias que os neurénios
sintetizem estas catecolaminas (STRAUB & KUHLMANN, 1984; HERNADI
& ELEKES, 1999). Tem sido proposto que as aminas biogénicas também
sejam secretadas na hemolinfa, exercendo fungdo hormonal, além de
neurotransmissora (STRAUB & KUHLMANN, 1984). Neurbnios
dopaminérgicos e serotoninérgicos ja foram identificados, por diversas
técnicas, em varias espécies de moluscos gastrépodes, como Helix pomatia
(HERNADI & ELEKES, 1999), Achatina fulica (CROLL, 1988) e Lymnaea
stagnalis (CROLL & CHIASSON, 1990; ELEKES et al, 1991;
HETERINGTON et al, 1994). Os neurbnios monoaminérgicos do SNC do
caracol Megalobulimus abbreviatus ja foram identificados por técnicas de
histofluorescéncia pelo método do acido glioxilico e por tratamento com 5,7-
dihidroxitriptamina  (5,7-DHT) (ZANCAN et al, 1997). Posterior
imunoistoquimica com anticorpo anti-serotonina foi realizada nos géanglios
pedais de Megalobulimus abbreviatus, confirmando a localizagdo dos
neurdnios serotoninérgicos identificados com os métodos histoquimicos
(SWAROWSKY et al, 2005).

As fungdes de alguns destes neurbnios serotoninérgicos e

dopaminérgicos tém sido identificadas. Em Aplysia, o papel modulador da
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serotonina (5-HT) foi demonstrado, controlando varios comportamentos,
como a atividade alimentar, reflexos de defesa e a atividade locomotora
(LEVENSON et al, 1999). Também em Helix pomatia a DA e a 5-HT estao
envolvidas com o comportamento alimentar (HERNADI et al, 2000). A
interacao entre neurdnios dopaminérgicos e serotoninérgicos € fundamental
para a modulagdo da contragdo do ducto salivar de Helix pomatia, sendo
que a administracdo de dopamina e serotonina mimetiza o efeito exercido
no ducto pela estimulagdo do nervo salivar (KISS et al, 2003). A dopamina
também esta fortemente envolvida com a geragcdo do comportamento
alimentar em Aplysia, onde um neurénio dopaminérgico, o neurdnio bucal,
conhecido como B20, gera o programa motor ritmico do comportamento
alimentar (TEYKE et al, 1993). Outro interneurénio importante na
modulacdo do comportamento alimentar de Aplysia, o B65, também ¢é
dopaminérgico (DUE et al, 2004). Um interneurbnio dopaminérgico é
igualmente responsavel pelo programa motor alimentar em Helisoma
(QUINLAN et al, 1997). O uso do circuito que controla o comportamento
alimentar em Aplysia para estudar o condicionamento operante mostrou
que a dopamina €, pelo menos em parte, a responsavel pelas modificagcoes
neuronais que ocorrem nesta forma de aprendizado (NARGEOT et al,
1999).

O papel das monoaminas no comportamento locomotor é estudado
em diversas espécies de gastropodes. Em Helix lucorum, a injecdo de DA
causa contracdo da musculatura pediosa e reducdo da velocidade de

locomogao. Por outro lado, a injecdo de 5-HT estimula a locomocgéo,
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aumentando significativamente a velocidade de deslocamento do animal
(PAVLOVA, 2001). Em Megalobulimus abbreviatus, a localizagdo de
monoaminas no plexo pedioso (sistema nervoso periférico), localizado junto
a musculatura pediosa, sugere o envolvimento de catecolaminas e
serotonina no controle da locomogao (FACCIONI-HEUSER et al, 2004). A
serotonina esta envolvida no comportamento aversivo, como demonstrado
em Cepaea nemoralis (DYAKONOVA et al, 1995a) e em Megalobulimus
abbreviatus (PENHA, 2001; SWAROWSKY, 2004).

As catecolaminas estdo presentes nos embrides de vertebrados e
invertebrados desde os estagios mais precoces do desenvolvimento, antes
mesmo do desenvolvimento do sistema nervoso (PENDLETON et al, 1998).
Em moluscos, as catecolaminas provavelmente atuam nos estagios iniciais
de desenvolvimento como sinalizadoras, influenciando a proliferagao
celular, diferenciacédo e neuritogénese. O uso de cromatografia de alta
performance em embrides de Lymnaea stagnalis mostrou que a DA é a
Unica catecolamina presente em concentragdes significantes durante o
periodo embrionario deste caracol. Também no desenvolvimento pods-
embrionario a dopamina é a principal catecolamina encontrada, estando
presente nos ganglios centrais, pé e es6fago (VORONEZHSKAYA et al;
CROLL et al, 1999). Buscando o papel das monoaminas na atividade
reprodutiva do caracol de agua doce Biomphalaria glabrata, verificou-se que
a dopamina e a serotonina exercem fungdes importantes na regulagao da
atividade reprodutiva, sendo que a dopamina é a principal reguladora da

liberagdo de proteinas pela glandula de albumem (glandula acesséria do
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trato reprodutor feminino) (SANTHANAGOPALAN & YOSHINO, 2000;
BOYLE & YOSHINO, 2002). No pulmonado aquatico Helisoma duryi
também foi demonstrada a importancia da inervagdo dopaminérgica na
atividade reprodutiva (KIEHN et al, 2001).

E bem conhecido que o sistema dopaminérgico exerce funcéo
neuromodulatéria no comportamento respiratério (MITCHELL & JOHNSON,
2003). Em Lymnaea, o interneurdnio que gera o ritmo respiratério (RPeD1)
€ dopaminérgico (INOUE et al, 1996b; MOROZ & WINLOW, 1992). A
coordenagdo das atividades entre um neurbnio gigante dopaminérgico
(RPeD1) e um neurdnio gigante serotoninérgico (LPeD1) é funcionalmente
importante para o controle da contragdo de certos musculos durante a
respiracdo (TSYGANOV, 2001). A dopamina liberada pelo gerador
dopaminérgico RPeD1 na sinapse com VD4 altera a excitabilidade de VD4
(BARNES et al, 1994), por meio de dois tipos de receptores pds-sinapticos,
produzindo assim duas formas de neurotransmissao (inibitéria e bifasica)
sobre VD4 (MAGOSKI & BULLOCH, 1999).

N&o foi encontrado neurdnio gigante dopaminérgico no ganglio pedal
dos moluscos pulmonados terrestres ja investigados: Helix aspersa
(SEDDEN et al, 1968; KERKUT & WALKER, 1975), Helix pomatia
(HERNADI et al, 1993) e Achatina fulica (CROLL, 1988). Com a técnica
histoquimica do acido glioxilico também nao foi encontrado neurdnio
gigante catecolaminérgico nos ganglios pedais de Megalobulimus

abbreviatus (ZANCAN et al., 1997). A abordagem imunoistoquimica, uma
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técnica um pouco mais sensivel, poderia determinar a existéncia ou nao
deste neuronio.

Em todos os animais, invertebrados e vertebrados, os peptideos se
fazem presentes como importantes substancias neuroativas envolvidas na
modulacdo de processos metabodlicos. FMRF-amida é um neuropeptideo
constituido de quatro aminoacidos nesta sequéncia: fenilalanina, metionina,
arginina e fenilalanina. Foi o primeiro neuropeptideo nativo de invertebrados
a ser purificado e sequenciado, a partir de extrato de ganglios
cardioativadores do molusco Macrocallista mimbosa (PRICE &
GREENBERG, 1977).

Este neuropeptideo ndo medeia comportamentos rapidos, mas
modula a intensidade e a eficacia da transmissao sinaptica rapida, através
da modulagdo da liberagdo do neurotransmissor, da sensibilidade dos
receptores ionotropicos e da excitabilidade elétrica das células pos-
sinapticas (KANDEL et al., 2000).

Nos tecidos musculares e viscerais, este neuropeptideo parece estar
amplamente envolvido no controle da contragcdo muscular (O'SHEA &
SCHAFFER, 1985) e como regulador de longa duracéo da ritmicidade e do
tbnus muscular, aumentando o ténus, atividade espontanea ou ambos
(PRICE & GREENBERG, 1977). Este neuropeptideo e a histamina estariam
envolvidos na regulacao da liberagdao de ACh, atuando por vias opostas em
um circuito neuronal controlador do comportamento alimentar, em estudos
realizados em Aplysia californica (BAUX et al, 1990). Neurdnios pleurais

contendo FMRF-amida causam a interrup¢cao do comportamento alimentar
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e facilitam o comportamento de retracdo corporal em diversas espécies de

moluscos gastrépodes (ALANIA et al., 2004; HERNADI et al., 2005).

Inervacdo e Mapeamento de Neurdnios

As técnicas de marcacdo celular tém sido consideradas como
aplicacdes valiosas na identificacdo celular, a partir das quais sao obtidas
informagbes sobre a arquitetura neuronal, proje¢cdes de vias axonais e
caracteristicas fisiolégicas dos neurénios. E possivel localizar somas de
neurdnios periféricos e centrais, cujos axdnios sao encontrados em troncos
nervosos especificos (KANEKO & KATER, 1973).

Um dos maiores objetivos da neurobiologia € entender a circuitaria
neuronal responsavel pela funcdo do sistema nervoso. Neurdnios
identificados de alguns invertebrados tém fornecido a oportunidade de
analisar os circuitos relacionados com comportamentos especificos em
grandes detalhes. Assim, a fim de determinar a fungdo dos neurdnios
relacionados com a inervagdo feita pelos ganglios, tém-se realizado
mapeamentos neuronais em gastropodes através da injegao intracelular
(no corpo celular neuronal; marcagao anterégrada) ou marcagéao retrograda
(aplicacao extracelular, junto ao terminal axonal), com diversas substancias
tragadoras.

A partir dos ganglios que formam o sistema nervoso dos
gastropodes, irradiam troncos nervosos para todas as partes do corpo.
Assim, indicagdes referentes ao papel de cada ganglio podem ser

deduzidas a partir da distribuicdo dos nervos, que podem, em sua maioria,
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emergirem do préprio ganglio onde se localizam, ou enviar seus axénios
através de um nervo de outro ganglio (GRASSE, 1968; KERKUT &
WALKER, 1975). Em gastropodes, os nervos que partem dos ganglios
cerebrais inervam o par de olhos, os estatocistos (localizados no pé,
proximos aos ganglios pedais), os tentaculos (estruturas altamente
sensoriais), a pele e a regidao dos palpos labiais, cabeca e pescoco e, em
alguns grupos, também a regido do pénis. Os ganglios bucais inervam a
parede faringeal, musculos e glandulas salivares, sendo que seus
neurdnios se distribuem em um plexo no es6fago e no estdbmago. Os
ganglios pleurais de alguns opstobranquios e pulmonados nao possuem
nervos periféricos. Nos pulmonados, os neurdnios pleurais inervam a
musculatura retratora faringeal e a musculatura columelar, através dos
nervos pedais ou parietais. Os géanglios parietais inervam a pele, a parede
lateral do corpo e o manto. O ganglio visceral inerva as por¢des posteriores
do sistema digestivo, regido anal, a maior parte dos érgaos reprodutores, o
rim, o figado e o coragdo (BULLOCH & HORRIDGE, 1965; KERKUT &
WALKER, 1975).

Os ganglios que estao envolvidos com a regulagdo do meio interno
nos gastrépodes, controlando a respiragéo e a circulacdo de hemolinfa, séo
0 ganglio visceral e os ganglios parietais (CHASE, 2002). Em Lymnaea, o
manto é inervado por neurbnios dos ganglios visceral e parietais. Os
motoneurdnios que controlam a abertura e o fechamento da musculatura
respiratéria estdo localizados no ganglio visceral e os motoneurdnios que

inervam o musculo da cavidade do manto estdo localizados no ganglio
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parietal direito. Neurdnios de outros ganglios centrais podem participar do
circuito respiratorio, como RPeD1, do ganglio pedal direito, que comanda o
ritmo respiratorio (JANSE et al, 1985; CHASE, 2002).

Considerando a grande importancia dos moluscos pulmonados como
modelos experimentais em estudos comportamentais e devido ao pequeno
numero de trabalhos morfolégicos, neurofisiolégicos e comportamentais
sobre a respiracdo em espécies terrestres, parece necessario conhecer o
que regula o comportamento respiratorio, por ser este um comportamento
homeostatico fundamental. A importancia deste estudo também se justifica
pelo interesse existente na investigagao sobre o metabolismo do sistema
nervoso em face de situagdes ambientais adversas como os periodos de
hipéxia frequentes a que a espécie Megalobulimus abbreviatus pode estar
normalmente submetida (DE FRAGA et al, 2004), trabalho este que vem
sendo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa do Laboratério de

Neurobiologia Comparada.
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho originou-se da necessidade da compreensao da

atividade respiratéria do caracol Megalobulimus abbreviatus, da identificacdo e da

caracterizacdo quimica dos neurdnios do sistema nervoso central envolvidos no

seu controle bem como da organizagdo neuro-estrutural de uma estrutura-chave

envolvida no comportamento respiratério deste animal, o pneumostoma.

Por esta razao, foram tragados os seguintes objetivos especificos:
identificar os neurbnios envolvidos no controle do ritmo respiratorio, que
inervam a regido do pneumostoma, através de marcagao retrograda do
nervo parietal direito, que inerva esta regiao;

descrever a morfologia e a histologia da regido do pneumdéstoma;

identificar a organizacdo da inervagdo do pneumdstoma, por meio de
marcagao anterégrada do nervo que o supre e também através da analise
da presenga de monoaminas, atividade acetilcolinesterasica e de FMRF-
amida nesta regiao;

investigar sobre uma provavel relagdo entre o sistema dopaminérgico,
serotonina e FMRF-amida com os neurdnios identificados com marcagéao
retrégrada nos ganglios nervosos centrais, por meio da comparacgao entre
0s neurdnios retrogradamente marcados com neurdnios imunorreativos a

TH, 5-HT e FMRF-amida.
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MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Nesta pesquisa foram utilizados caracois terrestres pulmonados
Megalobulimus abbreviatus (Becquaert, 1948), pesando entre 20 e 69 g e com
comprimento da concha entre 56 e 80 mm, coletados nos municipios de
Charqueadas e Barra do Ribeiro (RS). Os animais foram mantidos em terrarios
telados no Laboratorio de Neurobiologia Comparada do Departamento de
Fisiologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS, sob temperatura
controlada (20-25 °C) e periodos de 12 horas claro: 12 horas escuro e alimentados

com agua e alface ad libitum.

2. PROCEDIMENTOS

2. 1 HEMATOXILINA E EOSINA (H. E.) (MANUAL, 1960)

O uso desta técnica teve como objetivo a descricao da morfologia geral da
regido do pneumostoma do caracol. Para isso, os pneumdéstomas de seis animais
foram dissecados inteiros e fixados em solugao de Bouin durante 2 horas. Apéds a
fixacdo, o material foi desidratado em alcoois de concentragdes crescentes a partir
de 70% e diafanizado em cloroférmio para a total retirada de agua dos tecidos.
Parafina liquida a 60 °C foi utilizada para a impregnagao dos tecidos em estufa e a
inclusdo do material em moldes preenchidos com parafina. Depois de
solidificados, os blocos foram seccionados a uma espessura de 10 um em

microtomo (Leitz) e as secgbes aderidas em laminas histolégicas gelatinizadas.
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Apés a desparafinizagdo as laminas foram coradas com hematoxilina de Mayer
por 10 minutos, lavadas em agua corrente e coradas com eosina por 30 segundos.
A desidratacao foi realizada em alcoois 95%, 100% seguida de diafanizagdo em
xilol. As secgdes foram cobertas com balsamo do Canada e laminulas para

observacao sob microscoépio optico.

2.2 MARCAQAO COM CLORETO DE COBALTO

Para identificar neurdnios individuais e suas projegdes utilizou-se a técnica
de infusdo de cloreto de cobalto a partir do coto do nervo parietal posterior direito
(PITMAN et al, 1973). Esta infusao foi realizada de forma anterégrada (em diregao
a insercdo do nervo na regiao do pneumoéstoma) e retrégrada (em diregdo ao
SNC).

Apods o tempo de infusdo, a preparagao foi colocada em solugao de sulfeto
de aménio (Merck). O sulfeto de aménio, ao reagir com o cloreto de cobalto,
produz um precipitado negro de sulfeto de cobalto, o qual resiste ao subsequente
processamento histolégico em meios nao-acidos (NICHOLSON & KATER, 1973;
PITMAN et al, 1973). Na sequéncia deste procedimento, o precipitado de sulfeto
de cobalto é intensificado por nitrato de prata (Merck), o qual se apresenta bem
visivel sob microscépio éptico.

2. 2. 1 Infuséo retrégrada

Para os procedimentos de marcagcdo neuronal retrograda com cloreto de
cobalto, 8 animais foram anestesiados em solucdo saturada de mentol por 40

minutos.
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ApoOs a remogao da concha, o animal foi fixado com alfinetes em uma
camada de parafina sobre uma placa de Petry, através da perfuragado das bordas
da musculatura pediosa e submerso em solugdo fisiolégica para a espécie
Megalobulimus abbreviatus (29,5 mM de NaCl, 2,4 mM de KCIl e 6 mM de CaCly;
JAEGER, 1961). O manto e o diafragma foram seccionados, expondo a porgao
anterior do trato digestivo. O musculo retrator do bulbo bucal foi seccionado para
permitir a visualizagdo do complexo ganglionar subesofageal. Uma vez localizado,
o nervo foi seccionado a cerca de 0,8 cm apds sua saida do ganglio. Os outros
nervos do complexo ganglionar foram seccionados junto as suas saidas dos
ganglios. Os conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural foram mantidos intactos
conectando os cerebrais aos subesofageais. Os nervos cerebrais e os conetivos
cérebro-bucais foram seccionados.

A preparacado foi montada em um recipiente com dois compartimentos,
sendo que em um dos compartimentos (maior) foi colocado o anel nervoso
(complexo ganglionar subesofageal unido aos ganglios cerebrais através dos
conetivos), e o nervo parietal posterior direito, fixo ao ganglio parietal direito, foi
direcionado ao outro compartimento, onde o seu coto distal foi colocado em
cloreto de cobalto (CoCly) 0,1 M, acrescido de albumina sérica bovina 0,1%, para
facilitar o transporte do marcador. Os compartimentos foram vedados com
vaselina sdlida esterilizada e os ganglios foram mantidos submersos em solugéo
fisiologica. No compartimento dos ganglios foi colocado, ainda, um complexo
ganglionar subesofageal de outro animal para servir de controle do experimento.
Uma eventual marcacdo deste material-controle evidenciaria um possivel

vazamento extra-nervo do tragcador, o que levaria ao descarte desta preparagao.
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A preparacgao foi mantida em camara umida a 4 °C por 72 horas. Apds a
incubacgao, a preparacgao foi revelada em solugcao de sulfeto de ambnio 0,3% por
15 minutos e a seguir lavada em agua destilada. Posteriormente, o material foi
fixado em uma solugdo de Carnoy por uma hora, crioprotegido em solugao de
sacarose 30% em tampao fosfato 0,1 M e seccionado em criostato Leitz digital
1720 a 50 pm, sendo os cortes colocados em laminas gelatinizadas. A
intensificacdo da marcacgao foi feita utilizando o método de Davies (1982). Este
método consiste na incubagdo dos cortes em tungstato de sédio 2% por 10
minutos e incubados, a seguir, em solugcao contendo Triton X-100 a 1%, nitrato de
prata 0,15%, acido acético, acetato de soédio, tungstato de sédio 5% e acido
ascorbico 0,25%. Apos o escurecimento, os cortes foram entdo lavados em agua
destilada, diferenciados em solucdo de tiossulfato de sédio 2%, lavados
novamente, desidratados em série de alcoois em concentragdes crescentes,
diafanizados em salicilato de metila e cobertos com balsamo do Canada e
laminulas.

2. 2. 2 Infuséo anterdgrada

Para os procedimentos de marcagao axonal por infusdo anterégrada de
cloreto de cobalto, buscando identificar as proje¢gdes do nervo parietal posterior
direito, cinco animais foram anestesiados em solu¢do saturada de mentol por 40
minutos.

O acesso a regiao de interesse foi realizado como descrito anteriormente
para a infusao retrégrada. O nervo parietal posterior direito foi seccionado cerca
de 0,8 cm antes de sua penetracdo na massa muscular da regido do

pneumodstoma. Esta regido foi isolada do restante da parede lateral do corpo
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mantendo a sua inervagao pelo nervo parietal posterior. Foi entdo realizada a
incubacao do coto proximal deste nervo em CoCl, como descrito no item anterior,
sendo que para controle foi utilizado o ganglio cerebral do mesmo animal.

A preparacgao foi mantida em cadmara umida a 4 °C durante 96 horas. Apds
a incubacdo, a preparacdo foi revelada conforme descrito anteriormente. Em
seguida, o material foi fixado em solugdo de Carnoy por uma hora, crioprotegido
em solucdo de sacarose 30% e seccionado em criostato Leitz digital 1720 a 75
um. O restante do procedimento seguiu conforme descrito para a marcagao

retrégrada.

2.3 MARCACAO COM BIOCITINA

2. 3. 1 Infuséo retrégrada

Para a confirmacdo dos neurbnios marcados através da marcagdao com
cloreto de cobalto, foi realizada a marcagao retrograda com biocitina. Para este
experimento, oito animais foram anestesiados em solugao saturada de mentol por
40 minutos.

A biocitina € um composto de baixo peso molecular que tem uma alta
afinidade pela avidina. A biocitina (Ne-biotinyl-L-lisine, Sigma) foi aplicada como
uma solugao a 4%, diluida em tampéao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,4 (SCHMIDT et al.,
1992) sobre uma preparagdo do ramo do nervo parietal posterior que inerva a
regido do pneumostoma, seccionado em sua extremidade distal, mas conectado
ao complexo ganglionar subesofageal. A incubagcdo ocorreu em camara Umida
durante 4 horas, a temperatura ambiente (em média 22 °C). Apés o periodo de

incubacao, o tecido foi fixado em paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M,
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pH 7,4 a temperatura ambiente durante 4 horas. A seguir, crioprotegido em
sacarose 15% e 30% a 4 °C. O material foi cortado em criostato Leitz digital 1720
a 100 ym, sendo os cortes coletados mantidos free-floating em tampao fosfato
salino (PBS). Os cortes foram entdo incubados em solugdao de complexo ABC
(complexo avidina-biotina peroxidase, Vector), composta por 20 ul da solugao A
mais 20 yl da solugdo B em 30 ml de PBS com Triton X-100 0,2%, durante duas
horas. Apés lavagens com PBS, os cortes foram incubados em solugéo de
diaminobenzidina (DAB, Sigma) — 1 ml de DAB 0,5% em PBS + 8,4 ml de PBS +
0,25 ml de CoCl; 1% em agua destilada + 0,25 ml de sulfeto de niquel amonio 1%
em agua destilada — durante 10 minutos, a qual foram adicionados 100 pl de
peroxido de hidrogénio 1%, incubando por mais 10 minutos. Os cortes foram entéo
lavados diversas vezes em PBS, montados em laminas gelatinizadas, reidratados,
desidratados em série de alcoois em concentragdes crescentes, diafanizados em
xilol e cobertos com balsamo do Canada e laminulas.

2. 3. 2 Infuséo anterdgrada

Para os procedimentos de marcagao axonal por infusdo anterégrada de
biocitina, buscando identificar as projegdes do nervo parietal posterior direito,
cinco animais foram utilizados. O procedimento inicial seguiu a mesma sequéncia
para a infusdo anterégrada de cloreto de cobalto, prosseguindo depois conforme a
infusdo retrégrada com biocitina, sendo que a exposigdo do coto proximal do

nervo parietal posterior direito a solugao de biocitina ocorreu por 8-10 horas.
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2. 4 IMUNOISTOQUIMICA (STERNBERGER, 1979)

Neste experimento, cinco animais foram anestesiados em solu¢ao saturada
de mentol por 40 minutos. Para a identificacdo dos neurénios dopaminérgicos no
SNC de Megalobulimus abbreviatus foi realizada a técnica de imunoistoquimica.
Para isso, foi utilizado um anticorpo anti-tirosina hidroxilase (anti-TH), ou seja, um
anticorpo a enzima atuante no passo inicial da sintese das catecolaminas. Como a
dopamina é a principal catecolamina presente nos gastropodes n&o existindo
evidéncias que os neurdnios sintetizem noradrenalina e dopamina (STRAUB &
KUHLMANN, 1984: HERNADI & ELEKES, 1999), presume-se que a expressdo de
TH indique a presenca de dopamina.

O SNC do animal foi primeiramente fixado em solu¢do de paraformaldeido
4% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4) a temperatura ambiente por 4 horas,
crioprotegido em sacarose 15% e 30% a 4 °C. O material foi cortado em criostato
Leitz digital 1720 a 50 uym, sendo os cortes coletados free-floating em tampao
fosfato salino (PBS). Os cortes sofreram pré-tratamento para bloquear a atividade
da peroxidase enddgena com solugao de metanol 10% em H>O2 3% durante 30
minutos. A seguir, os cortes foram lavados em PBS com Triton X-100 0,2% duas
vezes de 15 minutos cada. Foi feito entao o pré-tratamento para bloquear os sitios
inespecificos de unido do anticorpo com soro normal de cabra 3% em PBS com
Triton X-100 0,2% por 30 minutos. A incubagdo com o anticorpo primario,
anticorpo policlonal anti-tirosina hidroxilase (Calbiochem), diluido numa
concentragao de 1:500 ocorreu por 48 horas a 4 °C sob agitagao. Os cortes foram
entdo lavados em PBS com Triton e incubados com o anticorpo secundario, 1gG

de coelho, numa concentragdo de 1:50 durante uma hora. A seguir, os cortes
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foram novamente lavados e incubados em complexo peroxidase anti-peroxidase
(PAP) 1:500, durante uma hora e meia. Apos novas lavagens com PBS, ocorreu a
revelacdo, com solugcdo de DAB 0,06% em PBS durante 10 minutos, sendo
acrescentada solugdo de H,O, 10%, incubando mais 10 minutos. Apds varias
lavagens em PBS, os cortes foram montados em laminas gelatinizadas,
reidratados, desidratados em série de alcoois em concentragbes crescentes,
diafanizados em xilol e cobertos com balsamo do Canada e laminulas.

Para deteccédo da expressdo de FMRF-amida na area do pneumostoma, a
regido foi retirada do animal e processada da mesma maneira que o SNC para a
imunoistoquimica anti-TH. O anticorpo primario utilizado foi anti-FMRF-amida
policlonal (Chemicon) numa concentracdo de 1:500, o qual permaneceu
incubando com os cortes durante 48 horas a 4 °C sob agitagao.

Como controle da técnica, tanto no procedimento imunoistoquimico para TH
quanto para FMRF-amida, alguns cortes foram incubados sem o anticorpo
primario, sendo este substituido por PBS e o restante do procedimento foi

realizado da mesma forma descrita anteriormente.

2.5 METODO DO ACIDO GLIOXILICO

Para a demonstragdo da presenga de monoaminas na regido do
pneumdstoma, foi utilizado o método de deteccdo de monoaminas por
histofluorescéncia do acido glioxilico (DE LA TORRE & SURGEON, 1976; TRITT
et al., 1983; SALIMOVA et al., 1987).

Para este procedimento foram utilizados pneumdstomas de cinco animais.

Apds cada animal ter sido anestesiado em solugdo saturada de mentol por 40
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minutos, a regido do pneumdstoma foi retirada cirurgicamente e congelada. O
material foi cortado em criostato Leitz digital a 75 ym e os cortes coletados em
ldaminas gelatinizadas. As laminas contendo os cortes foram gotejadas com
solugao SPG (sacarose + fosfato de potassio monobasico + acido glioxilico; DE LA
TORRE & SURGEON, 1976) preparada no momento do uso, contendo 3,4g de
sacarose, 1,6 de KH,PO, (fosfato de potassio monobasico) e 1g de acido
glioxilico (Sigma) em 50 ml de agua destilada e elevada a pH 7,4 com NaOH 1N
(TRITT et al.,, 1983). Os cortes foram mantidos na SPG por 5 minutos a
temperatura ambiente (SALIMOVA et al.,, 1987). Apds este periodo, a SPG foi
escorrida e as laminas foram secadas por jato de ar (temperatura ambiente) por
no maximo de 30 minutos. As laminas secas foram colocadas em estufa a 80 °C
por quatro minutos e finalmente montadas com éleo mineral (Sigma) e laminulas.
As preparagdes foram examinadas em um microscopio de epifluorescéncia
Nikon (Opitphot-2) com bloco de filtro V-2A, cujo filtro de excitagao € EX 380-425 e
o filtro de barreira € BA 450. Através deste sistema de iluminacéo obteve-se 6tima
resolucdo visual para catecolaminas, evidenciadas pela fluorescéncia azul e

fluorescéncia amarela para 5-HT.

2. 6 ACETILCOLINESTERASE (KARNOVSKY & ROOTS, 1964)

Para localizacédo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) na
regido do pneumoéstoma foram utilizados quatro animais. Os tecidos foram fixados
inteiros em paraformaldeido 4%, diluido em tampao fosfato (TF) 0,1 M, pH 7,4 por
18 horas a 4 °C. Apoés este periodo o material foi crioprotegido em solugcéo de

sacarose 15% e posteriormente sacarose 30% diluida em TF, a 4 °C até que
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afundasse. As seccgbes (50 pm) foram realizadas a temperatura de -18 °C em
criostato Leitz digital, e obtidas em orientagdes horizontais e coronais. As laminas
contendo os cortes foram lavadas em tampé&o Tris-maleato 0,1 M, pH 6,0, para
remogao do meio de embebigcdo. A seguir, as laminas foram incubadas em um
meio contendo o substrato iodeto de acetiltiocolina (2,1 mM, Sigma), ferricianeto e
ions cobre quelados com citrato, protegidas da luz por 4 horas a 37 °C para
ocorrer a reacao de hidrolise do iodeto de acetiltiocolina, catalisado pela AChE
tecidual. O grupo sulfidrila da tiocolina formada reduz os ions de ferricianeto de
potassio e ferrocianeto, o qual se precipita como um sal de cobre, o ferrocianeto
cuprico, de coloracdo marrom avermelhada. Para testar a especificidade da
atividade colinesterasica foi utilizado meio de incubacido com o inibidor de
colinesterases salicilato de eserina 0,1 mM. Apds o periodo de incubagdo o
material foi novamente lavado em tampao Tris-maleato e montado para posterior

observacao em microscopio 6ptico.

2.7 RELACAO DE NEURONIOS GANGLIONARES IMUNORREATIVOS
COM OS NEURONIOS QUE INERVAM O PNEUMOSTOMA MARCADOS
RETROGRADAMENTE

Com a finalidade de tracar uma relacdo dos neurdnios TH-ir com os
neurdnios retrogradamente marcados, as laminas com o material submetido a
técnica imunoistoquimica para TH, obtidas no presente trabalho, foram analisadas
sob novo enfoque, visando identificar possivel similaridade entre a marcacéao
retrograda com os neurdnios imunorreativos. Com o mesmo objetivo, esta analise

também foi feita com relacdo aos dados obtidos com a imunoistoquimica para
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FMRF-amida e 5-HT realizadas anteriormente (MORIGUCHI-JECKEL, 2001;
SWAROWSKY et al., 2005). Para tanto, as secgdes histologicas contendo estes
dados de imunorreagao foram reanalisados, visando identificar similaridades entre
os neurénios 5-HT-ir e FMRF-ir com os neurdnios marcados retrogradamente. As
laminas contendo as secgbes histolégicas de FMRF-amida e 5-HT foram

gentilmente cedidas pela Prof? Dr2 Matilde Achaval.
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RESULTADOS

1. DESCRICAO ANATOMICA E HISTOLOGICA DO PNEUMOSTOMA

O orificio da cavidade pulmonar, pneumdstoma, localiza-se na parede
corporal lateral direita do caracol Megalobulimus abbreviatus, mais anteriormente.
O pneumdstoma posiciona-se como uma fenda com orientacdo antero-posterior
(Fig. 2-A), medindo cerca de 6,0 mm de comprimento, situada ventralmente a
borda externa do manto. O extremo anterior da fenda é aberto (n&o limitado por
tecido) (Fig. 2-B), enquanto o extremo posterior € continuo ao tecido que constitui
a borda do manto (Fig. 2-C). A borda é o local de jungdo do manto na parede
corporal anterior. O Unico nervo que se ramifica até a regido do pneumdstoma de
Megalobulimus abbreviatus é o nervo parietal posterior direito, o qual emerge
latero-dorsalmente do ganglio parietal direito em dire¢cado posterior para inserir-se
nesta regiao.

A superficie do tegumento do pneuméstoma € um epitélio constituido de
uma unica camada de células cilindricas com microvilosidades ou cilios como
terminacdo apical. Uma camada translucida destacada sob luz polarizada, e a
linha mais escura logo abaixo desta camada, em algumas areas desta,
observadas em nivel optico, apdiam o aspecto ciliar e/ou microvilosidades deste
epitélio. Esta presente também, em grande quantidade, outro tipo de célula cuja
porcao apical segue até a superficie do epitélio e sua extremidade basal situa-se
mais profundamente na parte subepitelial, envolvida pela matriz de tecido

conjuntivo e fibras musculares. Estas células de aspecto glandular exécrino
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possuem conteudo de secrecdo mucosa. Maior detalhamento da morfologia
destas glandulas foge aos objetivos propostos. Na camada subepitelial, abaixo da
lamina de tecido conjuntivo, encontra-se uma camada muscular bem
desenvolvida, que possui fibras em pelo menos 3 diferentes dire¢des, dentre as
quais foi possivel visualizar feixes de fibras nervosas (Fig. 2-D) e também a
presenca de grupos de 2 ou 3 corpos celulares neuronais em diferentes locais ao
longo do trajeto dos ramos menores destes nervos. Ndo foi identificada uma
organizagdo em pequenos ganglios periféricos como descrita para o pé
(FACCIONI-HEUSER et al., 2004) e 6rgaos sensoriais cefalicos (DAL PIVA, 2004)

desta espécie.

2. INERVACAO DO PNEUMOSTOMA

2.1 MARCACAO ANTEROGRADA

Através da marcacédo anterégrada do nervo parietal posterior direito com
cloreto de cobalto e biocitina, observou-se que o local de insercao do nervo é
proximo ao extremo (vértice) posterior da fenda do pneuméstoma (Fig. 3-A). A
partir dai o nervo emite um ramo que segue lateralmente para a regidao da borda
do manto vizinha e outro ramo que inerva o pneumdstoma. Nesta regido, este
nervo se ramifica em feixes menores de axénios que se entremeiam entre as
extensas fibras musculares situadas abaixo do epitélio da fenda do pneumdstoma
(Fig. 3-B). Feixes de axbnios mais finos ramificam-se em diferentes locais abaixo
do epitélio por toda sua extensao. Nao foi possivel verificar claramente a presenca
de fibras marcadas na camada epitelial do pneumédstoma. Como as glandulas

exocrinas impregnam nitrato de prata (secregbes argiréfilas), como também
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reagem positivamente com DAB + peroxido de hidrogénio (indicando
provavelmente presenca de peroxidase endogena), nao foi possivel diferenciar,
entre as proje¢cdes das células glandulares, ramos dendriticos de neurdnios
sensoriais no epitélio marcados com cloreto de cobalto ou com biocitina. Como
sera descrita a seguir, esta diferenciacdo foi possivel com as técnicas
histoquimica acetilcolinesterase e do acido glioxilico. O acumulo subepitelial em
alguns pontos de secregcdo argirofila ou reativos a “DAB+H;0," também
dificultaram a diferenciacdo de possiveis somas neuronais subepiteliais marcados

com estes tracadores.

2.2 MONOAMINAS

O método histoquimico do acido glioxilico marcou fibras monoaminérgicas
de diversos didametros no tecido que forma o pneumdstoma. Foi observada intensa
fluorescéncia azul, indicando a presencga de catecolaminas, enquanto a presenga
de serotonina, indicada pela fluorescéncia amarela, foi visualizada em menor
quantidade.

No nervo foi observada uma grande quantidade de axdnios com
fluorescéncia catecolaminérgica (Fig. 3-C) e algumas fibras serotoninérgicas. Na
regido subepitelial, entre feixes de fibras musculares, foram encontrados feixes
axonais catecolaminérgicos. Fazendo parte dos mesmos feixes foram possiveis de
visualizar fibras axonais serotoninérgicas, aparentemente em menor numero ou
em partes ocultadas pela fluorescéncia azul, a qual € mais intensa que a amarela.
As fibras serotoninérgicas s6é foram visualizadas junto as fibras musculares, néo

tendo sido encontradas na rede subepitelial ou logo abaixo do epitélio. Na faixa do
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tegumento que compreende a camada epitelial e a regido subepitelial subjacente
foram encontradas, em grande numero, fibras axonais catecolaminérgicas e
alguns somas neuronais catecolaminérgicos. Estas fibras formam uma extensa
rede constituida de fibras finas que se inserem no epitélio (Fig. 3-D). Estas vao
reunindo-se em feixes um pouco mais calibrosos logo abaixo da camada epitelial.
Nas camadas subjacentes mais profundas a rede é substituida por feixes
calibrosos de fibras mais esparsamente distribuidas que, aparentemente, reinem
as finas fibras epiteliais em diregdo a camada muscular (Fig. 3-E). Entre a camada
muscular também foram visualizadas fibras catecolaminérgicas finas, porém em
muito menor numero que na camada epitelial e subepitelial adjacente, de aspecto
mais esparso do que o observado junto ao epitélio. Fibras axonais
serotoninérgicas observadas entre as fibras musculares ficaram aparentemente
mascaradas pela intensa fluorescéncia azul, dificultando, assim, a observagao da

existéncia ou ndo de uma rede de 5-HT por este método.

2.3 ACETILCOLINESTERASE

O aporte nervoso da regidao do pneumodstoma apresenta atividade da
enzima acetilcolinesterase. As fibras AChE positivas oriundas do nervo parietal
posterior direito, que penetra nesta regido, distribuem-se desde a camada
muscular até o epitélio da abertura (Fig. 4-D). Nas por¢des mais distais a camada
epitelial, as fibras AChE positivas orientam-se de modo mais paralelo ao epitélio, e
a medida que se aproximam deste tomam uma orientacdo mais perpendicular em
diregcdo a superficie apical do tegumento. Foi possivel identificar proje¢des

neuronais estendendo-se em direcdo ao limite apical da camada epitelial. A
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disposicao destas projecdes, intercaladas entre grupos de células epiteliais indica
o papel de projecbes dendriticas de células receptoras (Fig. 4-A). Podem-se
observar corpos celulares com atividade AChE positiva de aspecto bipolar na
regido subepitelial, a cerca de 35 um da superficie, cujo neurito proximal se projeta
internamente para se agrupar em feixes de axdnios, enquanto o neurito distal
estende-se em diregdo ao epitélio, finalizando numa porgédo terminal levemente
dilatada (Fig. 4-B). Esta terminagao distal localiza-se externamente as células
epiteliais, mas abaixo da fina camada das projegcdes apicais destas. Feixes de
fibras axonais e axdnios isolados com intensa atividade enzimatica foram
observados entre as fibras musculares do pneumdstoma. Estas fibras AChE
positivas ndo estavam organizadas formando um plexo (Fig. 4-E).

As fibras AChE positivas que alcangam a regido epitelial e subepitelial
distribuem-se diferentemente nos dois lados da abertura do pneumdstoma, sendo
verificada uma maior intensidade no lado oposto a regido onde ocorre a insergéao
do manto, ou seja, ha maior atividade AChE no lado mais medial do orificio do
pneumostoma (Fig. 4-C). Além disso, apesar da atividade AChE ser encontrada
ao longo de toda a abertura, foi possivel detectar uma atividade mais intensa na
regido intermédia desta fenda longitudinal, com maior quantidade de fibras
subepiteliais bem reativas dirigindo-se ao epitélio. Nestas regides mais
intensamente marcadas também foi possivel verificar na regido imediatamente
abaixo do epitélio, a presenca de uma faixa paralela a superficie, formada por
projecoes neuronais laterais aparentemente oriundas das fibras perpendiculares
presentes na regido epitelial. Assim como com o método do acido glioxilico, ndo

ocorreu uma reagao inespecifica intensa do conteudo glandular da regidao com a
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técnica empregada, tornando possivel a visualizagdo das proje¢gées neuronais

com atividade AChE positiva na regido do epitélio.

2.4 FMRF-AMIDA

As fibras do nervo parietal posterior direito que penetram na regido do
pneumoéstoma apresentaram-se FMRF-amida imunorreativas (FMRF-ir). Fibras
imunorreativas foram observadas na regido muscular (Fig. 5-A), organizadas
como uma rede entre as fibras musculares. Destes feixes projetam-se finos
axbnios apresentando pequenas varicosidades FMRF-ir, dispondo-se en passant
sobre as fibras musculares (Fig. 5-B).

Finos neuritos FMRF-ir foram observados dirigindo-se da regido subepitelial
ao epitélio da abertura do pneumdstoma, orientados perpendicularmente a
superficie (Fig. 5-C). A presenca de fibras imunorreativas no musculo e na regiao
subepitelial ocorreu ao longo de toda a estrutura. Diferentemente da técnica
empregada para a detecg¢ao da atividade AChE e do método do acido glioxilico, a
identificagdo das fibras na regido epitelial foi dificil, devido a intensa reagao
inespecifica que ocorre com a grande quantidade de células secretoras presente
nesta regido do tecido (Fig. 5-D), o que confunde com a imunorreatividade, com

igual tonalidade, das fibras.

3. MARCACAO RETROGRADA
A infusdo de cloreto de cobalto e biocitina através do nervo parietal

posterior direito resultou na marcacao de fibras nervosas e somas neuronais no
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complexo ganglionar subesofageal. Esta marcagao ocorreu nos ganglios pedais,
pleural direito, parietal direito e visceral (Fig. 6).

3. 1 Ganglios pedais

Os neurbnios marcados nos ganglios pedais estavam localizados
posteriormente ao neuropilo, proximos a margem posterior dos ganglios.

No géanglio pedal direito, ou seja, ipsilateral a infusdo dos marcadores, foi
encontrado um grupo de neurdnios localizados na por¢do meédia da margem
posterior do ganglio, contendo até 16 neurdnios marcados, com diametros
variando de 20 a 75 um. Nesta mesma regiao cortical foi encontrado um neurénio
grande, com diametro de cerca de 175 ym, porém localizado lateralmente, mais
proximo ao conetivo pedal-pleural (Fig. 7-A). Varias fibras localizadas neste
conetivo também foram marcadas (Fig. 7-A). Estes neurbnios marcados no
ganglio pedal direito foram visualizados desde a regido ventro-medial até a regido
dorsal do ganglio.

Algumas fibras marcadas foram identificadas cruzando a comissura pedal
principal e um pequeno agrupamento neuronal de 3 a 8 neurdnios marcados, com
didmetros variando de 10 a 45 um, foi encontrado no ganglio pedal esquerdo, na
porcao medial da margem posterior. Estes neurénios marcados localizavam-se
apenas no nivel medial do ganglio.

3. 2 Ganglio pleural direito

Foram encontrados dois grupos de neurdnios marcados no ganglio: um
grupo lateral (externo) e outro medial (interno, proximo a margem com a artéria
cefalica). Cada um destes grupos era constituido por cerca de 20 neurdnios, com

didmetros variando de 10 a 60 ym. Estes grupos estendem-se do nivel medial ao
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dorsal do ganglio, ou seja, entre as por¢cbes medial ganglionar (nivel dos
conetivos) e dorsal aos conetivos. Muitas das fibras que foram encontradas no
neuropilo do ganglio sao fibras de passagem em dire¢gao ao conetivo pedal-pleural
(Fig. 7-A).

3.3 Ganglio parietal direito

Foram encontrados trés grupos de neurdnios marcados: um medial (interno,
proximo a margem com a artéria cefalica), um lateral (externo) anterior (anterior a
emergéncia do nervo parietal posterior direito) e um lateral (externo) posterior
(posterior a emergéncia do nervo). Estes grupos estendem-se do nivel medial ao
dorsal do ganglio. Do grande numero de fibras marcadas que chegam pelo nervo
parietal posterior direito, um grande numero distribui-se no neuropilo deste
ganglio; aproximadamente metade direciona-se para os conetivos parietal-visceral
e parietal-pleural, sendo que para este ultimo projeta-se um maior numero de
fibras (Fig. 7-B).

No grupo medial (interno), encontrou-se até 20 neurdnios marcados, com
didametros variando de 20 a 85 um (Fig. 7-D).

No grupo lateral (externo) anterior, foram encontrados cerca de 15
neurdnios marcados, com diametros de 20-65 ym e um neurdnio grande, com 120
um de diametro, localizado proximo a emergéncia do nervo parietal posterior, mas
visualizado apenas em cortes do nivel medial do ganglio (Fig. 7-D).

O grupo lateral (externo) posterior apresentou aproximadamente 20
neurdnios marcados, com diametros de 20-40 ym e um neurdnio grande, com
didmetro de aproximadamente 125 ym, localizado préximo a emergéncia do nervo

parietal posterior (Fig. 7-C).
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3.4 Ganglio visceral

Foram encontrados dois grupos de neurénios marcados: um grupo anterior
(proximo a margem com a artéria cefalica) e um grupo lateral posterior direito
(junto @ margem com o ganglio parietal direito).

No grupo anterior, que se estende do nivel medial até o dorsal do géanglio,
foram marcados até 8 neurbénios, com diametros de 30-40 ym, e um neurdnio
grande, com cerca de 100 ym de diametro, localizado a direita do ganglio, préximo
a margem com o ganglio parietal direito. Este neurénio grande foi visualizado
apenas em cortes do nivel medial do ganglio (Fig. 7-E).

No grupo lateral posterior direito, localizado apenas na regido dorsal do
ganglio, foram marcados cerca de 15 neurénios, com didmetros variando de 20 a

45 pm.

4. IMUNORREATIVIDADE A TIROSINA-HIDROXILASE NOS GANGLIOS
CENTRAIS

Foram identificados fibras e neurbnios tirosina hidroxilase imunorreativos
(TH-ir) nos ganglios cerebrais e no complexo ganglionar subesofageal, sendo que
apenas um pequeno numero de corpos celulares neuronais foi detectado com TH-
ir (Fig. 8).

Nos génglios cerebrais, formam encontrados bilateralmente cerca de 10 a
15 neurbnios fracamente imunorreativos, com diametros de 20-25 ym, na porcéo
médio-dorsal do mesocérebro. Nesta regido fibras fracamente imunorreativas

também foram marcadas no neuropilo.
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Cerca de 10-15 neurbnios TH-ir, com diametro de 10 pm, foram
identificados bilateralmente no lobo pedal do pds-cérebro num nivel médio-dorsal.
Dorsalmente encontrou-se de 10-15 neurdnios marcados com didmetro de 10 pym
no proé-cérebro. Em cortes mais ventrais dos génglios cerebrais, cerca de 15-20
neurdnios imunorreativos, com didmetros de 25-30 um, foram marcados no lobo
pleural do pds-cérebro.

Na porgao ventral dos ganglios pedais, foi detectado um grupo de neurdnios
pequenos (10 um de diametro), contendo de 5 a 7 somas marcados (Fig. 9-A),
localizado bilateralmente na regido antero-lateral dos ganglios. Grande quantidade
de fibras imunomarcadas foi observada no neuropilo por toda a extensdo dos
ganglios pedais, com fibras passando pela comissura pedal principal e também
pela comissura pedal anterior (Fig. 9-B). Também foram marcadas fibras nos
conetivos cérebro-pedal e nas comissuras pedal-pleural.

Um neurdnio TH-ir, com cerca de 75 ym de didametro, foi visualizado no
ganglio visceral, num nivel dorsal, localizado latero-anteriormente no ganglio,
proximo a borda com o ganglio parietal direito. O neuropilo deste ganglio também
mostrou-se TH-ir, bem como o conetivo parietal-visceral (Fig. 9-C).

No nivel medial do ganglio parietal direito, foi encontrado um neurdnio TH-ir,
com cerca de 75 ym de diametro, localizado lateralmente no ganglio e posterior a
emergéncia do nervo parietal direito. Este nervo também apresentou, neste nivel,

fibras TH-ir (Fig. 9-C).



40

5. RELACAO DE NEURONIOS GANGLIONARES IMUNORREATIVOS
COM OS NEURONIOS QUE INERVAM O PNEUMOSTOMA MARCADOS
RETROGRADAMENTE

Por meio da comparagdo dos neurénios marcados retrogradamente com
neurbnios imunorreativos a TH, FMRF-amida e 5-HT, buscou-se tracar um
possivel papel destes neurotransmissores com a atividade respiratoria do caracol
Megalobulimus abbreviatus. Pela andlise das estruturas TH-ir localizadas no
complexo ganglionar subesofageal identificadas no presente trabalho,
possivelmente o neurbnio grande localizado posteriormente a emergéncia do
nervo parietal posterior direito no ganglio parietal posterior direito coincide com o
neurénio grande marcado retrogradamente com biocitina e cloreto de cobalto (Fig.
9-C).

A comparagdo dos neurdnios marcados retrogradamente com neurdnios
FMRF-amida imunorreativos mostrou que, diferentemente do observado com as
estruturas TH-ir, um grande numero de neurénios FMRF-ir coincidem com
neurbnios retrogradamente marcados. O grupo de neurbnios pequenos
localizados na margem anterior do géanglio visceral (Fig. 10-D e E), os neurbnios
do ganglio pleural direito (Fig. 10-C), os neurbnios pequenos dos 3 grupos
marcados no ganglio parietal direito (Fig. 10-D e F) e o neurdnio grande localizado
posteriormente a emergéncia do nervo parietal posterior direito (Fig. 10-G) sao
estruturas FMRF-amida imunorreativas que coincidem (em tamanho e localizagao)
com neurdnios retrogradamente marcados.

Quando os neurbnios 5-HT-ir foram analisados, verificou-se que

possivelmente apenas alguns dos neurdnios pequenos do grupo externo posterior
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do ganglio parietal direito (Fig. 10-B) e alguns do grupo posterior direito do ganglio
visceral (Fig. 10-A), que fica junto ao limite com o ganglio parietal direito, sao
similares aos identificados com marcagao retrograda do nervo parietal posterior
direito, o que sugere uma participagdo da 5-HT, ainda que num numero muito
menor de neurbnios que os imunorreativos a FMRF-amida, no controle do

pneumostoma caracol Megalobulimus abbreviatus.
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Fig. 2. Pneumodstoma de M. abbreviatus. A. Fotografia mostrando a posigdo do
pneumostoma aberto (seta) numa vista latero-ventral; concha (estrela); porgao
lateral direita do pé (P). B. Fotomicrografia de corte horizontal do pneumdstoma
mostrando o extremo anterior da abertura (cabega de seta) ndo limitado por
tecido. H.E. C. Fotomicrografia de corte coronal do pneuméstoma mostrando a
proximidade da abertura do pneumodstoma (estrela) com o local da insergdo da
borda do manto (setas). H.E. D. Fotomicrografia de corte horizontal do
pneumdstoma mostrando o trajeto de um pequeno nervo (setas largas) entre as
fibras musculares orientadas em diferentes dire¢des (setas finas). Junto as fibras
do nervo podem ser encontrados alguns somas neuronais (cabega de seta). H.E.
Barras: A: 2 cm; B: 700 um; C: 400 um; D: 50 um.
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Fig. 3. Fotomicrografias do pneumdstoma de M. abbreviatus. A. corte coronal,
apos infusdo anterdgrada de biocitina através do nervo parietal posterior direito.
Nervo marcado (seta) no seu local de insergcdo, préximo ao vértice posterior da
abertura (estrela). B. corte coronal, apds infusdo anterdgrada de biocitina através
do nervo parietal posterior direito. Fibras nervosas (setas) de diferentes calibres
marcadas na camada muscular da regido. C. corte horizontal, submetido a técnica
do &acido glioxilico. Detalhe de um ramo do nervo parietal posterior direito
penetrando na regido do pneumostoma (estrela), contendo fibras axonais
apresentando intensa fluorescéncia catecolaminérgica. D. corte coronal,
submetido a técnica do acido glioxilico, mostrando fibras (setas finas) e somas de
neurbnios (setas largas) catecolaminérgicos na regido subepitelial e fibras
catecolaminérgicas inserindo-se no epitélio (setas curvas) da regido. E. corte
coronal, submetido a técnica do acido glioxilico, mostrando a rede
catecolaminérgica subepitelial, com fibras na musculatura (setas) que se
ramificam em diregdo ao epitélio (estrela). Barras: A: 300 um; B: 150 ym; C: 150
Mm; D: 150 pm; E: 150 pm.
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Fig. 4. Fotomicrografias de cortes coronais do pneumodstoma de M. abbreviatus,
submetidos a técnica de AChE. A. fibras com atividade AChE positiva (setas)
inseridas no epitélio (chave). B. Soma de neurdnio com aspecto bipolar (seta
larga) localizado na regido subepitelial, emitindo uma projecdo que se dirige ao
epitélio (seta), onde se insere com terminacéao dilatada (seta curva) e outra que se
dirige internamente (seta dupla). C. Nervo com atividade AChE positiva (seta),
proximo ao vértice da abertura do pneumdéstoma (estrela). Maior atividade no lado
medial da abertura do pneumdéstoma (seta curva). D. Fibras com atividade AChE
positiva (setas), dirigindo-se desde a regido intramuscular até a camada epitelial,
ramificando-se em fibras mais finas ao longo deste trajeto. E. Feixes e fibras com
atividade AChE positiva (setas largas) entre as fibras musculares (setas finas) da
regido. Barras: A: 150 ym; B: 150 ym; C: 150 pm; D: 150 ym; E: 80 pm.
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Fig. 5. Fotomicrografias de cortes coronais do Pneumdstoma de M. abbreviatus,
submetido a técnica de imunoistoquimica para FMRF-amida. A. Fibras axonais
imunorreativas (setas) sobre as fibras musculares, dispostas ao longo do
comprimento destas. B. Feixe calibroso de fibras axonais imunorreativas (seta
larga) entre as fibras musculares. Fibra axonal apresentando varicosidades (seta
fina). C. Fibras axonais imunorreativas inserindo-se no epitélio (setas). D. corte
submetido a técnica de imunoistoquimica, incubado sem o anticorpo anti-FMRF-
amida (controle), mostrando intensa coloracdo (“DAB + H,0,”) das células
glandulares presentes na regido epitelial e subepitelial. Barras: A: 50 ym; B: 50
Mm; C: 100 um; D: 100 um.
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Fig. 6. Representacdo esquematica da distribuicdo dos neurdénios marcados
nos ganglios subesofageais de Megalobulimus abbreviatus apds infusédo
retrégrada de CoCl; e biocitina pelo nervo parietal posterior direito. A: vista
ventral; B: vista medial; C: vista dorsal. PeE: ganglio pedal esquerdo; PeD:
ganglio pedal direito; PIE: ganglio pleural esquerdo; PID: ganglio pleural
direito; PaE: ganglio parietal esquerdo; PaD: ganglio parietal direito; V:
ganglio visceral. Barra: 500 um.

Dir
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Fig. 7. Fotomicrografias de secg¢des horizontais no plano medial do complexo
ganglionar subesofageal de M. abbreviatus, apés infusao retrograda de biocitina
através do nervo parietal posterior direito. A. Neurénio grande marcado no ganglio
pedal direito (seta curva), fibras marcadas no conetivo pedal-pleural (seta larga),
fibras marcadas no neuropilo do géanglio pleural direito (N) e neurdnios pequenos
no ganglio pleural direito (setas pequenas). B. Fibras marcadas no neuropilo do
ganglio parietal direito (seta larga), dirigindo-se para os conetivos parietal-visceral
(seta) e parietal-pleural (seta dupla). Neurénio grande marcado no ganglio pedal
direito (seta curva). C. Fibras marcadas no neuropilo do ganglio parietal direito
(estrela) e na emergéncia do nervo parietal posterior direito (seta curva); neurdnio
grande marcado no grupo lateral posterior (seta dupla) do ganglio parietal direito e
neurdnios marcados neste grupo (setas). D. Neurbénio grande marcado no grupo
lateral anterior (seta curva) do ganglio parietal direito; neurénios pequenos
marcados no grupo medial (seta vazada) e no grupo lateral posterior (seta larga)
do ganglio parietal direito. E. Neurdnio grande marcado na margem anterior do
grupo anterior do ganglio visceral (seta larga), fiboras marcadas no conetivo
parietal-visceral (seta dupla). PeE: ganglio pedal esquerdo; PeD: génglio pedal
direito; PID: ganglio pleural direito; PaD: ganglio parietal direito; V: ganglio visceral.
Barras: A: 300 um; B: 300 pym; C: 300 pm; D: 150 pym; E: 150 pm.
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Fig. 8. Representacédo esquematica da distribuicdo dos neurénios Th-ir no sistema
nervoso de M. abbreviatus. A esquerda: ganglios cerebrais. A: vista dorsal; B: vista
medial; C: vista ventral; cc: comissura cerebral; mc: mesocérebro; prc: proé-
cérebro; psc: pds-cérebro; cd: corpo dorsal. A direita: ganglios subesofageais.
PeE: ganglio pedal esquerdo; PeD: géanglio pedal direito; PIE: ganglio pleural
esquerdo; PID: ganglio pleural direito; PaE: ganglio parietal esquerdo; PaD:
ganglio parietal direito; V: ganglio visceral. Barras: 500 pm.



54

Fig. 9. Fotomicrografias de secgdes horizontais do complexo ganglionar
subesofageal de M. abbreviatus, submetido a técnica de imunoistoquimica para
TH. A. plano medial. Fibras imunorreativas no neuropilo (N) e passando pela
comissura pedal (cp) principal (seta dupla). Neurdnios pequenos imunorreativos
(seta larga). B. plano ventral. Ganglio pedais, com fibras imunorreativas nos
neuropilos (N) e passando pela comissura pedal anterior (seta dupla). C. plano
medial. Neurdnio imunorreativo na margem externa posterior do ganglio parietal
direito (seta); fibras imunorreativas na emergéncia do nervo parietal posterior
direito (estrela), no conetivo parietal-visceral (seta vazada) e no neuropilo do
ganglio visceral (cabega de seta). O esquema representa os neurdnios marcados
apos infusao retroégrada de biocitina e cloreto de cobalto através do nervo parietal
posterior direito, e o neurbnio TH-ir coincidente com neurdénio marcado
retrogradamente assinalado com retangulo. PeE: ganglio pedal esquerdo; PID:
ganglio pleural direito; PaD: ganglio parietal direito; V: ganglio visceral. Barras: A:
150 ym; B: 300 um; C: 300 pm.
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Fig. 10. Fotomicrografias de secg¢des horizontais do complexo ganglionar
subesofageal de M. abbreviatus, submetidos a técnica de imunoistoquimica,
mostrando neurdnios imunorreativos coincidentes com neurénios marcados apos
infusdo retrograda de biocitina e cloreto de cobalto através do nervo parietal
posterior direito. O esquema a direita de cada foto representa os neurdnios
marcados retrogradamente, com o0s neurbnios imunorreativos coincidentes
assinalados com retangulos. A. sec¢ao no plano dorsal, submetido a técnica de
imunoistoquimica para 5-HT. Grupo de neurdnios pequenos (seta curva) 5-HT-ir,
localizado na porgé&o posterior direita do ganglio visceral. B. sec¢do no plano
medial, submetido a técnica de imunoistoquimica para 5-HT. Grupo de neurdnios
pequenos (seta larga) 5-HT-ir localizado na margem externa do ganglio parietal
direito e posterior a emergéncia do nervo parietal posterior direito (estrela). C.
seccdo no plano medial, submetido a técnica de imunoistoquimica para FMRF-
amida. Grupos de neurdnios pequenos (setas) FMRF-ir localizados no ganglio
pleural direito. D. seccdo no plano medial, submetido a técnica de
imunoistoquimica para FMRF-amida. Grupo de neurbnios pequenos (seta larga)
FMRF-ir localizado na margem anterior do ganglio visceral e neurénios pequenos
FMRF-ir localizados no ganglio parietal direito (setas finas).
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Fig. 10 (continuacdo). E. seccdo no plano medial, submetido a técnica de
imunoistoquimica para FMRF-amida. Grupo de neurbnios pequenos (seta larga)
FMRF-ir localizado na margem anterior do ganglio visceral. F. secgdo no plano
medial, submetido a técnica de imunoistoquimica para FMRF-amida. Neurénios
pequenos (setas) FMRF-ir localizados na margem medial do ganglio parietal
direito. G. secc¢ao no plano medial, submetido a técnica de imunoistoquimica para
FMRF-amida. Neurénio grande (seta) FMRF-ir, localizado na por¢ao externa do
ganglio parietal direito e posterior a emergéncia do nervo parietal posterior direito
(estrela). PID: ganglio pleural direito; PaD: ganglio parietal direito; V: ganglio
visceral. Barras: A: 200 ym; B: 200 pm; C: 200 pym; D: 500 ym; E: 200 um; F: 200
Mm; G: 500 pm.
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DISCUSSAO

A analise da regido do pneumédstoma do caracol Megalobulimus
abbreviatus mostrou uma organizacdo do tegumento ao redor do orificio
respiratorio conforme a descricdo geral do tegumento dos moluscos gastropodes,
com um epitélio simples limitado por uma lamina basal que recobre o tecido
conjuntivo e o musculo (LUCHTEL et al., 1997). As células epiteliais formam uma
borda apical provavelmente constituida por microvilos e cilios, caracteristicos
desta regido (SIMKISS & WILBUR, 1977). A grande quantidade de células
glandulares grandes que se estendem até o tecido subepitelial certamente deve-
se a importante fungdo que suas secregdes desempenham nesta regido, como
limpeza e adesao das bordas do pneumdstoma, prevenindo desta forma a perda
excessiva de agua (NEWELL, 1977; COOK & SHIRBATE, 1983). Tipicamente nos
moluscos pulmonados, estas células secretoras sdo responsaveis pela camada de
mucoproteina que recobre seu tegumento (LUCHTEL et al., 1997). Subjacente ao
epitélio, a camada muscular bem desenvolvida condiz com a contragao ritmica
ventilatoria.

Pelas técnicas empregadas, foi possivel demonstrar que o tegumento do
pneumdéstoma é bem inervado. A organizagdo da inervagdo na regidao do
pneumostoma esta baseada em um plexo neural para suprir a camada muscular e
ramos neurais mais finos que estdo mais densamente distribuidos em um plexo na
camada epitelial e subepitelial adjacente. Corpos celulares neuronais foram

identificados tanto na camada subepitelial (catecolaminérgicos ou com atividade
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AChE) como junto a proje¢cdes neuronais maiores, dispostas entre as fibras
musculares (em secc¢des histoldégicas mais finas, H. E.). Da regido subepitelial,
partem neuritos (proje¢des dendriticas), que se dirigem a camada epitelial, onde
se inserem entre as células epiteliais. Nos moluscos, os neurdnios sensoriais
podem estar localizados em ganglios centrais, em ganglios periféricos ou nos
tecidos periféricos, ndo reunidos em ganglios (CHASE, 2002). Sao definidos como
primarios os neurdnios que emitem processos dendriticos até a periferia e que
contém terminagdes especializadas na recepgado de alguma modalidade de
energia fisica. Os somas dos neurbnios aferentes primarios podem estar
localizados no epitélio ou abaixo do epitélio, com dendritos que se projetam para a
superficie (BULLOCK & HORRIDGE, 1965). Nos pulmonados, os neurbnios
sensoriais intraepiteliais sdo excegao, estando preferencialmente localizados na
regido subepitelial, com proje¢des dendriticas através do epitélio sensorial em
direcao a superficie livre (EMERY,1992). Os somas dos quimiorreceptores séo
localizados na periferia, enquanto os somas dos mecanorreceptores estao
localizados centralmente ou na periferia (CHASE, 2002). A identificacdo de
inervagdo sensorial encontrada no pneuméstoma de Megalobulimus abbreviatus
era esperada, considerando a importancia desta estrutura em uma funcéo basica
como a respiracado. No gastropode pulmonado de agua doce Lymnaea stagnalis,
o0 pneuméstoma € uma das regides do corpo que possui a maior concentragédo de
células receptoras (SIMKISS & WILBUR, 1977), com corpos celulares de aspecto
bipolar na regido subepitelial, enviando processos dendriticos para a regiao
epitelial. Este tipo de inervagcdo sensorial € uma caracteristica comum entre os

gastropodes pulmonados ja descritos (EMERY, 1992). Neurbnios bipolares com
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este mesmo aspecto também foram identificados com atividade AChE na regido
abaixo do epitélio ciliado das branquias de Aplysia (PERETZ & ESTES, 1974), no
sistema olfatério primario do caracol terrestre Limax marginatus (ITO et al., 2003)
e nas estruturas sensoriais cefalicas de Megalobulimus abbreviatus (DAL PIVA,
2004). Cabe ressaltar, entretanto, que a presengca da AChE ndo assegura um
papel colinérgico a um neurdnio. Vem sendo descrita atividade colinégica também
em neurdnios n&o-colinérgicos (ABO et al., 1989; GREENFIELD, 1992; DAJA et
al., 1993).

Sabe-se que a acetilcolina, a dopamina e a serotonina atuam como
neurotransmissores e neuromoduladores em diversos circuitos centrais sensoriais
e motores de moluscos (WALKER & HOLDEN-DYE, 1989; ZANCAN et al., 1997;
PAVLOVA, 2001). Todavia, embora os estudos de neurénios identificados no SNC
contribuam muito para um melhor entendimento do envolvimento das
catecolaminas em diferentes processos fisiolégicos e comportamentais em
moluscos, estes estudos podem estar comprometidos se for negligenciado o
estudo sobre a inervagao periférica catecolaminérgica (CROLL et al., 1999), ou
mesmo de outros mediadores quimicos. Na analise da regido do pneumdstoma de
Megalobulimus abbreviatus, observou-se que monoaminas e FMRF-amida, e
talvez acetilcolina, sdo mediadores presentes na inervacdo desta area de
Megalobulimus abbreviatus, atuando, portanto, na regulacdo da respiracéo deste
animal. O plexo nervoso presente no pé de Megalobulimus abbreviatus também
apresenta imunorreatividade ao neuropeptideo FMRF-amida bem como presenca

de monoaminas (catecolaminas, provavelmente dopamina e serotonina) e
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atividade AChE (MORIGUCHI-JECKEL, 2001; FACCIONI-HEUSER et al., 1999,
2004).

Na musculatura de moluscos gastropodes, € importante notar que a
inervacao é feita tipicamente tanto por motoneurénios com corpos celulares no
SNC quanto por motoneurbnios com corpos celulares na periferia. Além da
acetilcolina, outros transmissores neuromusculares excitatérios importantes
também sdo descritos nos gastropodes, como L-glutamato, dopamina e FMRF-
amida (CHASE, 2002). A distribuicdo de feixes axonais com atividade AChE
positiva na regiao muscular ao redor do pneuméstoma indica uma fungao motora
da acetilcolina na contragdao do orificio respiratério. Na regido subepitelial,
verificou-se a presenga de um plexo AChE positivo, formado pelas proje¢des
neurais laterais dos neuritos dendriticos presentes na regido epitelial. Este plexo
subepitelial com atividade AChE poderia ser responsavel pela inervagdo da
musculatura subepitelial, a qual se atribui o papel de realizar contragbes
localizadas de partes isoladas do tegumento dos gastropodes (reflexos cutaneos)
e também pelo controle da secregao de glandulas subepiteliais, como foi proposto
a partir de observagdes do tegumento de Lymnaea e Helix vulgaris (JANSE, 1974;
ZAITSEVA, 1984, 1994). Os dendritos AChE positivos, por sua vez, possivelmente
sao processos de células mecano, quimio ou nociceptoras. Para uma melhor
caracterizacdo dos tipos de modalidades sensoriais detectadas por estes
processos, seria necessaria uma abordagem ultra-estrutural.

A distribuicao das fibras monoaminérgicas entre as fibras musculares da
regido do pneumostoma sugere o envolvimento da serotonina e de catecolaminas

no controle da atividade muscular desta regido. A presenga muito mais marcante
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de catecolaminas proxima ao epitélio sugere uma importante fungado sensorial da
dopamina na regido do pneumostoma (sendo esta a catecolamina predominante
neste molusco) (WALKER, 1986), visto que processos celulares contendo
catecolaminas, estando ou ndo formando um plexo, provavelmente medeiam
recepgao mecano e/ou quimiossensorial (CROLL, 1988). Numerosos neurbnios
catecolaminérgicos, considerados como células mecanossensoriais, foram
demonstrados nos orgaos periféricos de Clione (KABOTYANSKI & SAKHAROV,
1988 apud HERNADI et al., 1993). A grande quantidade de monoaminas,
especialmente de catecolaminas, visualizada na area do pneumdstoma, também
foi verificada na regiao do pé de Megalobulimus abbreviatus (FACCIONI-HEUSER
et al.,, 2004). Também foi observado um plexo periférico na regido pediosa de
Megalobulimus abbreviatus similar ao plexo com intensa fluorescéncia azul
encontrada nas camadas superficiais tegumentares do pneumdstoma. Porém,
diferentemente do pneumostoma, o pé de Megalobulimus abbreviatus possui um
plexo periférico e um mais central, constituido por ganglios que aparentemente
organizam as fibras nervosas nesta rede (FACCIONI-HEUSER et al., 2004) e os
somas neuronais destes ganglios apresentam fluorescéncia catecolaminérgica. Os
neurénios catecolaminérgicos detectados no pneumodstoma de Megalobulimus
abbreviatus parecem ser neurénios bipolares subepiteliais. Nao foi identificado um
plexo organizado em ganglios periféricos na regido muscular do pneumostoma. No
pneumoéstoma, assim como no pé, fibras com fluorescéncia amarela, indicando a
expressdo de 5-HT, foram visualizadas apenas entre as fibras musculares. Em
outras areas corporais de moluscos gastropodes também tem sido descrita

inervacdo sensorial catecolaminérgica, com corpos celulares na periferia, e
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alguma participagdo motora das catecolaminas, cujos corpos celulares entretanto,
seriam centrais. No musculo retrator da faringe de Helix pomatia foram
observadas fibras TH e 5-HT imunorreativas entre as fibras musculares,
demonstrando, assim, a importancia destes neurotransmissores na modulacao da
atividade muscular. No entanto, nenhum soma imunorreativo foi visualizado,
sugerindo que todas as fibras axonais marcadas neste musculo originam-se de
neurdnios centrais (HERNADI et al., 2005). Nos 6rgdos sensoriais cefélicos do
molusco gastrépode Phestilla sibogae também foi encontrada imunorreatividade a
5-HT e TH, porém somas TH-imunorreativos foram observados, o que sugere
uma fungao sensorial das catecolaminas nestas estruturas (CROLL et al, 2003).

A organizagao das fibras FMRF-amida imunorreativas na camada muscular
do pneumdstoma, inervando diretamente o musculo, indica provavelmente que
este neuropeptideo tenha direta sobre a fungdo motora desta regido. Disposi¢ao
semelhante de fiboras FMRF-amida imunorreativas, com prolongamentos formando
varicosidades sobre as fibras musculares também foi observada também
observada no plexo pedioso de Megalobulimus abbreviatus (MORIGUCHI-
JECKEL, 2001), no musculo retrator da faringe de Helix pomatia (HERNADI et al.,
2005) e nos 6rgéaos sensoriais cefalicos de Phestilla sibogae (CROLL et al, 2003).
Na regido do pé de Megalobulimus abbreviatus foram observados somas
neuronais FMRF-amida imunorreativos no plexo pedioso subepitelial da superficie
ventral pediosa, de onde emergem prolongamentos intraepiteliais, alguns inclusive
com dilatagao distal, o que nao foi possivel visualizar no epitélio da abertura do
pneumoéstoma, assim como neurdnios periféricos FMRF-amida imunorreativos

vistos no plexo pedioso também ndo foram encontrados na regido do
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pneumodstoma (MORIGUCHI-JECKEL, 2001). E interessante ressaltar que
provavelmente este neuropeptideo, assim como as monoaminas e a atividade
AChE presentes na regido do pneumostoma, ndo tenham papel importante
somente no controle do orificio respiratério, mas também na fung¢ao da terminacéao
retal e do anus, estruturas que também estdo localizadas na regido do
pneumostoma. A importancia da FMRF-amida em fungdes viscerais nos moluscos
tem sido amplamente reconhecida (a primeira fungéo atribuida a FMRF-amida foi
cardioativadora) (PRICE & GREENBERG, 1977), pois este neuropeptideo possui
um amplo papel no sistema periférico de maneira geral nos gastropodes.

Através da infusdo de neurotragadores ao longo de um nervo no sentido
distal-proximal € possivel identificar neurénios nos ganglios centrais que enviam
projecées por este nervo seccionado (marcacéo retrograda). As proje¢cdes que
aparecem marcadas nos ganglios centrais e que n&do terminam em somas
neuronais, podem ser originadas de neurdnios cujos corpos celulares estao
localizados na regiao inervada pelo nervo em questdo, em plexos periféricos, seja
junto a musculatura visceral ou em algumas musculaturas somaticas, subepiteliais
(células receptoras sensoriais), ou ainda oriundas de ganglios periféricos. Estes
axbnios terminam provavelmente no neuropilo dos ganglios centrais, onde ocorre
a maioria da integragao sinaptica entre os neurdnios periféricos e os ganglionares,
passando para estes ultimos informagdes aferentes. Quando a marcagéo ocorre
através de conetivos interganglionares, podem-se reconhecer os neurénios que se
projetam de um ganglio central para outro ou, entdo, que chegaram da periferia
por um nervo de um ganglio, mas que se projetam para o neuropilo de outro

ganglio via conetivos neurais. A infusdo de cloreto de cobalto e biocitina pelo



67

nervo parietal posterior direito marcou somas neuronais nos ganglios pedais,
pleural direito, parietal direito e visceral do complexo ganglionar subesofageal,
bem como resultou em terminagbes axonais marcadas no neuropilo destes
ganglios. Foi possivel observar, desta forma, axbnios projetando-se do géanglio
parietal direito em direcdo aos demais géanglios, demonstrando, assim, uma
integracdo de informagdes aferentes dos ganglios centrais relacionadas com o
controle da regido do pneumdéstoma de Megalobulimus abbreviatus.

Em Helix pomatia, os neurbnios reguladores dos 0Orgaos viscerais —
coragao, intestino, gbnadas, glandulas anexas do aparelho reprodutor, regido do
pneumostoma e manto — estdo localizados na superficie dorsal dos géanglios
visceral e parietais do complexo ganglionar subesofageal. Estas células fariam
parte de uma rede de neurdnios inter-relacionados que regulariam mais de uma
funcao visceral e responderiam a diferentes modalidades funcionais, exercendo
um papel integrativo (ROSZA, 1987). No caracol Helix aspersa, os neurdnios
cardioativadores foram localizados no ganglio visceral e no ganglio parietal direito,
na regiao limitrofe destes ganglios (WEATHERILL & CHASE, 2005). No caracol
Helix lucorum, foram identificados dois grupos de neurénios localizados no ganglio
visceral relacionados com a abertura e o fechamento do pneumdstoma
(BALABAN, 2002). No ganglio visceral de Helix aspersa, na sua superficie dorsal e
préximo a margem com o ganglio parietal direito, foi identificado um grupo de
neurdnios sensiveis a hipercapnia que geram alteragdes no ritmo de abertura e
fechamento do pneumdstoma, provavelmente por via indireta, através de sinapses
com neurdnios motores (ERLICHMAN & LEITER, 1993; 1994; 1997; LU et al.,,

1998). Em Megalobulimus abbreviatus foi observado um grupo de neurdnios
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retrogradamente marcado no ganglio visceral, junto ao ganglio parietal direito, em
posicdo semelhante a descrita em Helix.

Quanto a atividade respiratéria em Helix pomatia, os neurbnios que
controlam os movimentos do pneumostoma estdo localizados nos ganglios
parietais direito e esquerdo e também no géanglio visceral (MAKSIMOVA &
BALABAN, 1983 apud ERLICHMAN & LEITER, 1993), sendo que no ganglio
parietal esquerdo ha aproximadamente dez neurénios na sua superficie dorsal,
acoplados eletricamente, que apresentam oscilagées do potencial de membrana
sincronizadas com a abertura e o fechamento do pneumdéstoma (DYAKONOVA et
al., 1993). Em Megalobulimus abbreviatus, ndo foram encontrados neurdnios
marcados retrogradamente no ganglio parietal esquerdo, sugerindo que nesta
espécie, este ganglio ndo esteja envolvido com o controle da regido do
pneumostoma de forma direta. Como os tragadores utilizados ndo séao
transinapticos em acoplamentos sinapticos quimicos (nas concentragdes e tempos
de incubagao utilizados), ndo se pode descartar uma participagdo indireta de
neurdnios dos ganglios parietal e pleural esquerdos na contragdo ritmica do
pneuméstoma.

No caracol de agua doce Lymnaea stagnalis, por meio de registros
eletrofisioldgicos, foram identificados neurbnios que responderam a hipoxia na
porcao dorsal dos ganglios visceral e parietal direito, além do neurdnio gigante do
ganglio pedal direito, RPeD1. Além disso, outros grupos de neurbénios do ganglio
visceral e do ganglio parietal direito responderam a estimulos mecanicos na regiao
do pneuméstoma (JANSE et al., 1985). Em Lymnaea, os musculos que participam

da atividade respiratoria sdo os musculos que controlam a abertura e o
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fechamento do pneumdstoma e a musculatura da cavidade do manto. Estes
musculos sdo simultaneamente inervados por trés nervos: nervo parietal superior
direito e nervo parietal inferior direito, que emergem do géanglio parietal direito e
pelo nervo anal, que emerge do ganglio visceral. Neurdnios do ganglio visceral
sdo responsaveis pela abertura e fechamento do pneumdstoma, enquanto
neurdnios localizados no géanglio parietal direito controlam a musculatura da
cavidade do manto. Estes motoneurdnios estdo sob comando de um CPG
formado por trés interneurénios, RPeD1, localizado dorsalmente no ganglio pedal
direito, IP3I, localizado na superficie ventral do ganglio parietal direito e VD4,
localizado na porgao dorsal do ganglio visceral (SYED et al., 1991; LUKOWIAK &
SYED, 1999). Estes dados sugerem que também em Megalobulimus abbreviatus
possa haver outros nervos, além do nervo parietal posterior direito, o qual foi
explorado no presente estudo, que estariam envolvidos com a atividade
respiratéria, sendo necessaria, desta forma, a identificacdo por marcagao
retrograda, de neurbnios respiratorios que se projetam por outros nervos
ganglionares para as regides que participam da ventilagdo pulmonar, para uma
descricao completa dos neurbnios envolvidos no controle da respiracdo deste
caracol. Cabe Ilembrar, entretanto, que a regido do pneuméstoma de
Megalobulimus abbreviatus é inervada apenas pelo nervo parietal posterior direito
(diferente do caracol pulmonado aquatico Lymnaea stagnalis). Outros neurdnios
que possam participar do controle da respiracdo poderiam ser 0s que inervam a
musculatura do assoalho da cavidade pulmonar, o diafragma, cuja inervagéao é
feita por outros nervos, originados dos ganglios parietais esquerdo e direito

(observacdes pessoais).
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Sabendo-se que o comportamento respiratério esta integrado com outros
comportamentos e sofre influéncias destes, entdo é presumivel que a rede
neuronal que controla a respiragdo seja espalhada o suficiente para incluir os
grupos de neurbnios relacionados com estes comportamentos (BALABAN, 2002).
Isto provavelmente justifica a presenga de neurdnios marcados retrogradamente
pelo nervo parietal posterior direito nos ganglios pedais e no ganglio pleural direito,
onde ha muitos neurdnios relacionados com a atividade locomotora de
Megalobulimus abbreviatus (MALYSZ, 2002; PUPERI, 2005). Além disso, a
ativacdo de neurbnios-comando para o comportamento de retragdo corporal em
Helix lucorum, que estao localizados nos ganglios pleural direito e parietal direito,
provoca o fechamento do pneumdstoma, sendo esta resposta um componente do
reflexo de retragdo corporal (BALABAN, 2002; MALYSHEV & BALABAN, 2002).
Muitos grupos de neurdnios acoplados eletricamente ocorrem em invertebrados,
especialmente em células envolvidas conjuntamente em coordenar certos tipos de
comportamentos. A maioria das sinapses elétricas permite a passagem de
compostos de baixo peso molecular entre as células, como a biocitina e o cloreto
de cobalto (EWANDIGER et al, 1994; STEFFENSEN et al, 1995). Isto também
poderia justificar a marcacdo de neurdnios nos ganglios pedais e no ganglio
pleural direito.

O neurbnio grande encontrado no ganglio pedal direito, apdés a infuséo
retrograda de neurotragadores no nervo parietal posterior direito de
Megalobulimus abbreviatus, apresenta uma disposicdo semelhante ao neurénio-
comando do circuito respiratério em Lymnaea, conhecido como RPeD1. Sabe-se

que este neurbnio possui proje¢cdes axonais pelos nervos que inervam a
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musculatura respiratoria, algumas delas chegando aos vasos hemolinfaticos do
pulmdo. Acredita-se que este neurdnio é ativado principalmente pelas alteragcdes
nos niveis de O, na hemolinfa destes vasos, gerando entdo o ciclo respiratorio
(SYED & WINLOW, 1991). Este neurbnio pode, assim, ser considerado um
neurdnio multifuncional do CPG, possuindo varias acdes no controle respiratorio
da Lymnaea, indo da coordenagao de informag¢des quimio e mecanossensoriais,
provenientes de suas préprias projecdes e de outros receptores, até a geragao e o
controle motor da atividade do orificio respiratério (HAQUE et al., 2006). No
pulmonado aquatico, este neurénio é bem conhecido como sendo dopaminérgico
(INOUE et al., 1996b), enquanto que em Megalobulimus abbreviatus o neurdnio
grande pedal, marcado retrogradamente pelo nervo parietal posterior direito, n&o
apresentou imunorreatividade a TH, 5-HT nem a FMRF-amida. Neurbénio grande
catecolaminérgico também n&o foi encontrado no géanglio pedal direito de
Megalobulimus abbreviatus através do método do acido glioxilico (ZANCAN et al.,
1997) nem com atividade AChE (ZANCAN et al., 1994).

A distribuicdo de um plexo catecolaminérgico na regido do pneumaostoma
de Megalobulimus abbreviatus, associado a detecgdo de um numero muito
pequeno de neurdnio TH-imunorreativos ganglionares e ainda com a descri¢cao de
uma intensa fluorescéncia catecolaminérgica dos neuropilos do complexo
ganglionar subesofageal (ZANCAN et al., 1997), indicam provavelmente que a
dopamina exerca uma funcdo sensorial no controle da respiracdo de
Megalobulimus abbreviatus, através da inervagdao do pneuméstoma. A distribuicéo

de fibras e neurdnios catecolaminérgicos nas estruturas periféricas de Lymnaea
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também indica uma fungédo sensorial da dopamina neste caracol (CROLL et al.,
1999).

A grande quantidade de neurdnios marcados retrogradamente pelo nervo
parietal posterior direito que coincidem quanto ao tamanho e localizacdo com
neurénios FMRF-amida imunorreativos nos ganglios subesofageais, sugere que o
tetrapeptideo FMRF-amida participe do circuito neuronal que controla a ventilagéo
de Megalobulimus abbreviatus. Em Lymnaea, o interneurdnio VD4, do CPG que
controla a respiragao, € FMRF-amida imunorreativo (SYED & WINLOW, 1989).

A serotonina também parece ter um papel importante nas fungoes viscerais
dos moluscos gastropodes. Em Megalobulimus abbreviatus a 5-HT possui papel
cardioativador (JAEGER, 1962). Alguns neurdnios relacionados com a atividade
respiratéria de Megalobulimus abbreviatus possivelmente coincidem com
neurdnios 5-HT imunorreativos. Em Helix pomatia, aplicagcado de 5-HT e metionina-
encefalina gerou pulsos de atividade em neurbnios relacionados com o
comportamento respiratério, assim como acentuou o acoplamento elétrico destas
células (DYAKONOVA, 1989; 1991 apud DYAKONOVA et al, 1995;
DYAKONOVA et al., 1993). No caracol de agua doce Lymnaea stagnalis, 5-HT e
catecolaminas injetadas na hemolinfa foram capazes de gerar movimentos
ritmicos do pneumostoma. Outros neurotransmissores injetados, como
acetilcolina, GABA, glutamato, glicina e histamina, ndo foram capazes de gerar
estes movimentos. Neste animal também foi demonstrado um papel modulatério
das encefalinas no ritmo respiratério, pois a injecdo de naloxone, antagonista

seletivo dos receptores opioides, reduziu o ritmo de abertura e fechamento do
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pneumdéstoma e alterou o padrao de atividade dos neurbnios centrais que
comandam a respiragao (MOROZ & WINLOW, 1992).

Este estudo constitui uma analise parcial da atividade respiratéria deste
caracol, visto que outros musculos, além da musculatura do pneumédstoma, sao
fundamentais para sua respiragao, como o diafragma e musculos da cavidade do
manto, que precisam ter suas inervagdes estudadas para que se tenha o
conhecimento de todos os neurbnios relacionados com o controle da respiracao.
Os conhecimentos obtidos a partir deste estudo, embora parciais, servem de base
para futuros estudos neuroquimicos e neurofisiolégicos sobre o controle nervoso

da respiragao do caracol Megalobulimus abbreviatus.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo da inervacdo do pneuméstoma do caracol Megalobulimus

abbreviatus permitiu concluir que:

1.

o pneumostoma de Megalobulimus abbreviatus € inervado
diretamente apenas pelo nervo parietal posterior direito.

pela inervagdo do pneumodstoma localizada tanto na regiéo epitelial
(enviada por corpos celulares subepiteliais) como na camada
muscular, o nervo parietal posterior direito € um nervo misto, tanto
com axdnios sensoriais como motores.

a existéncia de um plexo nervoso superficial, com grande
concentracdo de neurbnios sensoriais no tegumento do
pneumostoma de Megalobulimus abbreviatus, demonstra para os
moluscos pulmonados terrestres um papel para esta estrutura como
uma das dareas sensoriais mais importantes nos gastropodes
pulmonados, juntamente com o pé e os 6rgaos sensoriais cefalicos,
como ja havia sido demonstrado nos gastropodes pulmonados
aquaticos.

0s ganglios do complexo ganglionar subesofageal - pedais, pleural
direito, parietal direito e visceral - devem ser fundamentais para o
controle desta regido, por possuirem conexdes com esta area,
especialmente o ganglio parietal direito, por possuir o maior numero

de neurbnios inervando o pneumaostoma.
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5. o neuropeptideo FMRF-amida parece ter uma grande importancia na
regulacdo motora da regido do pneumodstoma, em funcdo da
provavel co-localizacdo de neurbnios FMRF-amida imunorreativos
com o0s neurbnios retrogradamente marcados nos ganglios pleural
direito, parietal direito e visceral.

6. a participagcdo da dopamina no controle respiratério deve ser
principalmente sensorial, responsavel pelas informagdes provindas
do tegumento do pneumdstoma. A serotonina, por sua vez, possui
provavelmente uma fungdo mais motora ou modulatéria no circuito

respiratério.

Como perspectivas para futuros estudos, devem ser realizadas novas
abordagens, buscando explorar a inervagcdo das outras estruturas fundamentais
para a ventilagdo pulmonar do caracol Megalobulimus abbreviatus, o diafragma e
a superficie vascularizada da cavidade do manto. Com a identificacdo dos
neurdnios que inervam estas areas, por marcagao retrograda através dos nervos
que as inervam, havera, assim, a identificacdo completa dos neurdnios centrais
que controlam a respiracado deste caracol. Novas abordagens imunoistoquimicas,
assim como estudos de co-localizagdo, associando imunoistoquimica com
marcacgao retrograda, sdo necessarios para determinar os neurotransmissores
fundamentais para esta funcdo visceral, assim como identificar outros
neurotransmissores importantes no controle da ventilacdo pulmonar deste animal,
como a metionina-encefalina. Uma vez identificados os neurénios que controlam

este comportamento homeostatico fundamental, ficam facilitados os estudos sobre
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os efeitos de situagdes adversas, tais como a hipdxia, no metabolismo do sistema

nervoso deste caracol em nivel celular.
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