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RESUMO

EFEITO DA ANOXIA E DA REOXIGENACAO SOBRE O METABOLISMO DO SISTEMA NERVOSO
CENTRAL DO CARACOL TERRESTRE MEGALOBULIMUS ABBREVIATUS

LUCIANO STURMER DE FRAGA

Animais tolerantes a anoxia sdo essenciais para o estudo dos mecanismos
capazes de proteger tecidos sensiveis, como o corac¢ao e o sistema nervoso, de periodos
de reduzida disponibilidade de oxigénio. Por ser um animal terrestre tolerante as
redugdes ambientais na tensdo de oxigé€nio, o caracol Megalobulimus abbreviatus
representa um excelente modelo para a andlise da tolerancia do sistema nervoso a
anoxia. No presente estudo foram avaliados diferentes parametros do metabolismo do
sistema nervoso central (SNC) de caracdis submetidos aos periodos de 3 h ou 12 h de
anoxia e ao periodo de 15 h de reoxigenacdo apds 3 h de anoxia. Além disso, foi
analisada a possivel existéncia de ritmicidade circadiana na atividade da forma ativa da
enzima glicogénio fosforilase (GFa) e na concentracdo de glicose hemolinfatica. Os
resultados destes estudos demonstraram que a maior atividade GFa nos ganglios
cerebrais de M. abbreviatus, assim como os niveis mais elevados de glicose
hemolinfética do caracol ocorrem no inicio da escotofase, periodo de maior atividade
comportamental do caracol. A partir desses resultados, foi necessdria a utilizacdo de um
grupo controle para cada um dos periodos experimentais de anoxia analisados, evitando
erros relativos ao periodo do dia em que os grupos anoxia ou recuperagdo foram
dissecados. A anoxia ndo causou mudancas na captacdo de glicose nem na capacidade
de sintese de glicogénio do SNC do caracol. Porém, a auséncia de oxigénio causou uma
reducdo na atividade das enzimas glicogénio sintase (GS) e glicogénio fosforilase (GF),
0 que pode sugerir a ativacdo de um mecanismo de depressao metabdlica. Em relagcdo
ao metabolismo oxidativo, enquanto a oxidacdo dos substratos glicose e piruvato
manteve-se constante durante a anaerobiose, a atividade da enzima citocromo oxidase
(COx) apresentou uma regionalizagdo. Enquanto a regido neuropilar central dos
ganglios cerebrais apresentou uma reducdo da atividade COx, as regides do lobo pedal e
do neuropilo lateral mantiveram a atividade enzimadtica basal, mesmo apds 12 h de
auséncia de oxigénio. Esses resultados, juntamente com a falta de reducao na oxidacdo
de glicose e piruvato, sugerem a existéncia de alguma forma de estoque de oxigénio em
M. abbreviatus, capaz de manter o metabolismo oxidativo tecidual mesmo durante a
anoxia. O SNC do caracol apresentou uma alta atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), e isto pode ser importante para evitar a
geragdo de qualquer estresse oxidativo durante o0s constantes ciclos de
anoxia/reoxigenagdo aos quais o animal estd submetido no ambiente. Apesar de um
pequeno aumento na imunorreatividade ao GABA, verificado nos corpos neuronais as 3
h de anoxia, ndo ocorreram alteracdes relativas ao neurotransmissor nas regioes
neuropilares dos ganglios cerebrais. Esses resultados ndo apdiam a hipétese de que o
GABA possa estar envolvido nos mecanismos de controle do processo de depressdao
metabdlica em moluscos. De qualquer forma, o caracol M. abbreviatus estd bem
adaptado as situacdes de anoxia e reoxigenagdo, desde que nao foi verificada qualquer
mortalidade no presente estudo. Sem duvida, a adaptacdo as condi¢des andxicas e de
reoxigenacao deve depender de um equilibrio entre a estabilizacdo de algumas varidveis
metabodlicas e a modificacdo de outras, como foi observado no presente estudo,
mantendo a homeostase do SNC do caracol durante estes periodos.
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ABSTRACT

EFFECTS OF ANOXIA AND REOXYGENATION ON THE METABOLISM OF THE CENTRAL
NERVOUS SYSTEM OF THE LAND SNAIL MEGALOBULIMUS ABBREVIATUS

LUCIANO STURMER DE FRAGA

Anoxia-tolerant animal models are crucial to understand the protective
mechanisms available in the tissues sensitive to anoxia, like brain and heart. The snail
Megalobulimus abbreviatus is an anoxia-tolerant land snail that has been used as an
experimental model to study the effects of anaerobiosis on the nervous system. In the
present study, different parameters of the nervous system metabolism were analyzed in
animals submitted to anoxia for 3 h or 12 h and animals exposed to a 15 h aerobic
recovery period. Moreover, it was analyzed the possible existence of circadian rhythms
in the activity of glycogen phosphorylase and in hemolymph glucose levels. The results
showed higher phosphorylase activity and hemolymph glucose levels during the
scotophase, a period of behavioral activity of these nocturnal snails. Thus, in order to
avoid circadian metabolic variations during anoxia experiments, it was used a control
group specific to each anoxia experimental period. The anoxia treatment did not alter
the glucose uptake and glycogen synthesis in the central nervous system of the snail.
However, that condition induces a reduction of the glycogen phosphorylase and
glycogen synthase activities, which suggest a possible metabolic arrest. The rates of
glucose and piruvate oxidation remain constant during anoxia, but the cytochrome
oxidase (COx) activity was variable in the different cerebral regions analyzed. There
was a decrease in COx activity in the central neuropil. However, the somata and lateral
neuropil of the pedal lobe maintained the COx activity ever after 12 h of anaerobiosis.
These results suggest the existence of an oxygen store that supplies the aerobic
metabolism even in anoxia. The CNS of the snail showed a high activity of the catalase
and superoxide dismutase. These antioxidant enzyme levels could be important to avoid
the oxidative stress during the anoxia/reoxygenation cycles. The GABA-
immunoreactivity increases in the neuronal somata at 3 h of anoxia. However, in the
neuropilar regions no changes were observed in the GABA immunoreactivity. A role
for the GABAergic system in the metabolic depression in this snail deserves further
investigation. Anyway, Megalobulimus abbreviatus 1is adapted to anoxic and
reoxygenation conditions because no mortality was verified. Undoubtedly, this
adaptation depends on balance between stabilization and changes of some variables.
This pattern of response maintains the CNS homeostasis during the anaerobiosis and
reoxygenation.



1. INTRODUCAO

Diversos organismos estdo expostos, em seus hdbitats a um grande nimero de
varidveis ambientais tais como temperatura, umidade, fotoperiodicidade e
disponibilidade de substrato energético. Essas varidveis podem induzir mudancgas
metabdlicas e comportamentais nesses organismos.

As condi¢des ambientais adversas sdo uma grande ameaca para a vida: seca,
calor ou frio excessivos podem sujeitar os animais a desseca¢do ou ao estresse térmico,
além de reduzir a disponibilidade de alimento. Para enfrentar o estresse ambiental, trés
estratégias podem ser utilizadas: esquiva, tolerancia e dorméncia. Ou seja, para
sobreviver os animais podem migrar para outros locais, alterar suas caracteristicas
fisicas ou entrar em um estado hipometabdlico (BROOKS & STOREY, 1997). A
depressao metabdlica € um mecanismo muito comum pelo qual os animais podem
enfrentar o estresse ambiental e, para muitas espécies, essa € a estratégia primadria
utilizada (STOREY & STOREY, 1990; BROOKS & STOREY, 1997; LUTZ &
STOREY, 1997; STOREY & STOREY, 2004). Esse tipo de estratégia ja foi constatado
em representantes de todos os principais filos de invertebrados, com excec¢do dos
equinodermes, e em todas as classes de vertebrados (GUPPY et al., 1994).

O caracol Megalobulimus abbreviatus (Gastropoda: Pulmonata), anteriormente
denominado de Megalobulimus. oblongus e de Strophocheilus oblongus, ¢ um molusco
terrestre, tem preferéncia por lugares protegidos, imidos e sombrios, densamente
cobertos por vegetacdo e tem, geralmente, habito noturno. Durante épocas de seca, este
caracol costuma enterrar-se no solo até cerca de 10 cm de profundidade (SAWAYA &
PETERSEN, 1962), manter-se retraido em sua concha e secretar um epifragma

(envoltério mucoso), o qual fecha a abertura da concha, com excecdo do pneumdstomo
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(orificio respiratério). Com este comportamento o animal evita a perda excessiva de
dgua durante o periodo de estivacdo (JAEGER, 1965). Por outro lado, nessa condi¢do o
animal enfrentard um outro tipo de problema: a reduzida disponibilidade de oxigénio
(hipoxia).

A anaerobiose pode ser dividida em dois tipos: 1- a anaerobiose dependente do
habitat ou anaerobiose ambiental que ocorre, como no exemplo acima, quando o
organismo inteiro € submetido a um micro-hédbitat com condi¢cdes anodxicas e 2- a
anaerobiose dependente da atividade ou anaerobiose funcional, a qual ocorre devido a
um aumento da atividade de um determinado tecido, geralmente muscular, que excede a
sua capacidade aerdbia de producdo energética. Na anaerobiose funcional, o organismo
necessita de uma disponibilidade energética imediata, mesmo que com custo elevado,
para enfrentar uma situacdo de duracdo relativamente curta como, por exemplo, a fuga
de um predador. J4 na anaerobiose ambiental, a qual foi estudada no presente trabalho, o
organismo precisa utilizar processos energéticos econdmicos, pois a situacdo
hipéxica/andxica pode persistir por varios dias. Assim, os dois tipos de anaerobiose
relacionam-se a processos metabdlicos diferentes (GADE, 1983; URICH, 1994; LUTZ
& STOREY, 1997).

A tolerancia a falta de oxigénio € bastante varidvel entre os animais, 0s quais
utilizam diferentes recursos para este fim. Os organismos mais resistentes a anoxia
possuem reservas muito maiores do principal polissacarideo fermentdvel estocado nas
células animais, o glicogénio, em comparacdo aos animais intolerantes a anoxia
(URICH, 1994; LUTZ & STOREY, 1997, HOCHACHKA & SOMERO, 2002).
Expressas como uma porcentagem do peso seco, as concentragdes de glicogénio podem

ser de 10-20% em vermes parasitas, mais de 40% em algumas larvas de cestdédeos

(URICH, 1994) e podem ultrapassar 50% no hepatopancreas do mexilhdo Mytilus edulis
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(DE ZWAAN, 1983; URICH, 1994). Os vertebrados sao, caracteristicamente, animais
intolerantes a interrup¢do do suprimento de oxigénio. Poucos vertebrados resistem a
periodos severos de hipdxia e praticamente nenhum resiste a anoxia cronica (LUTZ,
1992). Exce¢bes a essa regra sdo encontradas entre os peixes e os répteis, e esses
organismos tornaram-se modelos de vertebrados bem estudados em relagdo a resisténcia
a anoxia. Duas espécies de ciprinideos, a carpa cruciana (Carassius carassius) € O
peixe-dourado (Carassius auratus), além das tartarugas de &4gua-doce (g€neros
Chrysemys e Trachemys), formam a pequena lista de vertebrados resistentes a anoxia
(ULTSCH, 1989; HOCHACHKA & SOMERO, 2002). Da mesma forma que os
invertebrados, esses animais possuem grandes estoques teciduais de glicogénio.

Existe um interesse considerdvel sobre os mecanismos que promovem a
tolerancia a hipdxia, pois em mamiferos, a falta de oxigénio é a principal causa de
injuria tecidual no coracdo e no cérebro, que sdo tecidos aerébios altamente sensiveis
aos efeitos da diminuicdo da pressdo parcial de oxigénio (PO,) (LUTZ & STOREY,
1997).

Durante a auséncia de oxigénio a carga energética deve ser estabilizada e esta
condicdo parece crucial para a sobrevivéncia a anoxia (STOREY, 1987; LUTZ &
REINERS, 1997; HYLLAND & NILSSON, 1999; BOUTILIER, 2001). Em todas as
células, a via bdsica para a producdo de trifosfato de adenosina (ATP) na auséncia de
oxigénio € a glicdlise. A producdo energética das vias anaerdbicas € ineficiente, uma
vez que a glicolise produz menos do que 10% do ATP gerado pelo metabolismo
aerdbio. Assim, a formagdo efetiva de ATP por mol de substrato fermentado é de 3
moles se o substrato utilizado for o glicogénio e 2 moles se o substrato for a glicose.
Para a continuacdo do funcionamento da via, a nicotinamina adenina dinucleotideo

(NAD) reduzida pela gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) deve ser
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reoxidada, processo normalmente catalisado pela lactato desidrogenase (LDH) (URICH,
1994; LUTZ & STOREY, 1997). Devido a baixa eficiéncia glicolitica, os organismos
podem adotar duas estratégias distintas para manter a carga energética durante a anoxia:
a primeira € o aumento da velocidade da glicélise — a estratégia glicolitica — e a segunda
¢ a reducdo da atividade dos processos que consomem energia — a estratégia da
depressao metabdlica (LUTZ & NILSSON, 1997; NILSSON, 2001). Enquanto a
ativacdo glicolitica pode levar a ripida deplecdo das reservas energéticas, um estado
hipometabdlico pode prolongar o tempo que o animal resiste a anoxia, pois esta
estratégia tem a vantagem de conservar os estoques de energia (SCHMIDT & KAMP,
1996). Apesar disso, as duas estratégias sdo utilizadas por diferentes espécies tolerantes
a anoxia ou por diferentes 6rgdos no mesmo animal (STOREY, 1987; NILSSON &
LUTZ, 2004).

O metabolismo dos gastrépodes terrestres baseia-se na utiliza¢do de carboidratos
e este substrato assume um papel-chave durante o periodo de estivacdo. Ao induzir
caracois-da-montanha (género Oreohelix) a estiva, Rees & Hand (1993) verificaram que
as reservas de polissacarideos foram utilizadas no inicio do periodo de estiva e, apds sua
deplecdo, a degradacdo de proteinas foi responsivel pelo suprimento de substrato
metabodlico. Durante todo o periodo de estiva, os lipideos foram pouco utilizados. Em
algumas espécies, as reservas de lipideos sdo exauridas, especialmente, na fase
reprodutiva. Da Silva e Zancan (1994) verificaram que as concentragcdes de lipideos
totais no hepatopancreas de Megalobulimus abbreviatus nao diminuem nos meses de
outono e inverno em relacdo ao verdo. Assim, os lipideos ndo funcionariam como uma
reserva energética durante esses periodos de baixa disponibilidade alimentar e atividade
do animal reduzida (outono e inverno). Esse substrato energético estaria relacionado ao

ciclo reprodutivo anual do caracol, sendo utilizado durante a primavera e inicio do verao
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para a vitelogénese (HORN et al., 2005) e como substrato de glandulas
esteroidogénicas, produtoras de gonadotrofinas (ZANCAN & ACHAVAL, 1995). Sob
periodos de jejum prolongado (15 dias) verifica-se uma diminuicdo da concentracdo de
glicogénio no hepatopancreas, manto e musculo desta espécie sugerindo que as reservas
de glicogénio constituiriam a principal fonte de energia durante o jejum (ROSSI & DA
SILVA, 1993). As concentracdes de lipideos totais no hepatopancreas do caracol
permaneceram constantes mesmo ap6s um jejum de 30 dias (SCHMITZ et al., 1989).

O conteido de glicogénio em diferentes tecidos (coracdo, hepatopancreas,
diafragma e manto) de Megalobulimus abbreviatus, também diminui durante a anoxia
experimental (DIAS, 2000). Embora tenham verificado essa mesma reducdo no
conteddo de glicogénio no coragdo do caracol durante a anoxia, Haeser & De Jorge
(1971) ndo observaram alteragdes significativas do substrato no hepatopincreas e
miusculo pedioso de Megalobulimus abbreviatus mesmo ap6s um periodo de 25 h de
anoxia. Desta forma, pode-se supor que nem todos os tecidos apresentam a mesma
reducdo de suas reservas de glicogénio durante a anaerobiose, ou as condi¢des
experimentais (como temperatura e manipulacdo dos animais) podem gerar resultados
diferentes.

De qualquer forma, essas diferentes respostas dos tecidos a anoxia levaram a
indagacdo sobre a resposta metabdlica do sistema nervoso central (SNC) do caracol
frente a este tipo de estresse ambiental. Em um trabalho anterior, as menores
concentracdoes de glicogénio nesse tecido de Megalobulimus abbreviatus, foram
encontradas as 12 h de anoxia. Essa reducdo esteve relacionada ao periodo de maior
atividade do caracol, j4 que os animais submetidos a esse periodo de anoxia sempre
foram dissecados no meio da escotofase (baseado no desenho experimental utilizado).

Assim, este efeito pode ter sido causado por um somatdrio de dois fatores: a anoxia e a
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variagdo circadiana da atividade do caracol (DE FRAGA et al., 2004). Apesar disso,
enquanto alguns tecidos de Megalobulimus abbreviatus, como o coragdo, praticamente
depletam suas reservas de glicogénio durante a exposi¢do a anoxia (DIAS, 2000), o
SNC do caracol ainda mantém altas concentragdes de glicogénio (cerca de 1g%) as 18 h
ou 24 h de anoxia (DE FRAGA et al., 2004). Assim, durante a anoxia, o SNC do
caracol deve utilizar mecanismos diferentes do coracdo para a manutencdo do
metabolismo energético. Esta mesma estratégia geral parece ser utilizada pelas
tartarugas, pois a exposi¢cdo destes animais ao periodo de 3 h de anoxia leva a uma
marcante reduc¢do da concentragdo do glicogénio cardiaco, enquanto o glicogénio do
SNC permanece constante (CLARCK & MILLER, 1973).

Os moluscos gastropodes tém sido amplamente reconhecidos por suas
contribuicdes para a compreensdo dos mecanismos celulares da aprendizagem e
memoria e das bases neurais de diversos comportamentos (KANDEL, 2001; CHASE,
2002; BARCO et al., 2006). O caracol Megalobulimus abbreviatus, pela facilidade de
coleta e de manutencdo, também vém sendo proposto como modelo de estudo em
neurobiologia (DE FRAGA et al., 2004; ACHAVAL et al., 2005; DOS SANTOS et al.,
2005; SWAROWSKI et al., 2005; GASPAR et al., 2007).

O SNC de Megalobulimus abbreviatus € formado por onze ganglios, nove dos
quais constituem o anel ganglionar principal (ganglios cerebrais, pedais, pleurais,
parietais e visceral) que circunda o es6fago (Fig. 1).

Todos os ganglios sdo pareados, com excecdo do ganglio visceral. Os dois
ganglios bucais, localizados distalmente aos demais, conectam-se ao anel
periesofageano através dos conetivos cérebro-bucais. Os ganglios de cada lado sdo
similares em forma e tamanho, sendo apenas o ganglio parietal direito

consideravelmente maior do que o esquerdo. Ao redor da artéria cefdlica, estdo
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organizados os ganglios que constituem o complexo ganglionar subesofageal. Esses
ganglios sdo unidos entre si por conetivos neurais extremamente curtos € aos ganglios
cerebrais, dorsais ao esOfago, pelos conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural.
Conectando o par de ganglios pedais estdo duas comissuras igualmente curtas: uma de
maior diametro, central, € uma menor, antero-ventral. Os ganglios cerebrais mostram
uma organizacdo mais complexa, estando divididos em trés regides: mesocérebro, pos-

cérebro e pro-cérebro (ZANCAN et al., 1994; ZANCAN et al., 1997).

A B

Figura 01. Organizacdo do sistema nervoso central do caracol Megalobulimus
abbreviatus: A: Representacdo esquemdtica dos ganglios que constituem o sistema
nervoso central. AC, artéria cefdlica; BB; bulbo bucal; CD, corpo dorsal; EA, es6fago
anterior; PA, ganglios parietais; PE, ganglios pedais; PL, ganglios pleurais; V, ganglio
visceral. Os ganglios bucais (B), cerebrais (C) e o complexo ganglionar subesofageal
(S) estdo unidos entre si pelos conetivos neurais cérebro-bucal (1), cérebro-pedal (2) e
cérebro-pleural (3). B: Esboco de um caracol pulmonado, em vista lateral, com o pé
estendido, para a visualizacdo das posicoes relativas dos ganglios bucais (B), cerebrais
(C) e do complexo ganglionar subesofageal (S). Orientacdo da figura: D: dorsal; V:
ventral; P: posterior; A: anterior (ZANCAN, 1996).



INTRODUCAO 8

Trabalhos histoquimicos prévios t€ém avaliado a atividade de diferentes enzimas
nos diversos ganglios do SNC de Megalobulimus abbreviatus sob anoxia (DE FRAGA
et al., 2004) ou em condi¢des basais (DONELLI et al., 1998).

Medidas de atividade enzimdtica como estas sdo bastante tteis para o estudo dos
processos de anoxia e reoxigenacdo por dois motivos principais: 1- mudancas na
atividade de enzimas sdo rdpidas e podem modificar de maneira significativa o fluxo
das rotas metabodlicas e 2- a sintese de enzimas (proteinas) utiliza ATP, tanto que
mudancas nesse processo, ocorridas durante a anoxia, devem ser de grande importancia
para a sobrevivéncia do organismo ao estresse (WILLMORE et al., 2001).

A enzima glicogénio fosforilase (GF) ou simplesmente fosforilase, catalisa a
fosfordlise do glicogénio promovendo a liberacdo de glicose-1-fosfato (URICH, 1994).
A enzima existe em duas formas interconversiveis: uma forma desfosforilada, chamada
GFb, a qual pode ser prontamente fosforilada pela fosforilase quinase para dar origem a
forma ativa da enzima, a GFa, que catalisa a remo¢ado das unidades de D-glicose a partir
das reservas teciduais de glicogénio. Acredita-se que o mecanismo principal de
regulacio do metabolismo do glicogénio seja justamente o processo de
fosforilagdo/desfosforilacio enzimdtica, através do qual pode ser controlada a
interconversdo entre as formas “a” e “b” da enzima (HARLEY & RUSAK, 1993;
SCAPIN & DI GIUSEPPE, 1993; SCAPIN & DI GIUSEPPE, 1994; KONKLE et al.,
1999; HARLEY et al.,, 2001;). No SNC, parece existir uma relacdo entre as
concentracdes de glicogénio, reguladas por uma variedade de neurotransmissores, € a
atividade neuronal (KONKLE er al., 1999). Por exemplo, a aplicacdo de vdrios
estimulos nocivos periféricos (quimicos, térmicos ou elétricos) aumenta rapidamente
(em alguns minutos) a atividade GF na medula espinal e ganglios da raiz dorsal de ratos

(WOOLF et al., 1985). Diferentes formas de hipoxia ou isquemia também provocam
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mudancas na atividade da enzima nestes animais (IBRAHIM er al., 1970; ROSA
NETO, 1998). Essas mudancgas podem ocorrer de forma rdpida. O glicogénio cerebral
acumulado durante o sono de ondas lentas em ratos pode ser utilizado dentro de 2 a 5
minutos apos o despertar do animal (KARNOVSKY et al., 1983). Assim, a ativacdo da
GF parece estar relacionada, pelo menos no sistema nervoso, a uma elevacdo das
demandas metabdlicas teciduais, resultado de um aumento da atividade celular
(HARLEY & RUSAK, 1993).

No SNC de Megalobulimus abbreviatus foi observada uma reducdo da atividade
GFa durante periodos de 3 h ou 18 h de anoxia experimental. A atividade da enzima
retornou a atividade basal durante um periodo de 15 h de recuperacdo aerébia apds 3 h
de anoxia. Porém, nesses periodos, o conteido de glicogénio ndo estava reduzido
quando comparado ao grupo controle basal. Esta reducdo da atividade GFa poderia estar
relacionada a uma depressdo metabodlica cerebral do caracol ou a demanda metabdlica
ganglionar poderia estar sendo suprida pela glicose proveniente da hemolinfa, que
permaneceu elevada durante todo o periodo anéxico (DE FRAGA et al., 2004). Estudos
de captacdo de glicose e a verificagdo da capacidade glicolitica do SNC de
Megalobulimus abbreviatus tornaram-se necessdarios para elucidar esta hipotese.

Além da GF, a enzima glicogénio sintase (GS) também participa do
metabolismo do glicogénio e, da mesma forma que a GF, existe em duas formas
interconversiveis: a forma ativa (GSI) encontra-se desfosforilada e € independente de
glicose-6-fosfato, enquanto a forma fosforilada inativa (GSD) € dependente de glicose-
6-fosfato. Para a sintese de glicogénio, a glicose-6-fosfato é convertida em glicose-1-
fosfato para posterior formagdo de uridina bifosfato glicose (UDP-glicose) que transfere

a unidade glicosil para a cadeia de glicogénio pré-formada, alongando o polimero. A
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energia para estas duas reagoes € fornecida pelo ATP e pelo trifosfato de uridina (UTP),
respectivamente (URICH, 1994; NELSON & COX, 2000).

No coragdo de Megalobulimus abbreviatus submetido a anoxia, as enzimas GF e
GS mostraram uma relac@o inversa: elevacdo da atividade GS e reducao da atividade
GF as 3 h de anoxia, quando o miusculo cardiaco ja havia depletado suas reservas de
glicogénio (DIAS, 2000). Dessa forma, uma andlise dos mecanismos de deposicdo e
mobilizacdo de glicogénio deve incluir o estudo das duas enzimas, GF e GS.

Além disso, mais importante do que analisar a atividade individual da GF ou GS
¢ avaliar a relagdo entre as duas enzimas. A relacdo entre a atividade sintase e
fosforilase fornece uma boa indicacao da taxa relativa de glicogendlise e da participacdo
desta via como principal contribuinte do metabolismo anaerébico.

Por outro lado, a ativacdo da glicogendlise sozinha nio fornece indicios de que o
metabolismo anaerdbio seja a unica fonte produtora de energia durante o estresse
experimental ou de que o metabolismo oxidativo mitocondrial ainda possa estar ativo. A
utilizacdo de um marcador de atividade mitocondrial seria um valioso indicador das
possiveis modificacdes metabdlicas provocadas pela anoxia e reoxigenagao.

A citocromo oxidase (COx) € uma enzima mitocondrial participante do
metabolismo oxidativo que compde o complexo IV, a reacdo final da cadeia
respiratéria. A COx transfere elétrons do citocromo ¢ para o oxigénio molecular,
reduzindo este dltimo até dgua (URICH, 1994; NELSON & COX, 2000). A atividade
desta enzima é um bom indicador da atividade mitocondrial. Outra vantagem do estudo
da atividade COx nos ganglios de Megalobulimus abbreviatus é que a enzima,
juntamente com a GF, tem sido utilizada como um 6timo marcador de atividade do

sistema nervoso. A ativacdo de determinadas dreas do SNC provoca aumentos rapidos
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na atividade COx neuronal, indicando um acoplamento entre a producio e a demanda
energética (WONG-RILEY, 1989).

Como a manutencdo da atividade COx depende da presenca de oxigénio, seria
esperada uma reducdo brusca na atividade desta enzima oxidativa durante a reducdo dos
niveis de oxigé€nio. Porém, diversos trabalhos demonstram que regides especificas do
sistema nervoso podem manter uma atividade COx elevada mesmo em situagdes de
hipéxia (MULVEY & RENSHAW, 2000). Esta enzima ndo tem sido analisada no
sistema nervoso de invertebrados submetidos a anoxia. Assim, seria interessante saber
se 0 SNC de Megalobulimus abbreviatus, é capaz de manter a atividade da cadeia
respiratéria durante a auséncia de oxigénio ou se a funcdo mitocondrial é suprimida
durante a redugdo da PO,. Além disso, a utilizagdo de técnicas histoquimicas para a
demonstracdo da atividade COx permite a observagdo, in situ, de distintas regioes
neurais que possam estar ativadas durante a anoxia ou reoxigenagao.

A manuten¢do da atividade COx pode indicar que, mesmo durante a anoxia, 0
metabolismo oxidativo pode suprir as demandas energéticas do sistema nervoso. Por
outro lado, uma marcante redu¢do na atividade COx sugere que a atividade metabdlica
do sistema nervoso estd sendo mantida pelo metabolismo anaerébio, ou que um
processo de depressdo metabolica foi instaurado.

A estratégia da depressdo metabodlica € bastante difundida entre os animais
tolerantes a anoxia e diversas revisdes t€m enfocado esse tema (STOREY & STOREY,
1990; GUPPY et al., 1994; HAND & HARDEWIG, 1996; HOCHACHKA & LUTZ,
2001; HOCHACHKA & SOMERO, 2002; STOREY, 2002; STOREY & STOREY,
2004). Em moluscos, o estado de depressdo metabdlica € caracterizado por taxas
metabdlicas que podem ser de somente 2 a 20% ou de 10 a 30% (durante a anoxia ou a

estiva, respectivamente) daquelas encontradas nos animais ativos (BROOKS &
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STOREY, 1997). Como as vias fermentativas produzem somente uma fracdo do ATP
gerado pela fosforilacdo oxidativa, mecanismos como este, capazes de reduzir a
demanda energética na anoxia, sdo importantes para estabelecer um novo equilibrio
entre a producdo e o consumo anaerdbico de ATP durante o periodo (HOCHACHKA et
al., 1996; HOCHACHKA & LUTZ, 2001; STOREY, 1996a; STOREY, 2002).

Existem alguns mecanismos bdsicos envolvidos na regulacdo das rotas
produtoras de energia, os quais podem participar do estabelecimento desse novo
equilibrio: 1- modificagdo da atividade de enzimas através de fosforilacio e
desfosforilagdo reversivel, regulando as enzimas glicoliticas; 2- regulacio alostérica por
metabolitos especificos, por exemplo, mudangas na concentracdo da frutose-2,6-
bifosfato, regulando a utilizagdo de carboidratos através do controle da
fosfofrutoquinase (PFK); 3- associacdo reversivel de enzimas com macromoléculas ou
estruturas subcelulares como, por exemplo, elementos do citoesqueleto, permitindo a
formacdo de complexos enzimdticos ativos; 4- mudangas na quantidade total de
enzimas, pela regulacdo dos processos de sintese e degradacdo de proteinas (STOREY
& STOREY, 1990; STOREY, 1996a; BROOKS & STOREY, 1997, HOCHACHKA &
LUTZ, 2001; STOREY & STOREY, 2004).

Estes processos podem participar tanto da indu¢do do mecanismo de depressdao
metabdlica quanto proporcionar uma ativagdo da via glicolitica. O mecanismo utilizado
durante a anoxia € diferente dependendo da espécie animal e do tecido considerado
(LUTZ & NILSSON, 1997; LUTZ & STOREY, 1997). Por exemplo, a maior parte dos
orgdos do peixe-dourado Carassius auratus submetido a anoxia apresenta uma resposta
de depressdo metabdlica, porém o coracdo e o cérebro demonstram uma ativacao
glicolitica para manter a demanda energética durante o periodo andxico (STOREY,

1987). Nas tartarugas, ao contrdrio, a tolerancia a diminuicao da PO, estd relacionada a
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uma reducdo da atividade metabdlica cerebral (LUTZ, 1992; LUTZ & NILSSON,
1997).

Esta depressdo metabolica cerebral observada nas tartarugas inclui um channel
arrest (reducdo na permeabilidade dos canais iOnicos) e uma grande liberacdo do
neurotransmissor inibitdrio dcido y-aminobutirico (GABA). Além disso, ndo ocorre uma
liberacdo massiva de glutamato, um neurotransmissor excitatério que quando liberado
em grande quantidade tem efeitos excitotoxicos sobre o tecido nervoso (NILSSON et
al., 1990; NILSSON & LUTZ, 1991; JACKSON, 2000). A liberagdo massiva de
glutamato é uma das principais causas de danos ao SNC de animais intolerantes a
anoxia, como a maioria dos mamiferos (BOUTILIER, 2001) e por isso, os mecanismos
envolvidos nesse processo sao bastante investigados. A reducao da atividade da enzima
glutamato desidrogenase (GDH), por exemplo, observada no encéfalo de tartarugas
durante a anoxia pode estar relacionada a uma queda na producdo de glutamato
(WILLMORE et al., 2001).

Apesar da possibilidade de reducdo na atividade da enzima produtora de
glutamato, parece que o principal mecanismo envolvido na liberacio massiva deste
neurotransmissor é a chamada despolariza¢do andxica. A reducdo dos niveis de ATP
provocada pela anoxia causa uma reduciio na atividade da bomba Na'/K'-ATPase e
conseqiiente aumento da concentracio extracelular de K*, levando a membrana
neuronal a despolarizacdo e subseqiiente liberacdo de glutamato (LUTZ & STOREY,
1997; BOUTILIER, 2001). Para evitar isso, parece os animais tolerantes a anoxia
defendem a manuten¢do das concentragdes teciduais de ATP ou da carga energética. A
tartaruga mantém a carga energética estabilizada desencadeando uma depressao
metabdlica cerebral (LUTZ, 1992; LUTZ & NILSSON, 1997; LUTZ & STOREY,

1997; BOUTILIER, 2001). Nos peixes do género Carassius a carga energética cerebral
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€ mantida por uma ativacdo glicolitica (STOREY, 1987), embora a liberacdo de GABA
também aumente durante o evento andxico no cérebro deste peixe (HYLLAND &
NILSSON, 1999).

Além da manutencdo da carga energética, mecanismos distintos podem ser
utilizados para evitar a liberagcdo massiva de glutamato. Na rd Rana pipiens, uma
espécie levemente tolerante a anoxia, as concentragdes de ATP caem para cerca de 20%
durante 1 h de anoxia, porém a ra resiste a auséncia de oxigénio por um periodo
adicional de 2 h. Somente ao final destas 3 h em anaerobiose ocorre liberacdo massiva
de glutamato, mesmo que o ATP esteja reduzido desde o inicio do processo (LUTZ &
REINERS, 1997).

Estudos dessa natureza nao t€m sido realizados no SNC de invertebrados. Seria
interessante saber se existe uma relacdo entre a possivel estratégia de depressdo
metabdlica e a liberacio do neurotransmissor GABA no SNC de Megalobulimus
abbreviatus durante a anoxia. O aumento da liberacdo deste neurotransmissor inibitdrio
poderia suprimir o gasto energético neural e evitar a despolarizagdo andxica.

Independentemente do mecanismo utilizado para manter a carga energética
(ativagdo ou depressdo metabdlica), e evitar a despolarizacdo andxica, a regulacdo
glicolitica é um dos pontos-chave para um organismo enfrentar a anaerobiose. Diversos
pontos da glicélise podem participar da regulagdo da via durante o estresse anaerdbico.
Um dos aspectos mais importantes para essa regulacdo é o suprimento da via com o
substrato glicose. A glicose celular pode ser proveniente do glicogénio tecidual ou da
captacao, ou seja, o transporte do substrato através da membrana.

No cérebro dos peixes teledsteos a capacidade glicolitica é bastante elevada,
com a glicose exdgena atuando como a principal fonte para a producdo energética (ou

sintese de glicogénio) tecidual (para revisdao ver SOENGAS & ALDEGUNDE, 2002).
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Esta elevada capacidade glicolitica cerebral intensifica-se durante periodos de hipoxia
no teledsteo Scorpaena porcus (LUSHCHAK et al., 1998). No peixe-dourado Carassius
auratus submetido a 24 h de anoxia, o cérebro é o Unico 6rgdo que apresenta uma
elevacdo na porcentagem GFa (em comparacdo com figado, rins, branquias, baco,
coragdo, musculo esquelético vermelho e miusculo esquelético branco), sugerindo
mobilizacdo do glicogénio cerebral. Além disso, de maneira inversa aos demais 6rgaos,
cérebro e coracdo apresentam uma elevacdo do metabdlito ativador da PFK, a frutose-
2,6-bifosfato. Enquanto os resultados sugerem uma ativacdo da via glicolitica no
coragdo e no cérebro, parece que a atividade da via estd reduzida em 6rgdos como
figado, baco, branquias e rins, o que estaria relacionado a uma depressdao metabdlica
geral no peixe, ausente no coragdo e no cérebro (STOREY, 1987). Isto deixaria a
glicose circulante totalmente disponivel para estes dois 6rgaos.

Estes resultados demonstram, que além do estudo da GF, seria importante saber
0 que acontece com a captacdo de glicose no SNC de Megalobulimus abbreviatus
durante a anoxia, j4 que nesta situacdo a concentracdo de glicose hemolinfatica
encontra-se elevada (DIAS, 2000; DE FRAGA et al., 2004).

O estudo destes processos reguladores do fornecimento de substrato energético
para a via glicolitica, torna-se mais importante quando se considera que um mesmo
tecido de molusco pode apresentar respostas metabdlicas completamente distintas
dependendo da duracdo da anoxia. Na fase inicial de anoxia (2 h), o hepatopancreas e o
musculo pedioso do caracol terrestre Otala lactea demonstram uma ativagdo glicolitica,
com elevacao da atividade piruvato quinase (PK). Durante a anoxia prolongada (14 h),
ao contrdrio, ocorre uma reducdo do fluxo glicolitico e reducdo da atividade PK
(CHURCHILL & STOREY, 1989). O proprio processo regulador da depressdao

metabolica pode ser diferente, dependendo do tempo de exposi¢do andxica. Apos 14,5 h
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de anoxia, o musculo pedioso de Otala lactea apresenta uma reducdo da ligacdo de
vérias enzimas glicoliticas, incluindo hexoquinase (HK), PFK, PK e LDH, as estruturas
subcelulares. Isto poderia ser responsavel pela depressdo metabdlica desse periodo, ja
que as enzimas ligadas estariam organizadas em complexos cataliticos de acdo mais
rapida do que as enzimas soluveis. Por outro lado, a quantidade de enzimas ligadas as
estruturas subcelulares retorna aos valores basais apds 45 h de exposicdo andxica. Desta
forma, a liberacdo das enzimas estaria relacionada aos processos iniciais de depressao
metabodlica, enquanto outros mecanismos regulatérios como aqueles causados por
fosforilagdo/desfosforilacdo participariam da depressio metabdlica em longo prazo
(BROOKS & STOREY, 1990).

Baseado nesses dados, torna-se importante estudar pelo menos dois periodos de
anoxia (um curto e um mais longo) para saber se 0 SNC de Megalobulimus abbreviatus
utiliza estratégias temporais distintas para enfrentar a anaerobiose.

Por outro lado, além de resistir a auséncia de oxigénio, os animais tolerantes a
anoxia precisam ser capazes de enfrentar o periodo de reoxigenagdo posterior ao
estresse andxico. Diversos trabalhos procuram avaliar as mudancas ocorridas durante a
fase aerébia de recuperacdo do animal. A fase de recuperacdo € de grande importancia
funcional para o organismo, pois € nesse periodo que os produtos do metabolismo
anaerobio precisam ser reoxidados ou excretados e as reservas energéticas utilizadas
durante a anoxia precisam ser restabelecidas (ELLINGTON, 1983).

Dois processos basicos ocorrem durante o periodo de recuperagdo, permitindo o
retorno de um organismo ou tecido a condicdo metabdlica anterior a anoxia: 1- o
restabelecimento das concentragdes de ATP e de fosfogénios e 2- a distribui¢do dos
produtos finais do metabolismo anaerdbio para excrecdo, oxidagdo ou reconversao para

substratos anaerdbios. Além disso, outros ajustes devem ser realizados, como o
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referente ao pH intracelular, reduzido pelo acimulo de produtos finais dcidos. Uma
manifestacdo de todos esses processos celulares reflete-se no fendmeno do débito de
oxigénio. Durante o periodo de recuperacdo aerdbia pds-anoxia existe, em
invertebrados, uma fase de consumo de oxigénio acima dos valores normais, o que pode
indicar que a energia necessdria para o periodo de recuperacdo seja produzida
essencialmente de forma aerébia (ELLINGTON, 1983).

Nos ganglios cerebrais de Megalobulimus abbreviatus a atividade GFa, reduzida
as 3 h de anoxia, retorna as condicdes basais durante a recuperacdo aerdbia, juntamente
com a concentragdo de glicose hemolinfética, que se encontrava elevada durante a
exposicao andxica. Nao foi verificada variacdo na concentracdo de glicogénio durante a
fase de recuperacdo. Porém, ocorreu uma reducdo significativa na concentracdo de
glicose livre a 1,5 h de recuperagdo aerdbia, valor que retornou ao normal nos periodos
subseqiientes de recuperacdo (DE FRAGA et al., 2004). Esses resultados sugerem uma
ativacdo do SNC, tecido responsével pela reorganizacdo metabdlica do animal durante a
fase de recuperacdo.

Por outro lado, o fendmeno do débito de oxigénio durante a fase de
reoxigenacdo pode levar os animais ou alguns 6rgdos, como o sistema nervoso, a outros
problemas. Uma questdo importante que envolve a fase de reoxigenacdo € a possivel
elevacdo da producgdo de espécies ativas do oxigénio (EAOs). Este aumento pode estar
relacionado a producdo aerdbia de energia durante o periodo. A reducdo da
concentracdo de glicose livre durante a fase de recuperagdo, relacionada a uma ativagcao
do SNC de Megalobulimus abbreviatus pode indicar que o consumo de oxigénio por
este tecido esteja elevado. Para evitar a geragdo de um estresse oxidativo durante a fase
de reoxigenacdo, organismos que estdo expostos a constantes ciclos de

anoxia/reoxigenacdo precisam desenvolver mecanismos de defesa antioxidante
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eficientes. Uma das formas para isso seria a elevacao da atividade de diferentes enzimas
antioxidantes durante a fase de hipéxia/anoxia, preparando o organismo para evitar um
possivel estresse oxidativo durante a fase de reoxigenacdo (HERMES-LIMA &
STOREY, 1995; HERMES-LIMA et al., 1998). Um aumento da atividade do SNC do
caracol durante a fase de reoxigena¢do, mantido com o uso do metabolismo aerdbico,
levanta a possibilidade de que a producdo de EAOs esteja elevada durante esta fase.

A formacao de espécies do oxigénio altamente reativas pode ser letal para as
células, iniciando rea¢des em cadeia para a formacgdo de radicais livres, os quais podem
danificar os componentes celulares como proteinas, acidos nucléicos e lipidios de
membrana, interferindo, desta forma, na funcdo celular (STOREY, 1996b). Animais
sujeitos a ciclos de anoxia/reoxigenagdo, como alguns moluscos, estdo constantemente
expostos a este tipo de estresse, se ndo estiverem preparados para enfrentar o aumento
da geracdo de EAOs durante a fase de reoxigenacdo. Além disso, como um dos
mecanismos para enfrentar a anoxia € o ingresso do animal em um estado de depressao
metabolica, o retorno para um ambiente com alto teor de oxigénio poderia ser bastante
danoso.

Assim, também € importante analisar o comportamento das principais enzimas
antioxidantes durante a anoxia e a reoxigenacdo no SNC de Megalobulimus
abbreviatus.

A super6xido dismutase (SOD) catalisa a reac@o entre dois anions superdéxido

(dismutacdo) para a formacdo de peréxido de hidrogénio, conforme a reacdo abaixo:

SOD
(A) 20, + 2H" — H,O, + O,
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As enzimas catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) sdo catalisadoras das
reacoes de reducdo do peroxido de hidrogénio e dos hidroper6xidos organicos,

respectivamente. Na reacdo da GPx a glutationa reduzida (GSH) torna-se oxidada

(GSSQG).
CAT
(B) 2 H202 —> 02 + Hzo
GPx
(®) R-OOH +2GSH — R-OH + GSSG + H,O

No SNC de Megalobulimus abbreviatus existe uma variagdo circadiana na
atividade SOD, enquanto a GPx mantém-se estdvel ao longo do ciclo claro/escuro. No
coragdo deste caracol, as duas enzimas, SOD e GPx, mantém uma atividade constante
ao longo do dia (BAMBINI Jr., 2007). Nesse tecido, porém, ja foi observado que a
enzima CAT apresenta uma atividade extremamente elevada, cerca de 10° vezes
superior a encontrada no coragao de ratos (MORGAN MARTINS, 1997).

Para evitar diferengas metabdlicas em relagdo ao periodo de alimentagdao dos
animais, que ocorre a noite, trabalhos prévios no SNC de Megalobulimus abbreviatus
tém iniciado os experimentos de anoxia sempre em um mesmo horério. Porém, isso faz
com que alguns grupos de animais sejam dissecados durante a noite, o que leva a
necessidade de um cuidado experimental quanto a possiveis variacoes circadianas (DE
FRAGA et al., 2004). Além do ritmo da atividade SOD observado no SNC do caracol
Megalobulimus abbreviatus (BAMBINI Jr., 2007), ritmos circadianos da atividade
neural t€m sido descritos para diversas espécies de moluscos, entre outros
invertebrados.

A quimiossensibilidade do caracol Helix pomatia a sacarose e ao cloreto de

sodio varia ao longo do ciclo claro/escuro com as respostas neurais maximas observadas
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N

durante a escotofase, periodo de maior atividade do animal (VOSS et al., 1997). O
padrdo comportamental de maior atividade noturna também se reflete no aumento da
atividade de enzimas. A atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase
(SDH) aumenta durante a escotofase no SNC da lesma Laevicaulis alte, refletindo o
provimento da energia necessdria para a elevada atividade do sistema nervoso durante a
atividade motora do animal (PAVAN KUMAR et al., 1982). O mesmo fendmeno pode
ser observado no coracdo do escorpido Heterometrus fulvipes (uma espécie de habitos
noturnos), onde o pico de atividade GF € atingido no inicio da escotofase JAYARAM
etal., 1977).

Variagcdo circadiana na distribuicdo da GFa também ji foi demonstrada no
hipocampo de ratos. Além disso, a exposicdo dos animais ao campo aberto antes do
sacrificio dos mesmos na fase clara do ciclo ndo provocou uma elevacio na
concentracdo de neurotransmissores conhecidos como glicogenoliticos (noradrenalina,
serotonina, histamina) e que seriam importantes na ativacdo da enzima GF durante o
periodo em que os animais se encontram acordados e ativos, fase escura do ciclo para
ratos. Parece que nesse caso, a GFa € regulada principalmente pela fase do dia, mais do
que pela condi¢do comportamental (acordado e ativo) do animal (HARLEY & RUSAK,
1993). A ativagdo circadiana da GFa também pode ser evidenciada em areas do sistema
nervoso de hamsters que estdo ativadas durante a fase clara do ciclo, como as dreas de
projecdo da retina no hipotdlamo (HARLEY et al., 2001).

Dessa forma, além dos cuidados em relacdo ao periodo alimentar dos animais, 0s
estudos de anoxia devem levar em consideracdo possiveis mudancas metabdlicas
reguladas de modo circadiano, o que torna necessario a utilizacdo de animais controle
dissecados nos mesmos horarios dos animais tratados (submetidos a anoxia e/ou a

reoxigenacao).



2. JUSTIFICATIVA

O sistema nervoso de Megalobulimus abbreviatus tem sido caracterizado através
de estudos morfolégicos (DONELLI et al., 1998; FACCIONI-HEUSER et al., 1999;
NOBLEGA er al., 2003; FACCIONI-HEUSER er al., 2004) neuroquimicos e
fisiol6gicos (ZANCAN et al., 1994; ZANCAN et al., 1997; SANTOS et al., 2002; DE
FRAGA et al., 2004; ACHAVAL et al, 2005; DOS SANTOS et al., 2005;
SWAROWSKY et al., 2005; NOBLEGA et al., 2006; GASPAR et al., 2007) realizados
por nosso grupo de pesquisa.

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

Trabalhos comparando a atividade neuronal basal de Megalobulimus
abbreviatus com a atividade em resposta as situacdes ambientais adversas, como a
anoxia ambiental e a sua fase de recuperagdo, comecaram a ser realizados, através da
andlise histoquimica da atividade de enzimas participantes do metabolismo de
carboidratos, como a GF e a LDH (DE FRAGA et al., 1998; DE FRAGA et al., 1999;
FRAGA et al, 2000; DE FRAGA, 2002) e através da determinagdo bioquimica da
concentracdo de glicogénio e de glicose livre tecidual (DE FRAGA, 2002; DE FRAGA
etal.,2004).

Assim, em vista do considerdvel interesse existente sobre os mecanismos que
promovem a tolerdncia a hipéxia ou anoxia, da escassez de trabalhos sobre o

metabolismo energético no SNC de moluscos, organismos altamente tolerantes a
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anoxia, € em continuidade aos estudos que vém sendo realizados com o modelo
experimental Megalobulimus abbreviatus tornou-se relevante a execucdo do presente

trabalho.



3. OBJETIVOS

Em vista do acima exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral analisar
as possiveis mudancas metabdlicas no SNC do caracol Megalobulimus abbreviatus
induzidas pela variacdo circadiana ou pela exposicdo dos animais as condi¢des anoxicas

e de recuperacgdo aerdbia pds-anoxia, tendo os seguintes objetivos especificos:

I - Analisar a influéncia circadiana na atividade do sistema nervoso de
Megalobulimus abbreviatus (principalmente em relacdo ao metabolismo de
carboidratos), objetivando reorganizar o desenho experimental para os protocolos de
anoxia. Para isso, foi avaliada histoquimicamente a atividade da enzima GFa no SNC do
caracol, além da concentracdo de glicose hemolinfitica em animais submetidos as
variagdes do ciclo claro/escuro normais do laboratério € em animais submetidos a

escuridio constante.

II - Tragar um perfil do metabolismo de carboidratos no SNC do caracol durante
a anoxia e a reoxigenacao, através da determinacdo da atividade das enzimas-chave dos
processos de sintese e mobilizagao do glicogénio (glicogénio sintase e fosforilase) e da

andlise da capacidade de captagao de glicose e de sintese de glicogénio.

III — Verificar a capacidade de oxida¢do mitocondrial de substratos energéticos
durante a anoxia e a recuperacio, pela medida da formacdo de '*CO, a partir de glicose
e piruvato marcados radioativamente, e pela andlise histoquimica da atividade da

enzima COx.
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IV - Avaliar possiveis alteracbes no padrao de atividade das enzimas

antioxidantes SOD, GPx e CAT durante a anoxia e a reoxigenagao.

V - Analisar semiquantitativamente a possibilidade de alteracdes na
imunorreatividade ao neurotransmissor GABA, em diferentes regides do SNC de

Megalobulimus abbreviatus, durante a anoxia e a reoxigenacao.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

Foram utilizados caracdis pertencentes a espécie Megalobulimus abbreviatus,
coletados nos municipios de Charqueadas e de Barra do Ribeiro (RS). Os caracdis
pesaram 57,48+0,85 g e suas conchas mediram 71,62+0,32 mm de comprimento e
38,20+0,12 mm de largura (valores expressos como médiaterro padrdo). Todos os
caracéis utilizados eram adultos, fato caracterizado por possuirem a concha com o
peristoma refletido. Os animais foram mantidos em terrarios telados no Laboratério de
Neurobiologia Comparada (Departamento de Fisiologia, UFRGS), alimentados
diariamente com alface e dgua ad libitum sob condi¢des controladas de temperatura (22-
26°C) e fotoperiodo (12 h claro/12 h escuro; fotofase: 7 h — 19 h). A variagdo da
temperatura apresentada acima foi circadiana: durante a escotofase, a temperatura
permanecia proxima aos 22°C; durante a fotofase, devido ao aquecimento provocado
pelas lampadas do sistema de fotoperiodo, a temperatura das caixas dos animais foi de
26°C. A terra dos terrarios foi revolvida freqiientemente e regada diariamente com dgua
para que a umidade para os animais fosse mantida elevada. Um umidificador foi
colocado na sala onde os animais foram mantidos, visando a manutencao da umidade. A
troca da dgua e da alimentacdo e o processo de umidificacdo da terra foram realizados
sempre no final da tarde, ap6s as 16:30 h. Ap6ds a coleta no campo, os animais sofreram
um periodo de aclimata¢do de no minimo 20 dias sob as condi¢des acima citadas antes
de serem utilizados para os experimentos.

Os experimentos foram realizados durante todas as estagdes do ano. Entretanto,

a padronizagdo das condicdes de manutencao dos caracdis no laboratério e o periodo de
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aclimatacdo ao qual os mesmos foram submetidos antes dos experimentos, objetivaram
excluir possiveis diferencas relacionadas a variacdo sazonal do metabolismo de
carboidratos.

Todos os animais foram tratados conforme a Lei Federal n° 6638 de 8 de maio

de 1979, que regulamenta o uso de animais para a pratica diddtico-cientifica.

4.2. ANOXIA

O procedimento de anoxia experimental seguiu o protocolo descrito em
trabalhos anteriores (DE FRAGA, 2002; DE FRAGA et al., 2004).

Todos os animais submetidos aos procedimentos experimentais foram retirados
dos terrarios no inicio da manha (entre 7 h e 7:30 h). Apés a retirada, os animais foram
lavados, pesados e as dimensdes das conchas verificadas. Em seguida, todos os animais
foram colocados em caixas plasticas (40 cm de comprimento, 32 cm de largura e 18 cm
de altura) e mantidos em jejum até o inicio da tarde (12:30 h - 13:30 h), periodo no qual
a anoxia foi iniciada. Na base das caixas plasticas foi mantida uma camada de cerca de
0,5 cm de 4gua, o que foi denominado por Penha (2001) de “assoalho hidrico”, com o
objetivo de manter umidade suficiente para os caracdis.

Para a anoxia, animais adultos, divididos em grupos de 4 a 5, foram retirados das
caixas onde estavam acondicionados durante o jejum e colocados sobre uma plataforma
plastica perfurada dentro de um dessecador de vidro. Abaixo desta plataforma foram
colocados 500 ml de 4gua para manter umidade suficiente para os caracois. O
dessecador foi fechado hermeticamente e vedado com a colocacdo de uma camada de
vaselina sé6lida no contato da tampa com o frasco do dessecador. Apds o fechamento, o

mesmo foi aerado com nitrogénio por 10 minutos, através de uma tubulacao superior de
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pequeno didmetro diretamente ligada a um tubo de nitrogénio (esse tempo foi suficiente
para que o nivel de O, chegasse a 0%). A saida lateral da tampa do dessecador foi
mantida aberta durante a aeracdo para que o ar do interior do mesmo pudesse ser
expelido. A PO, foi monitorizada durante todo o periodo andxico com o uso de um
oximetro (WPI — modelo OXEL-1/ISO,), mantendo-se 0% de O, durante os periodos
experimentais. O eletrodo de oxigénio acoplado ao oximetro foi colocado dentro do
dessecador através da mesma abertura superior pela qual entrava a tubulacdo de
nitrogénio. Apds os 10 minutos de aeracdo com nitrogé€nio a abertura lateral da tampa
do dessecador foi fechada e a contagem dos tempos de anoxia iniciada. Os animais
foram mantidos em anoxia pelos periodos de 3 h ou 12 h. Decorridos os tempos de
anoxia os animais foram dissecados para a obtencdo do SNC (ver abaixo). Para a
reoxigenacdo, um grupo de animais foi exposto a anoxia por 3 h e, em seguida,
submetido a um periodo de recuperacdo aerdbia de 15 h (grupo reoxigenacdo). Para
isso, os animais foram retirados do dessecador e colocados novamente em caixas
plasticas com assoalho hidrico, nas condicdes aerdbias do laboratério. Depois de
decorrido o periodo de recuperacdo, os animais foram dissecados.

O grupo chamado de controle ou grupo norméxia foi mantido nas mesmas
condi¢des alimentares, ambientais e de manipulagdo dos animais submetidos a anoxia
ou reoxigenacdo. Ou seja, esse grupo foi submetido, durante o periodo experimental, ao
mesmo processo dos animais mantidos anoxia, sendo colocado em recipientes de vidro
nas mesmas condi¢des de um dessecador onde permaneceram os animais tratados,
porém em condi¢des aerdbias. O grupo controle ou norméxia foi dissecado juntamente
com O grupo anoxia ou reoxigenagdo relativo ao mesmo periodo de experimento. O
objetivo desse grupo foi verificar se diferencas encontradas ao longo dos experimentos

deviam-se exclusivamente a anoxia, ou se o jejum, a manipulacdo e o isolamento do
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terrario, no qual os animais podiam permanecer enterrados (estresse experimental),
também exerceram algum efeito sobre os caracdéis (pois o grupo submetido a anoxia foi
exposto a todos os fatores descritos). Além disso, a existéncia de animais controle
dissecados no mesmo hordrio dos animais tratados (grupos anoxia e reoxigenacao),
exclui o possivel efeito da variacdo circadiana sobre os resultados obtidos.

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

Durante todo o procedimento de anoxia ou recuperacdo, a temperatura foi
mantida em 24%+1°C. Os periodos de tempo utilizados neste estudo foram escolhidos
para facilitar a comparagdo com trabalhos anteriores, principalmente com aquele
realizado por Dias (2000), o qual estudou o efeito da anoxia sobre tecidos de reserva e
coragdo do caracol Megalobulimus abbreviatus, € o realizado por De Fraga et al.,
(2004) que analisou o sistema nervoso do caracol frente as mesmas condi¢des de

anaerobiose.

4.3. VARIACAO CIRCADIANA

Para o estudo da variagdo circadiana os animais, mantidos em condicdes basais,

foram retirados do terrdrio, crioanestesiados (5 min), rapidamente pesados e medidos, e

processados da mesma forma que os animais submetidos a anoxia. Os experimentos de
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variacdo circadiana foram realizados em quatro diferentes hordrios: 7 h (inicio da
fotofase), 13 h (no meio da fotofase), 19 h (inicio da escotofase) e 1 h (meio da
escotofase). O objetivo do grupo submetido a variagdo circadiana foi verificar se esta
variavel poderia, de alguma maneira, influenciar os resultados encontrados nos animais
do grupo anoxia (ja que os experimentos iniciaram sempre no mesmo hordrio e alguns

grupos foram dissecados a noite).

4.4. LIVRE-CURSO

Além do grupo de animais analisado em quatro diferentes hordrios do ciclo
claro/escuro, um grupo de caracdis foi mantido por 20 dias sob condi¢des de escuridao
constante. Todas as demais vardveis experimentais foram as mesmas utilizadas nos
animais expostos a variacao de fotoperiodo de 12 h claro/12 h escuro. Apds o periodo
de aclimatacdo, os animais foram sacrificados nos mesmos hordrios relativos ao grupo
mantido sob variacdo de fotoperiodo (7 h, 13 h, 19 h, 1 h), e o SNC e a hemolinfa
processados para a técnica histoquimica da GFa e para dosagem da glicemia,
respectivamente. O objetivo desse grupo foi verificar qual o efeito da luz sobre a
sincronizagdo dos ritmos didrios da atividade GFa e da concentracdo de glicose

hemolinfatica.

4.5. OBTENCAO DO SISTEMA NERVOSO E COLETA DA HEMOLINFA

Decorridos os tempos experimentais, os animais foram crioanestesiados por 5

minutos para a obten¢do do SNC. Apds a remocdo cuidadosa de uma volta e meia da

concha, a hemolinfa foi coletada (para os grupos variagdo circadiana e livre-curso),
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através de uma puncao cardiaca, com o uso de uma seringa heparinizada. Depois deste
procedimento, o manto anterior € o diafragma foram seccionados expondo os 6rgaos
internos. Para as andlises bioquimicas foram retirados o par de ganglios cerebrais,
localizados dorsalmente ao es6fago e o complexo ganglionar subesofageal (constituido
pelos pares de ganglios pedais, pleurais, parietais e pelo ganglio visceral, impar). Para
as andlises histoquimicas, foi utilizado apenas o par de ginglios cerebrais (Fig. 1). Os
ganglios bucais ndo foram utilizados para as determinagdes bioquimicas, pois devido ao
tamanho muito reduzido, dificilmente consegue-se realizar sua dissecacdo sem a
retirada de certa quantidade de tecido muscular, o que pode influenciar as dosagens.
Para as técnicas histoquimicas e de imunoistoquimica, foram utilizados somente os
ganglios cerebrais, pois para a realizacdo da andlise densitométrica todos os cortes
precisam ser incubados ao mesmo tempo, e a captura das imagens realizada logo apds o
procedimento histoquimico. Esse procedimento seria invidvel com a utilizacdo de todos

os ganglios.

4.6. PROCEDIMENTOS HISTOQUIMICOS

4.6.1. GLICOGENIO FOSFORILASE, FORMA ATIVA

Para o estudo histoquimico da atividade GFa, os ganglios cerebrais foram
rapidamente retirados e congelados em meio especial para congelamento de tecidos
(“Tissue-tek”, Leika) para posterior sec¢cdo horizontal (25 um de espessura a -18°C) em
criostato (Leitz 1720 digital). Os cortes seriados foram montados em laminas
gelatinizadas. Para a demonstracdo da atividade enzimatica foi utilizada a técnica de

Woolf et al. (1985): os cortes foram incubados, por 30 minutos, a 37°C, em um meio
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contendo 5,4 mM de etilenodiaminotetracetato dissédico (EDTA), 38 mM de fluoreto
de sodio (NaF), ImM de dextran (PM: 40.000, Sigma), 26,3 mM de o-D-glicose-1-
fosfato (Sigma) em 90 ml de tampao aceto-acetato 0,1 M, pH 5,6. O volume final dessa
solucdo foi completado para 100 ml e o pH ajustado para 6,0. A adicdo de EDTA, um
quelante de fons Ca*™*, ao meio de incubacdo serviu para prevenir a ativacio da
fosforilase b quinase. O NaF inibe a desfosforilacdo da GFa pela fosfatase e o dextran
funciona como um substrato para aceitar a ligacdo da glicose-1-fosfato. Apds o periodo
de incubacdo, as laminas foram fixadas em etanol 40% (3 min) e tratadas por 2 min com
solucdo de lugol, acrescido de sacarose 11%, para revelar a atividade enzimatica.
Alguns cortes foram incubados sem o substrato glicose-1-fosfato para a obtencdo de um
controle da reacdo enzimética. Nesse caso, nao foi observada rea¢do enzimatica. Apos a
remog¢ao da solucdo de lugol com solugdo salina (NaCl 0,9%), as laminas foram
montadas com gelatina-glicerina (Kaiser), sendo cobertas com laminulas. A reagdo
positiva foi evidenciada por uma coloracdo variando de marrom a azul violdcea no
citoplasma das células. Nesse procedimento in vitro, a atividade GFa catalisa a
formacao das ligagdes a-1,4 do glicogénio, a partir da glicose-1-fosfato (IBRAHIM,
1975), ou seja, a enzima estd trabalhando de forma inversa, o que ndo impede que a
reacdo histoquimica se infira sobre a quantidade de atividade GFa. Este mesmo
procedimento foi utilizado para a verificagio da atividade GFa no SNC de
Megalobulimus abbreviatus submetido a anoxia (DE FRAGA, 2002; DE FRAGA et al.,

2004).
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4.6.2. CITOCROMO OXIDASE

Para o estudo da citocromo oxidase, os ginglios nervosos centrais foram
rapidamente retirados, congelados em meio especial para congelamento de tecidos
(“Tissue-tek”, Leika), seccionados horizontalmente em criostato (Leitz 1720 digital) a
20 wm de espessura (-18°C) e montados em laminas gelatinizadas. Para a demonstragéo
da atividade enzimadtica foi utilizado o método de Wong-Riley (1979). As laminas
montadas foram incubadas em um meio contendo 200 ml de tampao fosfato 0,1 M, pH
7,4, 100 mg de diaminobenzidina (DAB), 50 mg de citocromo ¢, 40 mg de catalase e 8
g sacarose, durante 2,5 h. A reacdo enzimadtica foi visualizada in situ através de uma

coloragao marrom varidvel de acordo com a intensidade da atividade enzimatica.

4.7. PROCEDIMENTO DE IMUNOISTOQUIMICA PARA O GABA

Ap6s a retirada do tecido nervoso, os ganglios foram fixados em uma solugdo de
paraformaldeido 4% diluido em tampao fosfato 0,1M, pH 7.4 (TF) por 4 h a
temperatura ambiente. Apés a fixacdo, os tecidos foram crioprotegidos em solucdes de
sacarose 15 e 30%, diluidas em TF e mantidas a 4°C, por 18 h. Apds, os ganglios
cerebrais foram congelados em meio especial para congelamento (‘“Tissue-tek”, Leika)
para posterior seccdo horizontal em criostato (Leitz, 1720 digital, -18°C) a 50 um de
espessura. Os cortes free-floating foram coletados em frascos de vidro contendo tampao
fosfato salino (PBS) a 4°C, sendo, em seguida, submetidos ao procedimento de
imunoistoquimica para o neurotransmissor GABA.

Para a demonstracdo da imunorreatividade ao GABA foi utilizada a técnica do

anticorpo ndao marcado de Sternberger (1979). Inicialmente, os cortes receberam um
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pré-tratamento para bloquear a atividade da peroxidase enddgena e sitios inespecificos
de unido dos anticorpos antes da incubagcdo com o anticorpo primdrio. A atividade da
peroxidase endégena foi bloqueada com o tratamento dos cortes em uma solucdo de
metanol 10% diluida em solug¢do de peréxido de hidrogénio 3% e preparada em PBS
durante 30 minutos, a temperatura ambiente e sob agitacdo constante. Apds duas
lavagens de 15 minutos em PBS, os cortes foram pré-incubados com soro normal de
cabra (animal doador do 2° anticorpo) por 30 minutos para bloquear os sitios de
ligacOes inespecificas. O soro foi preparado em uma concentragdo final de 3% em
Triton X-100 0,4% (Sigma) diluido em PBS (PBS-T). O triton é um detergente que
favorece a penetracdo dos anticorpos nas células do tecido.

Em seguida, foi iniciada a incubacdo com o anticorpo primdrio anti-GABA
(Sigma), policlonal, desenvolvido em coelho, e diluido em PBS-T na concentracdo de
1:1000. A incubacdo teve duragdo de 48 h sendo realizada a 4°C sob agitacdo constante.
Apo6s lavagem dos cortes em PBS-T, os mesmos foram incubados com o anticorpo
secundério IgG anti-coelho desenvolvido em cabra (Sigma) na concentragdao de 1:100
em PBS-T durante 60 min a temperatura ambiente e sob agitacdo constante.

Ap6s nova lavagem em PBS-T, os cortes foram incubados com o compelxo PAP
(peroxidase antiperoxidase) (Sigma) 1:500 em PBS-T, durante 90 minutos. O complexo
PAP reage imunologicamente com o anticorpo secunddrio, o qual, por sua vez,
reconhece o anticorpo primdrio. Por esse motivo, o anticorpo secundario € também
chamado de “ponte”. O complexo PAP € solivel e consta de trés moléculas de
peroxidase de rabanete (HRP), por cada duas moléculas de antiperoxidase.

A HRP foi revelada pelo método histoquimico de Graham & Karnovsky (1966)
por combinar-se com o substrato, o per6xido de hidrogénio (H,0,), resultando em um

complexo HRP-H,0,, que pode oxidar diferentes cromdgenos. A oxidagcdo desses
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cromdgenos resulta em um precipitado corado. No presente estudo foi utilizado o
cromdégeno DAB. Assim, para a revelacido da reacdo imunoistoquimica os cortes foram
incubados em uma solu¢do de DAB (Sigma) 0,06% em PBS e em uma solucdo de H,O,
10% em &gua deionizada. Para isso, os cortes foram incubados por 10 minutos na
solucdo de DAB, sendo acrescentada, logo em seguida, a solu¢do de H,O, (0,005%,
concentracdo final). Os cortes permaneceram neste meio por 10 minutos para o
aparecimento de um precipitado de cor parda.

Depois da revelagdo, os cortes foram lavados em PBS e coletados em laminas
tratadas com gelatina cromo-alimen. Apds a desidratagdo em etanol e diafanizacdo com
xilol, as laminas foram montadas com balsamo do Canada e laminulas.

Para a determinacdo da especificidade da imunorreacdo, alguns cortes foram

incubados sem o anticorpo primdrio e nenhuma rea¢do imunoistoquimica foi observada.

4.8. DENSITOMETRIA OPTICA

A atividade das enzimas descritas acima e a imunorreacio ao GABA foram
observadas em laminas contendo os cortes dos ganglios cerebrais dos animais. As dreas
escolhidas para a anélise (Fig. 02) foram 1- o lobo pedal, uma regido cortical de um
lobo ganglionar, onde se localizam os corpos celulares neuronais. Por serem neurdnios
unipolares, a integracdo sindptica ocorre nas regides centrais ganglionares. Duas dessas
regides foram escolhidas para a anélise, 2- o neuropilo lateral adjacente a regido cortical
do lobo pedal, que € a regido de projecdo dos somas do lobo pedal e 3- uma regidao
neuropilar central, a qual envolve integracdo de diferentes regides cerebrais. As células

gliais sdo encontradas tanto nas dreas corticais quanto neuropilares dos ganglios.
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A intensidade da coloragdo do produto da reacdo foi analisada por densitometria
Optica em sistema de andlise de imagens do Laboratério de Andlise de Imagens
(Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, UFRGS), através do programa Image Pro-
Plus 4.1 (Media Cybernetics, USA). A realizacdo desta andlise semiquantitativa foi feita
com o acoplamento de uma camera SAMSUNG Pro-Series High Performance CCD a
um microscopio Nikon Eclipse E-600. A camera foi ligada a um computador contendo
o programa acima descrito. As laminas histologicas foram analisadas e as imagens do
campo visual contendo as regides de interesse foram capturadas com a utilizagdo de
uma lente objetiva de 10X. Apds a captura das imagens, as mesmas foram convertidas
para imagens digitais dentro de uma escala de 256 tons de cinza onde o nivel de cinza
de cada pixel variava de O (preto) - 255 (branco). Cada regido neuropilar de interesse foi
determinada com a colocacdo de um retdngulo de tamanho pré-determinado sobre a
mesma. Para a quantificacdo da atividade COx e imunorreatividade ao GABA nos
somas neuronais do lobo pedal, foi realizada uma medida de cada soma da édrea de
interesse € a média da intensidade de todos os somas da regido foi usada para as
andlises.

A area do retangulo constituiu a chamada AOI (4rea de interesse optico). A AOI
sempre deve ter um determinado tamanho que forneca uma amostra representativa da
regido de interesse, ndo podendo ter um tamanho muito menor (que ndo seria
representativo) nem um tamanho maior do que a estrutura a ser analisada. Para a andlise
das enzimas GFa e COx foram utilizadas uma AOI de 100 um X 100 wm para o
neuropilo lateral, e de 200 um X 200 wm para o neuropilo central. Para a andlise do
GABA, foi utilizada apenas uma AOI de 300 um X 300 wm, a qual contemplava os dois
neuropilos. Isso foi feito, pois como a reagdo imunoistoquimica marca apenas fibras

especificas torna-se mais dificil de separar claramente as duas regides neuropilares
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adjacentes. Para a andlise do lobo pedal (regido dos corpos neuronais) também foram
utilizados métodos diferentes, dependendo do padrdo de visualizagdo propiciado pela
reacdo de cada técnica. Assim, para a técnica da GFa, foi usado um retingulo de
tamanho pré-definido (100 um X 50 wm) para a anélise dessa drea cortical. No entanto,
para a COx e para o GABA, cada corpo de neur6nio foi analisado individualmente e a

média de todos os somas neuronais da drea foi utilizada para a anélise estatistica.

500 um

Figura 02. Representacdo esquematica de corte horizontal do par de ganglios
cerebrais do caracol Megalobulimus abbreviatus ao nivel da comissura cerebral
mostrando os locais de colocacdo das dreas de interesse Optico (AOIs) para o estudo da
atividade da forma ativa da enzima glicogénio fosforilase (GFa). As dreas em cinza
representam o local de colocacdo das AOIs referentes as regides do neuropilo lateral (2),
e neuropilo central (3), utilizadas para a verificacao da atividade GFa e COx. As AOIs 2
e 3 correspondem respectivamente as dimensdes de 100 wm X 100 wm, e 200 um X 200
pm. Para a verificagdo da imunorreatividade ao GABA foi utilizada uma tnica AOI de
300 wm X 300 wm, a qual contemplava os dois neuropilos (ndo mostrada). Para a
andlise do lobo pedal (1), regido onde se localizam os corpos neuronais, foi utilizada
uma AOI de 100 wum X 50 um (para a GFa) ou foi feita a andlise individual de cada
corpo neuronal, a média de todos os corpos sendo utilizada para a anélise (ver texto para
detalhes). Abreviaturas: mec: mesocérebro; ppsc: lobo pedal do pds-cérebro; cd:
glandula corpo dorsal; cc: comissura cerebral. Escala: 500um. Orientacao da figura: A:
anterior; P: posterior; E: esquerdo; D: direito (modificado de Zancan, 1996).

Apo6s a colocacdo do retangulo sobre a respectiva regido ou soma, o programa
forneceu a média da intensidade de cinza de todos os pixels da regido delimitada pelo

retangulo, e esse valor foi a base para o calculo da densidade 6ptica. A coloracdo de
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fundo (“background”) foi determinada e utilizada para a corre¢do das leituras de
densidade O6ptica. Todas as condicdes de luminosidade foram mantidas constantes
durante a captura das imagens. Foram utilizados 5 animais para cada um dos grupos
estudados. O nimero amostral relativo a densitometria dptica representa o nimero de
imagens analisadas para aquela regido somando-se todos os animais daquele grupo. A

densidade Optica foi calculada através da seguinte formula:

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

OD: densidade 6ptica;

I (“incident”): intensidade maxima da luz incidental;

B (“black”): intensidade gerada quando nenhuma luz passa através do material;
BGy) (“background”): € a intensidade de fundo em um determinado pixel;

IT,y) (“intensity”): € a intensidade em um determinado pixel da drea analisada.

Como coloragdo de fundo foram utilizadas leituras da bainha de tecido
conjuntivo que envolve os ganglios. Os valores de densidade Optica, obtidos para cada
grupo de animais, foram analisados estatisticamente.

Este mesmo procedimento de densitometria dptica foi utilizado para a anélise da
enzima GFa no SNC de Megalobulimus abbreviatus durante a anoxia (DE FRAGA,

2002; DE FRAGA et al., 2004).
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4.9. DETERMINACOES BIOQUIMICAS

4.9.1. GLICOSE HEMOLINFATICA

ApO6s ser coletada através de uma puncgdo cardiaca com o uso de uma seringa
heparinizada, a hemolinfa foi congelada (-20°C), em tubos de reacao, até a dosagem. Os
niveis de glicose hemolinfitica foram determinados através do método da glicose-
oxidase, com o uso do kit glicose PAP liquiform da Labtest diagndstica em amostras de
hemolinfa de 50 pl. A leitura das absorbancias das amostras foi realizada em
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda (A) de 505 nm. Os resultados foram

expressos em mg/dl.

4.9.2. ATIVIDADE GLICOGENIO FOSFORILASE

Para a determinacdo bioquimica da atividade GF, os ganglios centrais foram
retirados, congelados rapidamente (‘“freeze-clamped”) e estocados a —70°C até o
momento do ensaio.

A atividade enzimdtica foi determinada pelo método de Scapin & Di Giuseppe
(1993), com modificagdes. O mesmo ensaio foi previamente utilizado em nosso
laboratério para a andlise da atividade GF no hepatopancreas do caranguejo C.
granulata (OLIVEIRA et al., 2001) e no coragdo e musculo diafragma do caracol M.
abbreviatus (DIAS, 2000). Os tecidos congelados foram pesados (aproximadamente
500 mg, o que corresponde a um conjunto dos ganglios de 10 animais) e
homogeneizados em uma solu¢do de homogeneizacao para a GF composta por 5 mM de

EDTA, 50 mM de fluoreto de sddio, glicerol 60% e 0,1 mM de fluoreto de
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fenilmetilsulfonila (PMSF, Sigma), pH 6,5, na propor¢do de 1:6 (p/v). Durante toda a
manipulacdo os tecidos foram mantidos em gelo. O homogeneizado foi centrifugado a
800 x g durante 10 minutos a 4°C (centrifuga Sorvall RC-5B). Para os ensaios
bioquimicos foi utilizado o sobrenadante e as determinacOes foram realizadas em
duplicata.

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante resultante foi diluido na proporcao de 1:1
(v/v) em uma soluc¢do de dilui¢do composta de 5 mM de EDTA e 50 mM de fluoreto de
s6dio. O ensaio in vitro da atividade da GF foi realizado na direcdo da sintese do
glicogénio em presenca de alta concentracdo de glicose-1-fosfato, com a quantificacdo
do fosfato inorganico (P1) liberado da glicose no momento da ligacao dessa na molécula
de glicogénio. A atividade GF foi determinada para as duas formas da enzima: a GF
total (GFT = forma ativa “a” + forma inativa “b”) e a GF ativa (GFa, somente a forma
“a” da enzima).

Para determinar a atividade GFT o meio de incubacdo foi composto de 2% de
glicogénio, 100 mM de fluoreto de s6dio, S mM de EDTA, 20 mM de citrato de sédio, 1
M de sulfato de s6dio e 2 mM de AMP. O meio de incubagio para a GFa foi semelhante
ao da GFT com a substitui¢do do sulfato de s6dio e do AMP por 4gua destilada e a
adi¢do de 1 mM de cafeina. O pH dos dois meios foi de 6,5.

Para demonstracdo da atividade GF, 50 pl da amostra diluida foram incubados a
30°C em 100 ul do respectivo meio de reacdo (GFT ou GFa). A reacao foi iniciada pela
adicao de 50 mM de glicose-1-fosfato (concentracao final) e interrompida, apés 30 min,
pela adicdo de 200 pl de acido tricloroacético (TCA) 10%. Uma segunda bateria de
tubos serviu para representar o fosfato basal das solu¢des (branco). Nesses tubos o TCA
10% (200 ul) foi adicionado previamente a adicao de glicose-1-fosfato, dessa forma,

impedindo a ocorréncia da reacdo enzimatica.
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Ap6s o término do ensaio as amostras foram congeladas para posterior dosagem
do Pi liberado. O Pi foi determinado colorimetricamente em espectrofotdmetro pelo
método de Chan et al. (1986). Todo o material usado para a dosagem do Pi foi
cuidadosamente lavado com 4gua deionizada para evitar a contaminacdo com fosfatos.
As atividades da GFT e GFa estdo expressas em nmoles de Pi liberado.mg'l de

P .
proteina.min .

4.9.3. ATIVIDADE GLICOGENIO SINTASE

Para determinacdo da atividade GS os tecidos foram ‘“freeze-clamped” e
estocados a —70°C até o momento do ensaio, da mesma forma que para a GF. A
atividade enzimdtica foi determinada de acordo com o método de Nuttall & Gannon
(1989), com modificagdes. O mesmo ensaio foi previamente utilizado em nosso
laboratério para a andlise da atividade GS no hepatopancreas do caranguejo C.
granulata (OLIVEIRA et al., 2001) e no coragdo e musculo diafragma do caracol M.
abbreviatus (DIAS, 2000).

O conjunto dos ganglios de 8 animais (aproximadamente 400 mg) foi
homogeneizado em uma solu¢do de homogeneizacdo para a GS composta de 10 mM de
EDTA, 100 mM de fluoreto de potéssio e 0,1 mM de PMSF, pH 7,0, na propor¢do de
1:3 (p/v). O homogeneizado foi centrifugado a 800 x g durante 10 minutos a 4°C
(centrifuga Sorvall RC-5B). A atividade GS foi determinada no sentido da sintese de
glicogénio, para a forma total (GST = dependente + independente de glicose-6-fosfato)
e para a forma ativa (GSI = independente de glicose-6-fosfato). O meio de reacdo da
GST foi composto de 50 mM de TRIS, 13 mM de EDTA, 17 mM de fluoreto de

potassio, 10 mM de glicose-6-fosfato, 6,7 mg/ml de glicogénio, 10 mM de UDP-glicose
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e 0,05 uCi de U—[14C]UDP—D—glicose (319 mCi/mmol — Amersham International), pH
8,5. A atividade GSI foi determinada em pH 7,0 no mesmo meio descrito acima, exceto
que o tampao TRIS foi substituido por 50 mM de imidazole e a glicose-6-fosfato estava
ausente. O pH dos meios de 8,5 para a GST e de 7,0 para a GSI € considerado 6timo
para as atividades enziméticas (NUTTALL & GANNON, 1989).

A reacdo para verificagdo da atividade GS foi iniciada pela adi¢do de 25 ul do
sobrenadante a 50 ul do respectivo meio de reacdo (GST ou GSI). A incubacio foi
realizada por 30 minutos a 30°C. As reacgOes enzimadticas foram interrompidas pela
colocagdo dos tubos em gelo e subseqiiente aplicacdo de 30 ul da mistura em tiras de
papel filtro Wattman 3MM (2 cm x 2 cm). O 14C—glicogénio das tiras foi precipitado
com etanol 66%. As tiras de papel secas foram transferidas para viais contendo 2 ml de
liquido de cintilacdo e processadas para a leitura da radioatividade em um cintilador
LKB Wallac (ver abaixo, item 4.9.7). As atividades da GST e da GSI estdo expressas
em nmoles de U—[14C]UDP—D—glicose incorporados em glicogénio.mg'1 de proteina.

min™’.

4.9.4. CAPTACAO DE GLICOSE

Para o estudo in vitro da captacdo de glicose os ginglios foram rapidamente
retirados, cortados e colocados em tubos de reacdo de 2 ml com base ovalada contendo
250 ul de solugdo fisiolégica para Megalobulimus abbreviatus (NaCl 75,56 mM; KCl
1,07 mM; CaCl, 5,17 mM, pH 7,64) tamponada com 10 mM de HEPES contendo 0,2
uCi de 1-["*C)2-deoxi-D-glicose (55 mCi mmol”, Amersham International). Os tubos
contendo o meio de incubacdo haviam sido previamente pesados e, apds a colocacio do

tecido, foram novamente pesados para a determinacao do peso dos ganglios (30-50 mg).
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A fase gasosa foi substituida por uma mistura de O,:CO, (carbogénio) na propor¢do de
95:5% (v/v) durante 30 segundos, previamente a incubagdo. Apds, os tubos contendo os
tecidos foram incubados a 25°C por 90 min. Apds a incubagdo, os tubos foram
colocados em gelo para que as reacdes teciduais fossem interrompidas. A captacdo da 1-
[14C]2—deoxi—D—glicose foi determinada de acordo com Machado er al. (1991). Os
tecidos foram retirados dos meios de incubacdo, lavados em solucdo fisioldgica gelada e
colocados em frascos com tampa de rosca contendo 1 ml de dgua bidestilada. Apds, os
frascos foram congelados e fervidos por trés vezes para provocar o rompimento das
células e a liberacdo da 1—[14C]2—deoxi—D—glicose previamente captada (meio interno).
Os tubos com 0 meio de incubacdo, representando o meio externo, foram congelados até
o momento da dosagem. Amostras de 100 pl do meio interno ou do meio externo foram
colocadas em 5 ml de liquido de cintilagdo e processadas para a leitura da radioatividade
(ver item 4.9.7).

A captacdo de glicose foi expressa pela relacdo entre a radioatividade do meio
interno (glicose captada pelo tecido) e do meio externo (meio de incubacdo). Os
resultados estdo expressos como uma relacdo tecido/meio (T/M), ou seja, dpm/ml do

meio interno dividido por dpm/ml do meio externo.

4.9.5. SINTESE DE GLICOGENIO

Para verificar a capacidade tecidual de sintese de glicogénio a partir da glicose
os tecidos foram rapidamente retirados, cortados e incubados a 25°C por 120 min em
500 pl de solucao fisiolégica para Megalobulimus abbreviatus (NaCl 75,56 mM; KCl
1,07 mM; CaCl, 5,17 mM, pH 7,64) tamponada com 10 mM de HEPES, contendo 0,2

uCi de U—[14C]glicose (3,00 mCi mmol'l, Amersham International) com uma
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concentracdo final de glicose de 1,12 uM (100 pg/ml). Apés a incubagdo os tubos foram
colocados em gelo para que as reacdes teciduais fossem interrompidas.

Os tecidos foram retirados dos meios de incubagdo, lavados em solucao
fisiol6gica gelada, secos em papel filtro, transferidos para tubos contendo KOH 0,5 N e
fervidos por 60 minutos. Uma amostra da solucao resultante da digestdo do tecido foi
desproteinizada com uma mistura de 4cido tricloroacético (TCA) 30% e 4cido cloridrico
1 N na propor¢ao de 2:1 (v/v). A amostra desproteinizada foi centrifugada a 10.000
RPM por 10 minutos e um volume de 30 pl do sobrenadante foi aplicado sobre filtros
de papel Wattman 3MM (2 cm x 2cm). Para a precipitagdo do '*C-glicogénio sobre os
filtros, as tiras de papel filtro foram processadas da mesma forma descrita para a GS
(acima). Como branco foi utilizado um filtro submetido ao mesmo procedimento, porém
sem a aplicacdo da amostra.

Os resultados foram expressos em g de '‘C-glicose incorporado em

glicogénio.g" de tecido.min™, de acordo com Oliveira & Da Silva (2000).

4.9.6. FORMACAO DE 14C0, A PARTIR DE GLICOSE E PIRUVATO

A produgdo de "Co, a partir de glicose ou piruvato foi medida de acordo com
Torres et al. (2001): o tecido foi incubado em 1 ml de solucgdo fisiolégica tamponada
com 10 mM de HEPES, contendo 10 mM de D-glicose e 0,2 uCi 1-["*C] 2-deoxi-D-
glicose (39 mCi.mmol”', Amersham International) para os experimentos de oxidacdo de
glicose ou contendo 10 mM de piruvato e 0,2 puCi 1-[*C] piruvato (11 mCi.mmol’,
Amersham International) para os experimentos de oxidacao de piruvato. Concentragdes
saturadas de glicose ou piruvato (ndo-marcados) foram utilizadas para a producdo de

CO,. Os frascos contendo os tecidos € o meio de incubacdo foram aerados com
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carbogénio (95% 0,/5% CO;) por 1 minuto e lacrados com capas de borracha. Os
tecidos foram incubados a 25°C por 2 h em um banho metabdlico Dubnoff com
agitacdo constante. Foram adicionados 0,2 ml de TCA 50% através da cobertura de
borracha para parar a incubag@o. Em seguida, 0,2 ml de hidréxido de sédio foi injetado
dentro de pocos centrais para capturar o CO,. Estes eram pequenos pog¢os de vidro
situados dentro dos frascos e acima do nivel do meio de incubacdo. Os frascos
repousaram por cerca de 8 h para o CO, ser capturado. Apds, os pocos foram
transferidos para viais e a radioatividade foi contada em espectrofotdmetro de cintilagao
liquida (ver abaixo, item 4.9.7). Os resultados foram expressos em pmoles.mg” de

tecido.h™.

4.9.7. DETERMINACAO DA RADIOATIVIDADE

Para os experimentos utilizando compostos marcados radioativamente, as
amostras foram transferidas para viais contendo liquido de cintiliacdo, o qual consistia
de tolueno — triton (2:1) - 2,5-diphenyloxazole 0,4% (PPO) - 2-p-phenylenebis 5-
phenyloxazole 0,01% (POPOP). A leitura da radioatividade foi realizada em um

espectrofotometro de cintilacdo liquida (LKB Wallac).

4.9.8. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

ApOs a crioanestesia dos animais, o SNC foi rapidamente retirado, congelado em
nitrogénio liquido e mantido a -70°C até a dosagem.
Para a verificacdo da atividade das enzimas SOD, GPx e CAT os tecidos foram

homogeneizados em 50 mM de tampao fosfato de potdssio, pH 7,4 contendo 1 mM de
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EDTA. O homogeneizado foi centrifugado a 900 x g, por 10 min a 4°C. O sobrenadante
foi diluido no mesmo tampao de homogeneizagdo na proporcdo de 1:1 (v/v) e utilizado

para os ensaios enzimaticos.

4.9.8.1. SUPEROXIDO DISMUTASE

Atividade da enzima SOD foi determinada com a utilizacdo do kit RANSOD
(Randox Laboratories, San Diego, CA, USA), como previamente descrito pod Delmas-
Beauvieux et al. (1995). Esse método emprega xantina e xantina oxidase para a geracao
do radical superdxido, o qual reage com o cloreto de 2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetraz6lio para formar o corante vermelho de formazan, medido em
espectrofotometro a 37°C, no comprimento de onda de 505 nm. A inibi¢do da produgdo
desse cromogeno € proporcional a atividade de SOD presente na amostra. Os valores da
atividade superdxido dismutase estdo expressos como unidades de SOD/ug de proteina.
Uma unidade de atividade SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que inibe em

50% a velocidade de formacao do cromédgeno formazan, durante o ensaio.

4.9.8.2. GLUTATIONA PEROXIDASE

A reacdo para a GPx foi realizada a 25°C em meio contendo 600 ul de solugdo
composta por, 100 mM de tampao fosfato de potissio, pH 7,7, 1 mM de 4acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), 0,4 mM de azida (para inibir a catalase), 2 mM de
glutationa, 0,1mM de nicotinamida adenina dinucleotideo fostato (NADPH), e 0,62 U
de glutationa redutase. A atividade GPx dependente de selénio (Se-GPx) foi medida

tendo o hidroperéxido de tert-butila como o substrato a 340 nm, de acordo com Wendel
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(1981). A contribui¢do da oxidacdo espontanea de NADPH foi subtraida da contagem
da reagdo total. Os valores da atividade glutationa peroxidase estdo expressos como

unidades (nmoles de NADPH oxidados/min)/pg de proteina.

4.9.8.3. CATALASE

A atividade CAT foi determinada pela verificacdo da taxa de reducdo da
absor¢ao do H,O; a 240 nm por 2 min em 50 mM de tampao fosfato (pH 7,2) e expressa
como unidades de catalase por mg de proteina (AEBI, 1984). Uma unidade de catalase é

responsavel pelo consumo de 1 pmol de H,O, por minuto.

4.10. DETERMINACAO DAS PROTEINAS

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976),
com exce¢do dos experimentos para andlise da SOD, GPx e CAT, os quais utilizaram o
método de Lowry et al. (1951). Em ambos os casos uma curva de albumina bovina foi

utilizada como padrao.

4.11. ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises de variacdo circadiana foi utilizada andlise da variancia
(ANOVA) de uma via seguida do teste Student-Newman-Keuls (SNK) para comparar
as modificacdes ao longo dos quatro periodos experimentais utilizados. O nivel de

significancia adotado foi de P<0,05.
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A anélise estatistica para a anoxia foi realizada utilizando-se o teste ¢ de Student
para amostras independentes para comparar os valores do grupo anoxia versus grupo
norméxia. O nivel de significancia foi de P<0,05. Os dados foram comparados desta
forma (e ndo por ANOVA) para evitar possiveis diferencas relacionadas aos ritmos
circadianos do caracol ou mesmo ao jejum. Assim, houve um grupo controle
(norméxia) especifico para cada periodo experimental analisado.

Todos os dados sdo mostrados como média * erro padrdo da média (EPM). A
andlise estatistica foi realizada utilizando o programa Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) versao 13.0.



6. DISCUSSAO

Para dar continuidade aos estudos sobre as estratégias utilizadas pelo SNC do
caracol Megalobulimus abbreviatus frente a anoxia e a reoxigenacdo, o presente
trabalho analisou o perfil metabdlico deste tecido durante a auséncia de oxigé€nio e a
fase de recuperacdo aerdbia pds-anoxia. Como o metabolismo dos gastrépodes estd
baseado na utilizacdo de carboidratos (ELLINGTON, 1983; REES & HAND, 1993),
este substrato foi o foco principal do presente estudo.

Para assegurar que as possiveis diferengas encontradas nos animais submetidos
ao tratamento anoxico fossem causadas exclusivamente pela anoxia, alguns cuidados
experimentais foram tomados. Primeiramente, todos os experimentos foram iniciados
em um mesmo horério do dia, pois como o caracol utilizado como modelo experimental
possui maior atividade noturna (BAMBINI Jr. er al., 2006), alimentando-se nesse
periodo, o inicio da anoxia em diferentes periodos do dia resultaria na utilizagdo, pela
manha, de animais que teriam se alimentado a algumas poucas horas, ou no final da
tarde de animais que supostamente estariam em um periodo maior de jejum. Além
disso, foi utilizado um grupo controle normoxia exclusivo para cada periodo
experimental. Os animais deste grupo sofreram os mesmos procedimentos de
manipulacdo e retirada do terrdrio, nos mesmos hordrios que os grupos anoxia e
recuperacdo. Porém, ao invés de permanecerem em anoxia, foram mantidos em
dessecadores com a tampa aberta, ou seja, em condi¢des de normoxia.

A andlise por comparacdo de cada grupo tratado, apenas com o seu respectivo
grupo normoxia (simulagdo) também teve o intuito de eliminar uma varidvel adicional:
a variacdo circadiana. Iniciando-se o procedimento experimental sempre no comego da

tarde, os animais dos diferentes grupos foram dissecados em fases distintas do ciclo



DISCUSSAO 86

claro/escuro (por exemplo, os animais do grupo 12 h foram dissecados a 1 h da
madrugada). Trabalho prévio tem sugerido que a variacdo circadiana pode afetar o
metabolismo de carboidratos no SNC de Megalobulimus abbreviatus (DE FRAGA et
al., 2004).

Dessa forma, antes dos experimentos de anoxia e reoxigenac¢do, foi avaliada a
possivel influéncia circadiana na atividade de uma enzima-chave do metabolismo do
glicogénio, a GFa. Os resultados obtidos justificaram a utilizacdo de um grupo
normoxia que fosse dissecado juntamente com cada um dos grupos tratados (anoxia ou

reoxigenacao).

6.1. VARIACAO CIRCADIANA

Sabe-se que os organismos obedecem a um ritmo circadiano, tanto para seus
comportamentos quanto em relacdo as suas fungdes metabodlicas viscerais. Variagcoes
circadianas tém sido encontradas para diferentes fendmenos fisiologicos dos mais
diversos animais, seja quanto ao desempenho motor, atividade de receptores sensoriais
ou funcgdes viscerais diversas (CIPOLLA-NETO et al., 1988). Os animais utilizados no
presente estudo foram submetidos a um sistema de fotoperiodo de 12 h claro/ 12 h
escuro e receberam alimento sempre ao final da tarde. O conteddo reduzido de
glicogénio encontrado no SNC do grupo submetido ao periodo de 12 h de anoxia
(dissecado no meio da noite, a 1 h da madrugada) pode estar relacionado a um
somatorio de dois efeitos: a variacdo circadiana (dissecacdo na fase de maior demanda
do animal) e a anoxia (DE FRAGA et al., 2004).

Diversos trabalhos t€ém demonstrado relacdes entre 0 metabolismo e o controle

dos ritmos circadianos, pelo menos em mamiferos (para revisdao ver RUTTER et al.,
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2002). No sistema nervoso t€m sido demonstradas variagdes circadianas envolvendo as
enzimas GF (HARLEY & RUSAK, 1993; HARLEY et al., 2001), COx (LOPEZ et al.,
1997; XIMENES DA SILVA et al., 2000) e LDH (RUTTER et al., 2001).

No presente trabalho nds analisamos histoquimicamente uma possivel variacdo
na atividade da forma ativa da enzima GF (GFa). Essa enzima-chave do metabolismo de
carboidratos € extremamente importante durante a anoxia e sofre uma redugdo
progressiva no SNC de Megalobulimus abbreviatus submetido a este tipo de estresse, o
que pode estar associado a uma depressdo metabdlica (DE FRAGA et al., 2004). Além
disso, a GF tem sido apontada como um importante marcador da atividade do sistema
nervoso (WOOLF et al., 1985; HARLEY & BIELAJEW, 1992; KONKLE et al., 1999).

Também foram verificadas modificacdes na concentragdo de glicose
hemolinfatica. A glicose encontra-se elevada durante a anoxia na hemolinfa de
Megalobulimus abbreviatus (DIAS, 2000; DE FRAGA et al., 2004) e este fator pode
estar exercendo uma importante fun¢do de suprir os diversos tecidos do animal com um
substrato capaz de ser utilizado pelo metabolismo anaerébio.

O presente estudo demonstrou que a atividade GFa sofreu modificagdes ao longo
do ciclo claro/escuro na regido neuropilar central, principal regido de integracdo
sinaptica dos ganglios cerebrais, constituida por prolongamentos neuronais € células
gliais. A enzima apresentou os menores valores de atividade as 13 h, no meio da
fotofase e os valores mais elevados as 19 h, no inicio da escotofase. A ativacao da GFa
no inicio da escotofase pode indicar uma ativacdo metabdlica do SNC de
Megalobulimus abbreviatus, necessdria para que o animal passe de um estado de
inatividade (como ocorre durante o dia) para um estado de grande atividade sensorial e

motora durante a noite.
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A glicose hemolinfética também demonstrou um padréo ciclico, apresentando os
menores valores ao longo da fase clara do ciclo (animais dissecados as 7 h e as 13 h) e
os maiores valores no inicio da escotofase (as 19 h). E dificil saber se o conteddo
elevado de glicose hemolinfética encontrado as 19 h deve-se a mobilizacdo de glicose
por um tecido de reserva. Como a alimentagdo ocorre no final do dia, o aumento da
glicemia observado as 19h pode ser proveniente da captacdo do substrato pelo trato
digestorio. Mesmo em animais que receberam alface no final da manha (11 h), a procura
pelo alimento s6 ocorreu no final da tarde (observacao pessoal, dados ndo publicados),
mostrando uma ativacdo do comportamento apetitivo somente em certas horas do dia, o
qual pode ser dependente do ciclo claro/escuro. Na truta arco-iris, existe um aumento
pOs-prandial noturno nos niveis de glicose plasmdtica. O ritmo desaparece nos animais
mantidos em jejum, levando a hipétese de que esta varidvel seja sincronizada pelo
alimento (POLAKOF et al., 2007a).

Independentemente do fator responsdvel pela elevacdo da concentracdo de
glicose hemolinfitica as 19 h, o aumento da atividade GFa verificado no SNC de
Megalobulimus abbreviatus neste mesmo periodo pode representar uma possivel
mobilizacdo das reservas de glicogénio deste tecido, o que deve estar relacionado a
ativacdo do SNC do caracol no inicio da escotofase.

Por outro lado, as variagdes observadas na concentracdo de glicose e na
atividade GFa, ndo indicam se estas varidveis sdo controladas exclusivamente por
fatores internos. Para saber até que ponto as modificagdes ciclicas de uma varidvel
dependem de ciclos externos ou de controladores enddgenos € necessario avalid-las sob
determinadas condi¢Oes externas constantes. Pelo fato do fotoperiodo ser considerado o
principal fator determinante dos ritmos circadianos, um grupo de animais foi submetido

a um experimento de livre-curso, no qual os caracdis permaneceram por 20 dias sob
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condi¢cbes de escuriddo constante. Nesses animais ndo foi observada variagdo
estatisticamente significativa na atividade GFa, nem na concentracdo de glicose
hemolinfética, entre os quatro horérios analisados (a cada 6 h ao longo de um dia).
Dessa maneira, a variagdo desses dois fatores parece ser dependente ou sincronizada a
um ciclo de luz-escuro por meio de um temporizador. Apesar disso, mesmo que essas
variacoes ndo sejam geradas endogenamente elas parecem importantes para as
atividades ritmicas do caracol.

Embora a variacio ciclica comportamental dos gastropodes terrestres seja bem
conhecida (SOKOLOVE et al., 1977; CHASE, 2002), existem poucos trabalhos sobre
as variagOes circadianas metabdlicas ou sobre a andlise da funcido de dreas corporais
mais especificas.

Assim, a maior atividade da enzima succinato desidrogenase (SDH) no SNC da
lesma Laevicaulis alte (PAVAN KUMAR et al., 1982) e as respostas neurais miximas
aos estimulos quimicos no caracol Helix pomatia (VOSS et al., 1997) podem ser
observadas durante a escotofase. Por outro lado, a concentracdo dos nucleotideos
ciclicos AMPc e GMPc e a atividade de suas respectivas fosfodiesterases sdo maiores
durante a manha no SNC deste caracol (LEVITAN & TREISTMAN, 1977).

Outros invertebrados também demonstram um padrdo metabdlico ciclico,
relacionado ao ciclo de repouso/atividade. Em Drosophila, por exemplo, o conteido
cerebral de glicogénio varia durante o dia sendo mais elevado durante o repouso e mais
baixo durante o periodo de atividade (ZIMMERMAN et al., 2004). Uma resposta
semelhante pode ser observada no coragcdo do escorpido Heterometrus fulvipes onde a
concentracdo de glicogénio varia de maneira inversa com a atividade GF, com os
menores valores do substrato encontrados a noite, periodo de maior atividade do animal

e maior atividade GF JAYARAM et al., 1977).
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Varia¢Oes circadianas na distribuicdo e atividade GFa também tém sido descritas
para determinadas regides do sistema nervoso de vertebrados, como o hipocampo de
ratos (HARLEY & RUSAK, 1993) e as areas de projecdo da retina no hipotdlamo de
hamsters (HARLEY et al., 2001). Nessas duas situagdes, a maior atividade enzimatica
sempre esteve relacionada ao periodo de maior atividade da drea analisada.

Desta forma, as alteracdoes da atividade GFa indicam que o metabolismo do
glicogénio sofre algum tipo variacdo circadiana no SNC de Megalobulimus abbreviatus.
O aumento da atividade GFa neural no inicio da escotofase pode indicar uma ativagcao
do SNC do caracol no inicio do periodo de maior consumo de oxigénio do animal
(BAMBINI Jr. et al., 2006). A auséncia de variacdo nos animais submetidos ao livre-
curso indica que o ritmo para a atividade da enzima e para a concentracdo de glicose
hemolinfatica depende da sincronizacdo com a informacdo de fotorreceptores, ou que
este ritmo sofreu algum tipo de arraste que ndo conseguiu ser detectado com os periodos
utilizados no presente experimento.

De qualquer forma, os resultados obtidos nesta parte do experimento justificam a
necessidade de utilizacdo de um grupo controle, mantido em normoxia, dissecado em

cada periodo de anoxia ou reoxigenagao analisado.

6.2. ANOXIA E REOXIGENACAO

O presente estudo mostrou que a anoxia provoca modificagdes no metabolismo
do SNC de Megalobulimus abbreviatus, as quais sao importantes para a sobrevivéncia
do animal frente ao estresse da auséncia de oxigénio. O indice de sobrevivéncia de

100%, observado ao longo dos experimentos de anoxia, € a recupera¢do dos animais
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ap6s o periodo de reoxigenacdo, demonstra que esta espécie estd bem adaptada para

sobreviver as condi¢cdes ambientais adversas de reducao na disponibilidade de oxigénio.

6.2.1. METABOLISMO DE CARBOIDRATOS

Do ponto de vista da produgdo de energia (ATP), as vias aerébicas sdo muito
mais eficientes do que as anaerdbicas e a quantidade de ATP produzido é maior quando
0 oxigénio esta presente e a cadeia mitocondrial de transporte de elétrons esta ativa. Por
outro lado, parece que a estabilizacido das concentragdes de ATP, ou da carga energética
tem grande importincia para a sobrevivéncia de diferentes espécies que enfrentam
variacOes na disponibilidade de O, (STOREY, 1987; HYLLAND & NILSSON, 1999;
LUTZ & REINERS, 1997; BOUTILIER, 2001).

Para estabilizar a carga energética em periodos de auséncia ou disponibilidade
reduzida de oxigénio, os organismos podem ativar a via glicolitica ou ingressar em um
estado de depressdao metabdlica (LUTZ & NILSSON, 1997; NILSSON, 2001). Durante
a ativacdo glicolitica ocorre um aumento da velocidade das vias produtoras de energia,
compensando a baixa eficiéncia do metabolismo anaerdbio. Na estratégia da depressao
metabodlica ocorre uma diminui¢do na atividade dos processos que consomem energia,
mantendo a carga energética estdvel mesmo na auséncia de oxigénio. Apesar das duas
estratégias serem utilizadas por diferentes organismos ou por diferentes 6érgdos de um
mesmo animal, propiciando a sobrevivéncia, as duas apresentam algumas desvantagens.
Enquanto uma ativagdo glicolitica pode levar a uma ripida deplecdo das reservas de
carboidratos, além do acimulo de produtos finais dcidos (SCHMIDT & KAMP, 1996),
a depressdo metabdlica geral pode tornar o animal mais suscetivel aos predadores, pois

o mesmo ndo responde aos estimulos externos. Em relacdo ao sistema nervoso, parece
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que os dois vertebrados mais estudados no campo da anoxia, a tartaruga e os peixes
ciprinideos, utilizam estratégias diferentes. Enquanto as tartarugas deprimem sua
atividade metabdlica, o SNC do peixe-dourado acelera a producao glicolitica de energia
as custas de outros 6rgaos que permanecem em depressdo metabdlica (STOREY, 1987;
NILSSON & LUTZ, 2004).

Independentemente da estratégia empregada, todos os animais tolerantes a
anoxia acumulam altas concentracdes de glicogénio, o principal polissacarideo
fermentavel encontrado nas células animais (URICH, 1994; LUTZ & STOREY, 1997;
HOCHACHKA & SOMERO, 2002). A concentracdo total de glicogénio verificada no
SNC de Megalobulimus abbreviatus foi alta (DE FRAGA et al., 2004) quando
comparada aos outros Orgdos do caracol incluindo o cora¢do, o manto e o
hepatopancreas (HAESER & DE JORGE, 1971; MARQUES & FALKMER, 1976;
ROSSI & DA SILVA, 1993; DA SILVA & ZANCAN, 1994; DIAS, 2000). Devido a
1ss0, 0 metabolismo de carboidratos adquire grande relevancia para a compreensao das
estratégias metabdlicas utilizadas pelo caracol durante a anoxia.

No presente estudo, os caracdis andxicos mostraram uma reducdo na atividade
das enzimas-chave envolvidas no metabolismo do glicogénio, GS e GF. Uma reducado
na atividade GFa em resposta a anoxia ja tinha sido demonstrada histoquimicamente
nos ganglios cerebrais de Megalobulimus abbreviatus (DE FRAGA et al., 2004). A
anoxia também provocou uma reduc¢do na atividade dessa enzima no coragdo do caracol
(DIAS, 2000). Porém, enquanto no coracdo a reducdo da atividade GF estava
relacionada a uma deplecdo dos estoques de glicogénio as 3 h de anoxia (DIAS, 2000),
os niveis de glicogénio do SNC do caracol ainda permanecem em altas concentragdes,
de cerca de 1g%, nesse periodo (DE FRAGA et al., 2004). Desta forma, o tecido

nervoso do caracol deve estar utilizando mecanismos de controle da GF diferente
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daqueles utilizados pelo coragdo. Essa parece ser uma estratégia semelhante a utilizada
pela tartaruga, onde apds 3 h de exposicdo a anoxia o glicogénio do coragdo € quase
completamente depletado, enquanto o glicogénio do SNC ndo sofre modificacdes
(CLARCK & MILLER, 1973).

Em mamiferos, hormdnios podem ativar a fosforilacio da GFb por quinases,
provocando uma elevacdo na atividade GF (pois a forma inativa da enzima, GFb, se
torna ativada quando fosforilada — GFa), sem que a forma total da enzima (GFa + GFb)
sofra modificagcdes (HEMS & WHITTON, 1980).

Alguns invertebrados, por outro lado, sdo capazes de modificar a forma total da
enzima (RUSSEL & STOREY, 1995; OLIVEIRA et al., 2001), e ndo apenas fosforilar
a forma b. Esse controle da GFT (a + b) deve envolver mecanismos de transcri¢do ou
degradacao enzimdtica. No presente estudo, parece que os caracdis submetidos a anoxia
utilizam a mesma estratégia encontrada em outros invertebrados, j4 que as 12 h de
anoxia ocorreu uma reducdo na forma total da GF. A redugdo na sintese de enzimas
pode poupar energia durante a anoxia, j& que a sintese protéica ¢ um processo que
consome ATP (LUTZ & STOREY, 1997, HOCHACHKA & SOMERO, 2002;
STOREY & STOREY, 2004).

Até a realizacdo do presente trabalho, a atividade GS ainda nio havia sido
demonstrada no SNC de Megalobulimus abbreviatus, tampouco foram encontradas
referéncias sobre este estudo no SNC de outros moluscos. Diferente da GF, reduzida
significativamente apenas as 12 h de anoxia, a atividade GS mostrou uma reducio nos
dois periodos de anoxia estudados (3 h e 12 h). A redu¢do na atividade da enzima que
catalisa o dltimo passo na sintese do glicogénio sugere que o SNC do caracol pode estar
em um estado de depressdo metabdlica. Por outro lado, ndo pode ser descartada a

hipétese de que redugdes na enzima de sintese desse substrato possam ativar a
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degradacio do mesmo. No coracdo de Megalobulimus abbreviatus, ocorreu uma
ativacdo da GS as 3 h de anoxia quando os estoques de glicogénio do érgdo ja estavam
praticamente depletados (DIAS, 2000), o que ndo foi observado no SNC (DE FRAGA
et al., 2004).

Portanto, a relacdo entre as duas enzimas, GS e GF, representa um melhor
indicador da mobilizacdo anaerébia de combustivel do que uma andlise da atividade
enzimatica individual. Apesar de ter sido encontrada uma redug¢do tanto na atividade GS
quanto na GF (indicando uma possivel depressio metabdlica) no SNC de
Megalobulimus abbreviatus, a relagdio GS/GF nado foi constante durante a anoxia.
Apesar da relacdo sintase/fosforilase menor do que 1, verificada as 3 h de anoxia,
indicar mobilizacdo do glicogénio, se comparamos a forma ativa das duas enzimas, a
relacdo GSI/GFa diminui de 0,67 no grupo normoéxia para 0,20 nos animais mantidos
por 3 h em anoxia. Essa diminui¢do se deve principalmente a grande reducdo de 66%
encontrada na atividade GS total (e ndo a um aumento na atividade GF, a qual foi
mantida constante as 3 h de anoxia), o que conseqiientemente reduziu a forma ativa da
enzima (GSI). Embora ndo possamos afirmar, parece que a atividade GS estd sendo
regulada por modificagdes nos mecanismos de sintese ou degradagc@o e ndo somente por
mecanismos alostéricos ou de fosforilacdo (j& que ocorreram modificacdes na forma
total da enzima).

As 12 h de anoxia foi observada a menor relagio GSI/GFa no SNC do caracol.
Este valor foi obtido no periodo experimental (12 h) em que as menores concentragcoes
de glicogénio foram verificadas no SNC de Megalobulimus abbreviatus (DE FRAGA et
al., 2004). Como os animais submetidos as 18 h ou 24 h de anoxia nio mostraram
concentracdes de glicogénio tdo reduzidas, esta inesperada situacdo pode ter sido

provocada pela maior atividade comportamental noturna do caracol (DE FRAGA et al.,
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2004), ja que os animais submetidos ao periodo de 12h de anoxia foram dissecados a 1
h da madrugada. Assim, a diminui¢do no conteido de glicogénio (e provavelmente a
reducdo na relacdo GSI/GFa, o que indica mobilizagdo do substrato) pode estar
relacionada a um ritmo na atividade de Megalobulimus abbreviatus (DE FRAGA et al.,
2004).

Independentemente do fator atuante, a anoxia causou uma reducdo de 3 a 3,5
vezes na relacdo GSI/GFa no tecido nervoso do caracol. Apesar disso, considerando a
reducgdo da atividade de ambas enzimas, é provavel que o SNC do caracol tenha adotado
uma estratégia de depressao metabdlica para enfrentar a anoxia, evitando assim, uma
deplecdo dos estoques de carboidratos. Dessa forma, qualquer mobilizacdo de
glicogénio, estaria ocorrendo lentamente.

A depressdo da taxa metabdlica tem sido observada em muitos filos de
invertebrados assim como em diferentes classes de vertebrados (STOREY & STOREY,
1990; GUPPY et al., 1994; HAND & HARDEWIG, 1996; BROOKS & STOREY,
1997; HOCHACHKA & LUTZ, 2001; STOREY, 2002).

Por outro lado, € possivel que o consumo de glicogénio esteja mais elevado, pelo
menos durante a fase inicial de anoxia, pois o animal estd necessitando um maior
consumo de glicogénio para manter a produ¢do de ATP até que a depressdo metabdlica
possa ser estabelecida. A manuten¢do da atividade GF e a concomitante redugdo da GS,
que provocou uma queda na relagdo (GSI/GFa) as 3 h de anoxia, podem sustentar esta
hipotese. A fase inicial de anoxia é um periodo de transicdo, durante o qual os 6rgdos
podem mostrar mudancas metabdlicas indicativas de uma ativagdo glicolitica. Por outro
lado, exposi¢do a periodos mais longos de anoxia pode levar o organismo a adotar a

depressao metabdlica como estratégia de sobrevivéncia (KELLY & STOREY, 1988).
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No presente estudo foi possivel demonstrar a incorpora¢ao do "C da glicose em
glicogénio no SNC de Megalobulimus abbreviatus, o que ainda ndo havia sido
demonstrado. Apesar disso, a auséncia de diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos anoxia e controle, verificadas no experimento de sintese de glicogénio,
demonstra que o SNC do caracol € capaz de manter a capacidade de sintese de
glicogénio, mesmo na falta de oxigénio. A manuten¢cdo da capacidade de sintese de
glicogénio € mais uma estratégia que pode evitar uma deplecdo das reservas de energia
durante a anoxia, e ajudar na manutencdo da homeostasia do SNC do caracol.

Embora a reducao na atividade GS leve a pensar em uma concomitante redugdo
na sintese de glicogénio, cabe lembrar que no presente estudo foi analisada a sintese de
glicogénio somente a partir do substrato glicose. Assim, ndo pode ser descartada a
hipétese de que a taxa de sintese de glicogénio a partir de substratos diferentes da
glicose esteja modificada. A manutencdo das reservas de glicogénio durante a anoxia €
uma estratégia importante para sobreviver aos periodos hipdxicos mais longos, aos
quais os caracdis podem estar sujeitos no ambiente (LUTZ & STOREY, 1997).

Estudos verificando a relagdo PK/PEPCK (ou seja, glicdlise/gliconeogénese)
podem ajudar a verificar se a glicogenioneogénese pode ocorrer no SNC deste caracol e
qual a importincia desta via durante o estresse andxico. A atividade PEPCK e a
capacidade de sintetizar tanto glicose quanto glicogénio de novo a partir de substratos
de trés carbonos ja foi verificada em cérebro de animais como a lampréia (FOSTER et
al., 1993). Além disso, apesar da via gliconeogénica ser um processo que consome
energia, sua ativacdo tem sido demonstrada no hepatopancreas do caranguejo
Chasmagnathus granulata mesmo durante a anoxia (OLIVEIRA et al., 2004).

Por outro lado, cabe lembrar que uma limitacdo inerente aos procedimentos

experimentais utilizados no presente estudo € que os resultados obtidos a partir de
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homogeneizados de SNC geram um resultado final que é uma média entre o que esta
acontecendo com os neurdnios e com as células gliais. Porém, sdo bem conhecidas as
diferengas metabdlicas e funcionais existentes entre estes dois tipos de células
(MAGISTRETTI & PELLERIN, 1999; HOCHACHKA & SOMERO, 2002;
McKENNA et al., 2006). Na hipétese do desvio lactato-glicose, as células gliais
acumulam glicogénio que é metabolizado até lactato, este sendo liberado para os
neurdnios (MAGISTRETTI & PELLERIN, 1999; MAGISTRETTI, 2006). Apesar de
alguns pontos desta interacdo neurOnio-glia ainda serem discutidos, o papel dos
astrocitos em acoplar a utilizagdo de glicose a atividade sindptica neuronal estd bem
demonstrado (KASISCHKE er al., 2004; FILLENZ, 2005; MAGISTRETTI, 2006).
Diferencas nos substratos ou vias metabdlicas utilizadas por cada um desses tipos
celulares poderiam explicar a manuten¢do dos niveis de glicogénio no SNC de
Megalobulimus abbreviatus, buscando manter a homeostase do tecido neural do
caracol. Ou seja, poderia ocorrer redu¢do do substrato glicogénio nas células gliais e
nao nos neurdnios.

Parece que estas diferencas metabdlicas entre neurdnios e glia estdo realmente
presentes no sistema nervoso de invertebrados. Em muitos invertebrados, o acimulo de
glicogénio € uma caracteristica das células gliais, as quais provém uma fonte de energia
para o metabolismo neuronal (PENTREATH, 1989; CHASE, 2002), exercendo uma
funcdo tréfica (CHASE, 2002). As células gliais dos invertebrados compreendem cerca
de 50% do volume do tecido nervoso e normalmente demonstram os maiores indices de
superficie/volume (PENTREATH, 1989). Além disso, uma estrutura bem desenvolvida
em insetos, moluscos e anelideos € o trofospdngio, que é uma regido de intimo contato
celular onde as células gliais direcionam seus prolongamentos de modo a invaginar os

somas neuronais € axonios, formando pregas profundas (PENTREATH, 1989; CHASE,
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2002). Em gastrépodes, processos gliais cercam os corpos neuronais (HARRISON &
KOHN, 1997; CHASE, 2002;) e, pelo menos nos grandes neurdnios, as projecoes gliais
invaginam o soma neuronal e os axonios (HARRISON & KOHN, 1997).

Foi verificada uma elevacdo do turnover do glicogénio glial quando os
neurénios da sanguessuga e de Drosophila foram ativados (para revisdo ver
PENTREATH, 1989). Estudos mais recentes tém mostrado que as células da neuroglia
sdo as principais células que captam e metabolizam glicose em Drosophila (FREEMAN
& DOHERTY, 2006). Se essas diferencas funcionais estdo presentes em
Megalobulimus abbreviatus, a captacdo de glicose e o metabolismo do glicogénio
podem ser diferentes entre células gliais e neuronais. Estudos que permitam a
observacdo de células isoladas, como técnicas histoquimicas ou de cultivo celular,
podem ajudar a responder essa questao.

Embora a anoxia tenha determinado hiperglicemia em Megalobulimus
abbreviatus (DIAS, 2000; DE FRAGA et al., 2004), ndo foram verificadas mudangas na
captacao de glicose pelo SNC do caracol durante o periodo de auséncia de oxigénio
(apesar de uma tendéncia ndo significativa ao aumento de captacao, verificada as 12 h
de anoxia). De qualquer forma, o SNC de Megalobulimus abbreviatus consegue manter
os niveis basais de captacdo de glicose durante a anoxia e isto deve ser de extrema
importancia, tanto para a manutencdo da producdo anaerdbica de energia quanto para a
manutenc¢do da sintese e, assim, dos niveis de glicogénio. A manuten¢do da captacdo de
glicose esta de acordo com o nivel constante de glicose livre do SNC de M. abbreviatus
observado durante a anoxia (DE FRAGA et al., 2004).

Pode-se supor, porém, que os niveis normais de captacdo e provavelmente de
sintese de glicogénio, mantidos durante a anoxia, s6 foram possiveis devido as altas

concentragdes de glicose hemolinfatica. Nos animais controle, ao contrario, os niveis de
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captacao siao obtidos mesmo com baixos niveis de glicose circulante. Talvez os niveis
de captacdo ndo se manteriam similares ao controle se ndo houvesse uma hiperglicemia
provocada pela falta de oxigénio. Assim, parece que a hiperglicemia exerce importante
funcdo na manutengdo da homeostase do SNC durante o estresse andxico.
Considerando, ainda, a hipétese de que o SNC de Megalobulimus abbreviatus possa
entrar em depressdo metabdlica durante o evento andxico, talvez a manutencdo dos
niveis basais de captacdo de glicose seria suficiente para estabilizar a glicose livre
tecidual.

Convém ressaltar novamente que uma abordagem que permita diferenciar o
metabolismo neuronal e glial possibilitaria visualizar melhor o efeito da anoxia sobre o
SNC de M. abbreviatus. Em neurdnios corticais de mamiferos expostos ao peptideo
beta-amildide (que induz a ativacdo do fator induzido pela hipdxia-1, HIF-1, simulando
uma situacdo de hipodxia tecidual) ocorre um aumento na captagdo de deoxi-glicose.
Porém, quando cultivos de células gliais foram expostos ao mesmo peptideo ocorreu
uma redu¢do na captacao do substrato glicose (SOUCEK et al., 2003), mostrando uma
clara diferenca metabdlica entre neurdnios e glia. No sistema nervoso da sanguessuga,
ao contrdrio, foi possivel verificar que as células gliais captam mais glicose do que os
neurdnios, pelo menos em condi¢des basais (KAI-KAI & PENTREATH, 1981). Esse
tipo de diferenca também pode estar presente no SNC de Megalobulimus abbreviatus.
Talvez o metabolismo glial tenha grande importancia neste caracol, assim como em
mamiferos (MAGISTRETTI, 2006) e outros invertebrados (PENTREATH, 1989) e os
astrdcitos sejam os principais reguladores da captacao de glicose.

A fase de reoxigenacdo pds-anoxia tem grande importancia funcional, ja que é
durante esta fase que os estoques de energia serdo restaurados e os produtos-finais do

metabolismo anaerdébio reoxidados ou removidos do organismo (ELLINGTON, 1983;
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LUTZ & STOREY, 1997). As 15 h de reoxigenagio as atividades GF e GS exibiram
valores similares aos dos seus respectivos grupos controle, mostrando a capacidade do
SNC de Megalobulimus abbreviatus de controlar e se recuperar do possivel processo de
depressao metabdlica. A sintese de glicogénio, que ndo sofreu modificagdes durante a
anoxia, manteve-se similar aos valores norméxicos apds o periodo de recuperagdo. A
recuperagdo da atividade das enzimas as 15 h de reoxigenacdo estd de acordo com o
rapido retorno dos niveis de glicose hemolinfatica aos niveis basais verificados em
Megalobulimus abbreviatus. Os niveis de glicose hemolinfatica retornam aos valores
basais as 3 h de recuperacdo (DE FRAGA et al., 2004). Isso pode explicar a resposta
verificada na captacdo de glicose durante a reoxigenacao: baixos niveis de captacdo nos
caracOis reoxigenados e altos niveis nos animais controle. Cabe lembrar que os animais
submetidos a anoxia mantiveram altas concentracdes de glicose hemolinfitica e a
captagdo de glicose foi similar aos animais controle. Assim, a rdpida recuperacdo no
nivel de glicose circulante pode causar uma queda na captacdo de glicose e um desvio
no fluxo de substratos no SNC dos carac6is submetidos a falta de oxigé€nio e
subseqiiente recuperacdo. Os animais controle (normdéxicos), por outro lado, exibiram
baixos niveis de glicose hemolinfatica ao longo de todo o experimento. Porém, todos os
animais permaneceram em jejum durante o periodo experimental. Talvez depois de um
dia em jejum, com baixos niveis de glicose circulante, os caracdis controle precisem
elevar a captacdao de glicose para manter a demanda energética do SNC. Em um
trabalho prévio, nés mostramos que, enquanto os caracéis andxicos mantém niveis
normais de glicose livre no SNC, os caracéis norméxicos demonstraram uma reducao
na glicose livre as 24 h de experimento (DE FRAGA et al., 2004), mostrando uma
possivel influéncia do jejum sobre o metabolismo do SNC do caracol. Esse resultado

estd de acordo com a hip6tese da captacao de glicose sugerida no presente estudo.
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Os resultados apresentados até aqui demonstram que a anoxia estabelece
mudangas no metabolismo de carboidratos no SNC de Megalobulimus abbreviatus.
Embora a anoxia ndo tenha provocado modificacdes na captacdo de glicose nem na
sintese de glicogénio, parece que o SNC do caracol experimenta uma depressdo
metabodlica, uma vez que as enzimas GS e GF mostraram uma marcante reducdo de

atividade nos animais andxicos.

6.2.2. METABOLISMO OXIDATIVO

O estudo do metabolismo de carboidratos apresentado até aqui ndo mostra se a
anoxia provoca modificacdes no metabolismo energético mitocondrial do caracol ou se,
mesmo em condi¢des basais, o SNC de Megalobulimus abbreviatus utiliza
preferencialmente o metabolismo anaerébio.

A atividade metabdlica dos caracdis em geral € baixa e tem sido sugerido que o
metabolismo energético destes animais poderia ser suprido apenas pelo metabolismo
anaerobio, mesmo em condi¢cdes onde o suprimento de oxigénio estd disponivel
(ELLINGTON, 1983). Apesar disso, a relacdo entre a capacidade aerdbica versus
anaerdbica nao tem sido analisada em diferentes tipos de tecidos. Talvez alguns tecidos
dos moluscos possam apresentar melhor capacidade anaerdbica enquanto outros, com
maiores demandas energéticas, como 0 coracdo € o sistema nervoso, possam ter uma
elevada capacidade mitocondrial de producdo de ATP.

No presente estudo, diferentes parametros relacionados ao metabolismo
oxidativo foram analisados, como a formacao de CO, a partir da glicose e piruvato e a
atividade da enzima mitocondrial COx. Nao foram verificadas modificacdes na

oxidacdo de glicose nem na oxidacdo de piruvato no SNC do caracol Megalobulimus



DISCUSSAO 102

abbreviatus submetido a anoxia. Porém, como a técnica de oxida¢do do substrato nio
mostra diretamente o local de producdo do CO,, foi avaliada histoquimicamente a
atividade COx no SNC de Megalobulimus abbreviatus. Apesar da técnica histoquimica
ser semiquantitativa, ela possibilita a anélise de areas especificas do tecido, sendo capaz
de demonstrar possiveis diferencas neurais regionais.

A maior atividade da enzima mitocondrial COx, analisada histoquimicamente,
foi observada nos somas neuronais, enquanto as regides neuropilares apresentaram
valores de densidade Optica mais baixos, porém similares entre os dois neuropilos. A
atividade durante a anoxia, também se manteve similar a observada nos ganglios
cerebrais sob normoéxia, pelo menos em duas das trés regides analisadas. Apenas na
regido de integracdo sindptica mais importante, o neuropilo medial, foi verificada uma
reduc¢do na atividade COx dos animais submetidos a anoxia, a qual retornou aos valores
controle no grupo submetido a reoxigenacao.

A enzima mitocondrial COx tem sido utilizada, juntamente com a GF, como um
marcador de atividade para a funcdo neuronal do sistema nervoso de mamiferos,
estudada histoquimicamente (WONG-RILEY, 1989; HARLEY & BIELAJEW, 1992;
ZHANG & WONG-RILEY, 2000). Parece que a atividade COx relaciona-se
diretamente com as demandas energéticas neuronais, aumentando ou diminuindo de
acordo com a atividade celular (WONG-RILEY, 1989; NIE & WONG-RILEY, 1996;
LIU et al, 2001; LIU & WONG-RILEY, 2003), inclusive no sistema nervoso de
invertebrados (ARMENGAUD et al., 2000; DEGLISE et al., 2003).

Adicionalmente, variagdes histoquimicas na atividade COx t€ém sido observadas
em vertebrados inferiores submetidos a hipéxia. Algumas areas do tronco encefélico do
tubardo Hemiscyllium ocellatum mostraram reduc¢do da atividade COx em animais

submetidos a um condicionamento hipéxico prévio. Porém, apesar de uma reducgdo
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geral na atividade enzimadtica, nucleos especificos ainda mantiveram a atividade
enzimatica basal, mesmo apds o condicionamento. Uma drea importante, como o nucleo
dorsal, que recebe aferéncias dos eletrorreceptores da linha lateral manteve a atividade
COx, revelando a manuten¢do da atividade neuronal mesmo apds a reducdo na
disponibilidade de O, (MULVEY & RENSHAW, 2000). Infelizmente, ainda ndo sdo
conhecidas as funcdes de todas as diferentes regides do SNC de Megalobulimus
abbreviatus. Porém, a resposta diferenciada da enzima entre as diferentes regides
cerebrais analisadas durante a anoxia, indica que existe uma regionalizacdo da atividade
COx cerebral do caracol.

A redugdo da atividade COx verificada na regido neuropilar central dos ganglios
cerebrais de Megalobulimus abbreviatus pode indicar uma reducdo da atividade
sindptica na principal regido de integracdo neural destes ganglios. A reducdo da
atividade sindptica geral poderia estar envolvida com uma possivel depressdo
metabodlica, como observado no sistema nervoso das tartarugas durante a anoxia (LUTZ,
1992; LUTZ & NILSSON, 1997). Obviamente, nesta drea principal de integracdo, a
reducdo da atividade COx pode refletir que muitas das fungdes neuronais podem estar
reduzidas durante a anoxia.

Apesar da dependéncia do oxigénio, diversos trabalhos demonstram a
manuten¢do ou até mesmo um aumento da atividade COx em situacdes de hipdxia ou
sugerem outra funcdo para a enzima quando o suprimento de oxigénio € deficiente.

Em um modelo de hipéxia miocardica em porcos, foi verificada uma elevacao
no conteido de RNAm e proteina da subunidade I da COx, relacionado a um aumento
de 2,5 vezes na atividade enzimdtica ventricular (PIEL et al., 2005). A hip6xia também
nao foi capaz de provocar redugdes na atividade COx na retina de ratos (SISCOVA &

WILHELM, 2001).
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Em leveduras e em mitocondrias isoladas do figado de ratos tem sido sugerido
que a COx pode funcionar como uma nitrito (NO;’) redutase dependente de citocromo c,
produzindo 6xido nitrico (NO) em condi¢des andxicas ou hipdxicas, mas ndo na
presenca de oxigénio. A capacidade aumenta em valores de pH 4cidos, os quais podem
ser observados em diferentes tipos celulares expostos a anoxia. O NO produzido poderia
participar de alguma via de sinalizacdo durante a redu¢do da PO, (CASTELLO et al.,
2006).

De qualquer forma, a manuten¢do da atividade COx no SNC de Megalobulimus
abbreviatus durante a anoxia deve indicar que a enzima € importante durante o evento
anoxico. Estudos adicionais poderdo identificar a funcdo real da COx no SNC do
caracol durante a redu¢do na disponibilidade de O,.

Além da histoquimica para a COx, outra medida de producdo energética
oxidativa realizada no presente estudo foi a verificacdo da oxidacdo de glicose e
piruvato até CO,. Esta técnica permite distinguir o principal substrato utilizado na
producdo aerdbia de energia. Porém, enquanto a técnica histoquimica analisa a atividade
COx em dareas neurais especificas, uma limitacdo dos estudos de oxidacdo é que eles
fornecem uma média da atividade de todas as regides, ja que se estd analisando o SNC
como um todo. Outra dificuldade de andlise destes resultados € a falta de trabalhos que
permitam a comparagdo dos valores de oxidagdo encontrados com tecidos de outros
invertebrados.

Por outro lado, a comparagdo com os resultados obtidos em tecido nervoso de
mamiferos utilizando a mesma técnica permite uma andlise valiosa. Os valores de
oxidacdo de glicose no SNC de Megalobulimus abbreviatus foram cerca de 10 vezes
menores do que aqueles encontrados na amigdala (RASIA-FILHO et al., 2002) e no

hipocampo (TORRES et al., 2001) de ratos, o que ainda pode ser considerado alto para



DISCUSSAO 105

o caracol, um animal ectotérmico. Porém, nao houve reducdo da oxidacdo mesmo em
animais submetidos ao periodo de 12 h de anoxia.

Obviamente a taxa metabdlica do caracol ndo € tdo elevada quanto a de
mamiferos. O consumo de oxigénio no caracol Megalobulimus abbreviatus varia de 5 pl
Oz.g'l.h'1 no meio da fotofase, periodo de inatividade do animal, até 25 ul Oz.g'l.h'1
durante a escotofase, periodo de maior atividade comportamental do animal (BAMBINI
Jr. et al., 2006). Esses valores de VO, s@o menores do que os encontrados em Helix
aspersa, da ordem de 134 ul Oz.g'l.h'1 para animais ativos (PEDLER et al., 1996). No
caracol Otala lactea estes valores sdo intermedidrios, de cerca de 50 pl Oz.g'l.h'1 nos
animais ativos (HERREID, 1977). Estas diferencas de valores devem estar relacionadas
a diferenca de tamanho dos animais (o caracol Megalobulimus abbreviatus ¢ o maior
dos trés) e a maior relagcdo superficie/volume de Helix.

Obviamente os valores mais elevados de consumo de oxigénio verificados no
inicio da escotofase em Megalobulimus abbreviatus também podem estar relacionados
ao efeito dinamico especifico, desde que este aumento ocorre logo apds o inicio da
alimentacdo.

Estas taxas metabdlicas observadas em diferentes gastropodes pulmonados sdo
cerca de 10-40 vezes menores do que a taxa metabodlica de um rato (de cerca de 1 ml
Oz.g'l.h'l, ver RANDALL et al., 2002). Apesar da taxa metabdlica 40 vezes mais baixa
de Megalobulimus abbreviatus, os valores de oxidacdo de glicose no SNC do caracol
foram apenas 10 vezes menores que os encontrados em algumas regides do SNC de
ratos (TORRES er al., 2001; RASIA-FILHO er al., 2002). Assim, ha um nivel
significativo de metabolismo aerébio no SNC de Megalobulimus abbreviatus, e talvez
em outras espécies de caracOis terrestres, que desautoriza a afirmacdo de que o

metabolismo energético desses animais poderia ser suprido exclusivamente por vias
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anaerdbias (ELLINGTON, 1983). Obviamente, experimentos verificando o consumo
tecidual de oxigénio devem ser realizados para confirmar esta hip6tese.

No caranguejo Chasmagnathus granulatus foi verificado um aumento na
oxidacdo de glicose até¢ CO, no misculo mandibular apés 1 h de anoxia. Neste periodo
a atividade piruvato quinase estava reduzida. Os autores relacionaram o aumento da
oxidacdo a uma maior atividade da via das pentoses, desde que com a reducdo da
atividade PK o fluxo do carbono da glicélise para a mitocOndria estaria reduzido
(MARQUEZE et al., 2006). Talvez isso possa explicar a auséncia da reducdo da
oxidacdo de glicose em Megalobulimus abbreviatus, ja que a técnica de oxidagdo
utilizada verifica a formacao de CO, a partir da glicose em qualquer via metabdlica, nao
apenas na mitocondrial.

A ativacdo da via das pentoses seria importante durante a anoxia para aumentar a
producdo de forca redutora (NADPH), a qual poderia ser utilizada durante a fase de
reoxigenacdo para evitar um possivel estresse oxidativo. Estudos usando glicose
marcada especificamente no carbono 1 (produz 14C02 via ciclo de Krebs e desvio das
pentoses) € no carbono 6 (forma 14C02 somente a partir do ciclo de Krebs), ou
analisando a atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (enzima limitante da
via das pentoses) poderiam ajudar a solucionar esta hipétese (SOUCEK et al., 2003).
Por exemplo, em culturas de células de Drosophila melanogaster, a insulina aumenta a
producdo de CO; proveniente da glicose marcada no carbono 1, mas ndo modifica a
producdo de gés carbodnico a partir do substrato marcado no carbono 6, o que indica uma
ativacdo da via das pentoses (CEDDIA et al., 2003).

Embora ndo existam muitos estudos relacionando a via das pentoses com
situagcdes de hipdxia/anoxia, ja foi observado que a vasoconstricdo pulmonar hipdxica

aumenta o nivel pulmonar de NADPH, provavelmente pela ativacdo desta via, em
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preparacdes de pulmdes isolados (GUPTE et al., 2006). Em culturas de células neurais
os aumentos na atividade da via das pentoses podem ser controlados pelo HIF
(SOUCEK et al., 2003). Além disso, a maior resisténcia de culturas de astrdcitos a
deprivacdo de glicose e oxigénio em relacdo aos neurOnios deve-se a capacidade
astrocitica de produzir NADPH através da via das pentoses. Esta forca redutora poderia
ser utilizada para restaurar a glutationa oxidada, evitando a geracdo de radicais livres
(ALMEIDA et al., 2002). A partir destes dados, € importante considerar a participacdo
da via das pentoses no SNC de Megalobulimus abbreviatus durante a anoxia.

Apesar de diferentes vias serem capazes de produzir o CO; a partir da glicose, 0s
valores de oxidacdo de piruvato durante a anoxia também ndo sofreram variagdes em
relacdo ao grupo normoxia. Porém, a oxidacdo deste substrato, verificada no presente
trabalho, foi mais que o dobro daquela observada para a glicose. Se a glicose fosse o
unico substrato oxidado pelo SNC de Megalobulimus abbreviatus seria esperado o
dobro de oxidag¢do de piruvato, j& que cada mol de glicose origina dois moles de
piruvato. Mesmo que nao saibamos qual € a real contribui¢do da via das pentoses para a
oxidacdo da glicose, algum substrato diferente da glicose também deve estar sendo
oxidado em alguma proporcdo. Existe a probabilidade deste substrato ser o lactato, ja
que o mesmo se encontra elevado durante a anoxia na hemolinfa de Megalobulimus
abbreviatus (DIAS, 2000). Cabe lembrar, mais uma vez, que a abordagem com o tecido
neural homogeneizado ndo permite diferenciar os neurdnios e as células gliais, os quais
podem estar usando substratos metabdlicos distintos.

Outra hipétese que precisa ser discutida € em relagdo aos ritmos circadianos.
Fica claro, pelos resultados obtidos, que existe uma grande diferenca nos valores basais
de oxidac¢do de piruvato entre os diferentes grupos. O grupo submetido ao experimento

de 3 h de anoxia (juntamente com seu respectivo grupo controle norméxia) apresentou



DISCUSSAO 108

valores de oxidacdo de piruvato ao redor de 200 prnoles.rng'1 de tecido.h™". Este grupo
experimental foi sacrificado ao redor das 16 h, ao final da tarde. Porém, os animais dos
grupos 12 h de anoxia e reoxigenagdo (dissecados, respectivamente a 1 h da madrugada
e as 07 h da manhd) apresentaram valores de oxida¢do de piruvato de cerca de 600-700
prnoles.rng'1 de tecido.h™. Os valores de oxidagdo de glicose, por outro lado, foram
mantidos ao redor de 80 prnoles.rng'1 de tecido.h” durante os trés periodos
experimentais. Estes resultados sugerem uma variagdo ritmica na utilizacdo de
diferentes substratos pelo metabolismo oxidativo do caracol. Assim, ao final da tarde o
principal substrato oxidado parece ser a glicose. Porém, no meio da noite e inicio da
manhad, os valores de oxidacdo de glicose ndo sdo suficientes para explicar os niveis
elevados de oxidagcdo de piruvato. Provavelmente, durante a escotofase, periodo de
maior atividade do caracol, o lactato poderia estar sendo utilizado como principal fonte
energética pelo SNC. Isto explicaria a alta oxidacdo de piruvato observada a noite.
Além disso, o lactato poderia ser a fonte preferencial utilizada pelos neurdnios do SNC
do caracol durante periodos de ativacdo destas células, de acordo com a hipétese do
desvio glicose-lactato (MAGISTRETTI, 2006) entre astrécitos e neurdnios, discutida
previamente.

As concentragdes de lactato apresentam modificacoes circadianas no cérebro da
truta arco-iris, com o0s niveis mais elevados a noite. Porém, estas mudancas estdo
relacionadas ao ciclo alimentar, pois desaparecem em animais mantidos em jejum
(POLAKOF et al., 2007b).

Independentemente do substrato ou via utilizada, a falta de uma reducao dréstica
na atividade COx (uma enzima dependente de oxigé€nio) nos corpos neuronais do lobo

pedal e no neuropilo lateral, além da manutengdo dos niveis de oxidacdo de glicose e

piruvato durante a anoxia levantam a hipétese da existéncia de algum tipo de estoque de
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oxigénio capaz de manter o metabolismo aerébio do SNC de Megalobulimus
abbreviatus mesmo durante a anoxia.

A presenca de hemoglobinas em tecidos de invertebrados como anelideos e
gastropodes tem sido descrita hi bastante tempo (WITTENBERG et al, 1965;
HARDISON, 1996), inclusive no sistema nervoso (SCHINDELMEISER et al., 1979).
Mais recentemente estes pigmentos de armazenamento de oxigé€nio encontrados no
sistema nervoso passaram a ser chamados de neuroglobinas (BURMESTER &
HANKELN, 2004; LAUEFES et al., 2004). Apesar da neuroglobina de vertebrados ser
bastante conservada (por exemplo, apenas 6% de diferenca entre homem e
camundongo), ela é uma proteina bastante diferente da hemoglobina (com apenas 25%
de homologia) e estd mais relacionada as globinas especificas do sistema nervoso de
invertebrados (BURMESTER et al., 2000; BURMESTER & HANKELN, 2004).

Cinco fungdes possiveis tém sido sugeridas para as neuroglobinas, pelo menos
em vertebrados: 1- facilitar a difusdo de oxigénio para dentro das células, 2- regenerar o
NAD™" para manter a gliclise sob condi¢des anaerdbicas, 3- inativar EAOs, 4- atuar
como uma Oxido nitrico dioxigenase e 5- atuar como um sensor de oxigénio
(BURMESTER & HANKELN, 2004). Talvez as globinas presentes no sistema nervoso
de invertebrados possuam fun¢des similares.

No sistema nervoso do bivalve Tellina alternata o pigmento respiratério pode
atuar como um estoque de oxigénio de longa duracdo, mantendo a propagacdo de
potenciais de acdo provocados por estimulos externos por cerca de 30 minutos, até
tornar-se completamente desoxigenado (KRAUS & COLACINO, 1986). Além disso,
aumentos na expressdo do gene da neuroglobina t€ém sido observados no sistema
nervoso da tartaruga Trachemys scripta (MILTON et al., 2006) e do zebrafish Danio

rerio (ROESNER et al., 2006) durante situacdes de hipdxia.
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Desta forma, baseado na existéncia de pigmentos de estoque de oxigé€nio no
SNC de diferentes organismos tolerantes a anoxia, incluindo moluscos, € possivel
sugerir a existéncia de alguma forma de estoque deste gds no SNC de Megalobulimus
abbreviatus, capaz de manter os niveis de oxidacdo e a atividade COx pelo menos nas
fases iniciais de anoxia. Como o pigmento parece bastante conservado, estudos
imunoistoquimicos ou de western blotting poderiam ajudar a descrever a existéncia,
distribuicdo e modificacdo da expressio do pigmento no SNC Megalobulimus
abbreviatus submetido a anoxia.

Além da possibilidade de um estoque tecidual de oxigénio, a hemolinfa também
poderia funcionar como um reservatdrio deste gas. Neste caso, o pigmento circulante
hemocianina poderia transferir o oxigénio para um pigmento tecidual de maior
afinidade pelo gds, como a neuroglobina, através das porcdes avasculares do tecido
nervoso. A sugestdo destd funcdo de armazenamento de oxigénio desempenhada pela
hemolinfa, provém de estudos que demonstram que nem sempre a pressao
hemolinfética de oxigénio chega a zero, mesmo em uma situacdo andxica. Por exemplo,
a PO, da hemolinfa do caracol Helix lucorum, de 68,34 mmHg em animais controle,
permanece em 12,35 mmHg apés um periodo prolongado de 48 h de anoxia
(MICHAELIDIS et al., 1999), ou seja, ndao chega a zero. A hemocianina de Helix
pomatia liga o oxigénio de forma mais firme durante condigdes resultantes do
prolongado metabolismo anaerdébio dos tecidos (WIESER, 1981). Além disso, para
alguns insetos aquaticos, a afinidade aumentada da hemocianina pelo oxigénio € um
processo importante durante a hipéxia (ARMITAGE et al., 1995), embora nao se saiba
se exibe algum papel funcional em moluscos. Ndo se sabe se a hemolinfa poderia
funcionar como um local de estoque de oxigénio ou se o aumento da afinidade

impediria a liberacdo desta reserva de O, para os tecidos em casos de anoxia.
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De qualquer forma, € necessdrio esclarecer se algum mecanismo de
armazenamento de O, exerce importincia funcional no SNC de Megalobulimus

abbreviatus submetido a anoxia.

6.2.3. ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Mesmo que um organismo seja bastante tolerante as reducdes na tensao
ambiental de oxigénio ou na redu¢do do suprimento de oxigénio aos tecidos, esta
resposta ndo € suficiente para conseguir sobreviver a este tipo de estresse. Apds a
anoxia, o animal precisard enfrentar um periodo de reoxigenagdo, no qual todos os
tecidos deverdo passar por uma reorganizacao metabdlica.

A ativacdo de diversos processos metabdlicos envolvidos nesta reorganizacgao,
durante a fase de reoxigenacdo, reflete-se no fendmeno do débito de oxigénio, ou seja,
um aumento do consumo de oxigénio acima dos valores basais que pode ser observado
em invertebrados (ELLINGTON, 1983).

O retorno para uma atmosfera com alto teor de oxigénio, além do aumento no
consumo deste gés, pode levar o organismo a uma situagcdo de estresse completamente
contraria aquela enfrentada durante a anoxia/hipoxia: o excesso de oxigénio pode ser
téxico devido a formacao de EAOs.

Desta forma, organismos tolerantes a anoxia também precisam tolerar as
espécies ativas de oxigénio ou impedir a sua formagdo. De fato, uma situacdo de
estresse oxidativo s6 ocorre quando ha um desequilibrio entre a geracdo e a eliminagdo
das espécies ativas do oxigénio. Para evitar isto, existem dois tipos de mecanismos de

defesa antioxidante: enzimaticos e nao-enzimaticos (STOREY, 1996b).
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Apesar dos diversos estudos realizados em moluscos considerando as defesas
antioxidantes (HERMES-LIMA & STOREY, 1995; HERMES-LIMA er al., 1998;
PANNUNZIO & STOREY, 1998; RAMOS-VASCONCELOS & HERMS-LIMA,
2003; RAMOS-VASCONCELOS et al., 2005), isto ndo tem sido analisado no tecido
nervoso destes animais. No presente trabalho foram avaliadas as atividades de trés
enzimas envolvidas com a eliminacdo de EAOs: CAT, SOD e GPx.

Nao foram observadas modificacdes nas atividades de nenhuma destas trés
enzimas entre os grupos anoxia € normoxia. Apesar disso, este resultado ndo significa
que o SNC de Megalobulimus abbreviatus ndo esteja preparado para enfrentar uma
possivel elevacdo na geracdo de EAOs.

Na verdade, diferentes estratégias podem ser utilizadas pelos organismos para
enfrentar um estresse deste tipo. A primeira estratégia seria manter, constitutivamente,
altos niveis de defesas antioxidantes possibilitando enfrentar qualquer tipo de estresse
de maneira efetiva. A segunda estratégia seria elevar as defesas antioxidantes em
resposta ao evento andxico, em antecipagdo a alta produgcdao de EAOs durante o periodo
de reoxigenagdo. A terceira estratégia seria resistir ao acimulo de produtos danificados
durante a fase de recuperacdo aerdbia ativando mecanismos capazes de eliminar os
produtos danificados pelas EAOs (STOREY, 1996b; HERMES-LIMA & ZENTENO-
SAVIN, 2002).

A auséncia de variagdes verificada no presente estudo pode levar a sugestdo de
que o caracol utiliza a primeira hipdtese para enfrentar o estresse oxidativo. Apesar de
nado ter sido realizada nenhuma medida de dano oxidativo, nés acreditamos que o SNC
de Megalobulimus abbreviatus deva estar bem adaptado aos ciclos de
anoxia/recuperagdo e, desta forma, preparado para enfrentar ou impedir a geracdo de

qualquer estresse oxidativo.
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De maneira geral, diferentes organismos e 6rgdos mostram respostas diversas de
suas enzimas antioxidantes frente a anoxia, incluindo a estratégia acima descrita. As
tartarugas, por exemplo, apesar de possuirem uma taxa metabdlica muito menor do que
a dos mamiferos (endotérmicos), possuem geralmente atividade enzimadtica antioxidante
dentro de uma faixa de valores caracteristica dos tecidos de mamiferos e,
consideravelmente mais alta do que a observada em outros vertebrados inferiores
(ectotérmicos como as tartarugas). Isto indica uma elevada capacidade constitutiva para
enfrentar a formagdo de EAO e evitar um possivel estresse oxidativo (STOREY, 1996b;
HERMES-LIMA & ZENTENO-SAVIN, 2002).

No presente estudo, a atividade GPx apresentou valores bastante reduzidos,
porém a SOD apresentou valores da mesma ordem de magnitude daqueles encontrados
no hipotalamo e no hipocampo de ratos (DE VASCONCELLOS et al., 2006). A
atividade CAT também pode ser considerada elevada no SNC de Megalobulimus
abbreviatus com valores de atividade 3-4 vezes maiores do que os encontrados no
hipocampo de ratos de 21 dias (BONATTO et al., 2005) e cerca de 0,7 vez maior do
que os dos musculos quadriceps e gastrocnémico de ratos velhos (PINHO et al., 2006).

Em geral, as atividades das enzimas antioxidantes também foram comparaveis
aquelas de mamiferos em diferentes tecidos do caracol Otala lactea, indicando uma boa
capacidade antioxidante. Porém, a atividade da Se-GPx (a mesma enzima estudada no
presente trabalho) foi baixa (STOREY, 1996b) da mesma forma que a encontrada no
SNC de Megalobulimus abbreviatus. Em insetos a atividade da Se-GPx ¢ substituida
por uma atividade GPx Se-independente condicionada a GST (AHMAD et al., 1989) e
isto pode ser valido para moluscos e outros invertebrados (STOREY, 1996b) incluindo

o caracol Megalobulimus abbreviatus.
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A atividade GPx também ndo pdde ser demonstrada imunoistoquimicamente nas
glandulas digestivas e hepatopancreas do mexilhdo Mytilus galloprovincialis e apenas
uma fraca imunorreacdo foi observada nos mesmos tecidos da ostra Crassostrea sp.
(ORBEA et al., 2000). Experimentos de variacdo circadiana também demonstraram
uma reduzida atividade GPx no manto e no coracdo de Megalobulimus abbreviatus
(BAMBINI Jr., 2007).

Assim, parece que a GPx ndo constitui a primeira linha de defesa antioxidante
no SNC de Megalobulimus abbreviatus e a SOD e a CAT seriam as principais defesas
enzimaticas do caracol, pelo menos neste tecido. No coracdo do caracol Megalobulimus
abbreviatus a atividade CAT é cerca de 10° vezes maior do que a encontrada no coragao
de ratos (MORGAN MARTINS, 1997). Somente uma concentragdo de perdxido de
hidrogénio de 8192 mM € capaz de induzir contratura irreversivel no musculo cardiaco
do caracol, enquanto em ratos uma concentracdo de peroxidos 64 vezes menor (128
mM) ja produz efeitos irreversiveis (BELLO & BELLO, 1988).

Assim, parece que a CAT pode ser a principal defesa enzimdtica antioxidante em
diferentes tecidos de Megalobulimus abbreviatus durante o principal periodo capaz de
produzir danos oxidativos em um animal tolerante a anoxia: a fase de reoxigenacao. Por
outro lado, o periodo de recuperacao utilizado no presente estudo (15 h) é um periodo
longo, no qual a maior parte das varidveis metabdlicas modificadas durante a anoxia ja
retornou aos valores basais. Desta forma, também ndo foram observadas alteracdes nas
atividades das enzimas CAT, SOD e GPx nos caracdis submetidos a 3 h de anoxia
seguidas por 15 h de reoxigenagdo. Porém, seria importante avaliar se, em periodos
mais curtos de reoxigenacdo, as enzimas tenham apresentado alguma diferenca em

relagcdo ao grupo normoxia.
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A manutencdo da alta atividade enzimdtica antioxidante, mesmo durante
periodos de reduzida disponibilidade de oxigénio, nos quais a producdo de EAOs estaria
reduzida, ndo pode ser explicada pela idéia cldssica de que a atividade destas enzimas é
regulada pela concentracio de EAOs (HARRIS, 1992). Mesmo que a atividade COx
nio seja reduzida drasticamente no SNC de Megalobulimus abbreviatus durante a
anoxia (o que pode indicar que, mesmo durante a anoxia, exista algum consumo de
oxigénio pelo tecido e a possibilidade de formacao de EAOs), qualquer produgdo de
EAOs seria menor do que a verificada durante a fase de reoxigenacao.

Desta forma, parece que o SNC de Megalobulimus abbreviatus utiliza a mesma
estratégia das tartarugas e mantém altos niveis constitutivos de enzimas antioxidantes,
os quais devem ser capazes de evitar possiveis danos provocados pelo aumento das
EAOs durante os constantes ciclos de estivagdo/despertar (ou hipdxia/reoxigenacao) aos
quais os animais estdo expostos no ambiente. Estes ciclos podem, inclusive ser didrios,
Ja que durante o dia o animal se recolhe para dentro da concha tornando-se ativo apenas
durante a noite. A prépria SOD, que ndo sofreu alteracdes durante a anoxia, apresenta
um ritmo circadiano no SNC de Megalobulimus abbreviatus com o pico de atividade no
meio da fotofase (BAMBINI Jr., 2007).

De qualquer forma, os estudos considerando a possibilidade de estresse
oxidativo no SNC deste caracol devem continuar, € um experimento de medida de dano
oxidativo ajudaria a esclarecer melhor a estratégia utilizada pelo tecido nervoso do

caracol.
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6.2.4. GABA

O pequeno nimero de modificagdes encontradas nos parametros avaliados no
presente estudo sugere que o caracol Megalobulimus abbreviatus esteja bem adaptado
para sobreviver as condi¢des de anaerobiose, mantendo a homeostasia. Porém, os
mecanismos neuroquimicos que permitem ao SNC do caracol enfrentar a anoxia nao
estdo esclarecidos. Sabe-se que uma das principais estratégias utilizadas pelo sistema
nervoso das tartarugas para sobreviver as reducdes na tensao de oxigénio € uma massiva
liberacao de GABA, a qual inibe diversos processos desempenhados pelo tecido e
provoca uma depressdo metabdlica generalizada no animal (NILSSON et al., 1990;
LUTZ et al., 2003; NILSSON & LUTZ, 2004).

Assim, no presente trabalho a distribuicdo e os niveis do neurotransmissor
GABA foram analisados, mediante imunoistoquimica, nos ganglios cerebrais de
caracois Megalobulimus abbreviatus submetidos a anoxia e reoxigenacdo. Modificacao
na imunorreatividade ao GABA pode dar indicios sobre o padrdo de regulacdo
neuroquimica desempenhado pelo SNC do caracol durante a anoxia. Apesar da andlise
densitométrica ter sido realizada apenas nos ganglios cerebrais, nds observamos fibras
axonais GABAérgicas imunorreativas em todos os ganglios do anel nervoso central de
Megalobulimus abbreviatus e corpos celulares imunomarcados nos ganglios cerebrais e
pedais (dados nd@o mostrados). Este mesmo padrio basal de distribuicio da
imunorreatividade ao GABA foi previamente descrito para o SNC de Helix lucorum
(BRAVARENKO et al., 2001).

Apesar do imenso niimero de estudos sobre a distribuicdo do GABA e controle

do comportamento motor alimentar em diferentes moluscos (BRAVARENKO et al.,
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2001; DIAZ-RIOS et al., 2002; NOREKIAN & MALYSHEV, 2005), poucos estudos
tém relacionado o neurotransmissor ao controle metabdlico.

Durante a hibernacdo os niveis de GABA observados no SNC de Helix lucorum
foram baixos e ndo sofreram modificagdes, uma resposta diferente da observada no
cérebro de lagartos Agama stellio stellio durante a hibernagio (MICHAELIDIS et al.,
2002) e da carpa cruciana submetida a anoxia (HYLLAND & NILSSON, 1999) nos
quais os niveis do neurotransmissor aumentaram.

No presente estudo, foi observada uma elevaciao na imunorreatividade ao GABA
nos somas dos neurdnios do lobo pedal as 3 h de anoxia. Este aumento retornou aos
valores basais durante a fase de reoxigenacdo. Nao foram observadas alteracdes na
regido neuropilar, nem as 3 h nem as 12 h de anoxia.

Este aumento, observado nos somas neuronais, pode indicar que a sintese de
GABA esta elevada, pelo menos nas fases iniciais de anoxia. Porém, ndo sabemos
explicar qual € o significado funcional desse aumento, j4 que o GABA pode ser
sintetizado nos terminais axonais, ou seja, nos locais de liberacao do neurotransmissor.

E bem conhecido que a resposta & anoxia do sistema nervoso dos vertebrados
envolve o aumento nos niveis de neurotransmissores inibitérios como GABA, glicina e
taurina (NILSSON & LUTZ, 1991; NILSSON, 1992). Além disso, o aumento
expressivo do GABA no cérebro das tartarugas andxicas é acompanhado por um
aumento no nimero dos receptores GABA, (LUTZ & LEONE-KABLER, 1995; LUTZ
et al., 2003; NILSSON & LUTZ, 2004) e os niveis do neurotransmissor também se
elevam no sistema nervoso de mamiferos e répteis durante a hibernacdo, refor¢cando o
papel do GABA como promotor do hipometabolismo (ABDEL RAHEEM & HANKE,

1980; AL-BADRY & TAHA, 1982; LUST et al., 1989; MICHAELIDIS et al., 2002).
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Porém, essa hipétese nao explica tdo facilmente os efeitos GABAérgicos no sistema
nervoso de invertebrados, especialmente moluscos.

O papel inibitério do GABA tem sido bem demonstrado em diferentes filos de
invertebrados, como nos artrépodes, anelideos (ATWOQOD, 1982; CAZALETS et al.,
1987; DUDEL et al., 1997) e nematédeos (JOHNSON & STRETTON, 1987). Nos
moluscos, porém, se atribuem ao GABA efeitos farmacoldgicos tanto excitatdrios como
inibitérios sobre os neurdnios centrais (WALKER, 1986; ALKON et al., 1992;
COLLIN et al., 1992; CHEUNG et al., 2006).

Em todos os animais estudados o GABA exerce suas acdes inibitdrias por meio
da ativacdo dos receptores GABA,, que predominantemente conduzem ions CI.
Contudo, dependendo da concentracdo intracelular de ions cloreto, 0 GABA também
pode causar respostas excitatorias. O nivel de cloreto intracelular é regulado por dois
cotransportadores  cation-CI° que operam em direcdes opostas. O KCC2
(cotransportador K'-Cl" transporta Cl° para o meio extracelular) e o NKCCl1
(cotransportador Na*-K*- 2CI" transporta Cl° para o meio intracelular) (DELPIRE,
2000). Os neurdnios sensoriais dos ganglios da raiz dorsal de ratos adultos expressam
altos niveis de NKCC1 e mostram correntes despolarizantes em resposta ao GABA
(PLOTKIN et. al., 1997). Este transportador também estd envolvido nos efeitos
excitatérios do GABA em neur6nios imaturos, durante o desenvolvimento (YAMADA
et al., 2004).

Também tem sido demonstrada uma atividade despolarizante do GABA no SNC
de moluscos. Com base em preparacdes isoladas dos ganglios pedais de Lymnaea
stagnalis tem sido sugerido que a depressdo da atividade neuronal durante a anoxia se
deve a reducgdo dos efeitos excitatérios do GABA, causada pela diminui¢@o na atividade

do transportador NKCC1 (CHEUNG et al., 2006).
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Assim, o nivel inalterado de GABA em moluscos sujeitos a periodos andxicos,
como na hibernacdo (MICHAELIDIS et al., 2002), poderia ser atribuido ao fato deste
neurotransmissor poder atuar com fungdes diferentes, excitatdrias ou inibitdrias, em
diferentes circuitos neuronais. Por outro lado, a auséncia de modificagdes na
imunorreatividade GABAGérgica neuropilar, e o aumento verificado nos corpos
neuronais as 3 h de anoxia, podem indicar que ndo estd ocorrendo uma liberacdo
massiva de GABA no SNC de Megalobulimus abbreviatus durante a anoxia. A
liberacdo massiva de GABA durante situacdes de hipometabolismo seria esperada
somente se os efeitos do neurotransmissor fossem inibitodrios.

O presente trabalho demonstrou que a anoxia estabelece mudancas em alguns
parametros do metabolismo do SNC de Megalobulimus abbreviatus, enquanto mantém
outras varidveis estdveis. De qualquer forma, este padrao de regulacdo verificado no
presente estudo € importante, pois permite a sobrevivéncia dos caracdis frente a
auséncia de oxigénio. Sem duvida, mais estudos devem ser realizados para demonstrar
possiveis diferengas entre o metabolismo glial e neuronal e esclarecer os mecanismos

que estdo atuando para manter a homeostase no SNC de Megalobulimus abbreviatus

durante a anoxia e a reoxigenacao.



7. CONCLUSOES

7.1. VARIACAO CIRCADIANA

1. O fato da glicemia e da atividade da GFa apresentarem um ritmo circadiano
indica que o metabolismo de carboidratos do SNC de Megalobulimus abbreviatus
mostra uma varia¢do, a qual deve estar sendo sincronizada pelo ciclo claro/escuro,
desde que desaparece nos animais submetidos ao livre-curso, e deve estar diretamente
relacionada com a variagdo da atividade comportamental e do ritmo ventilatério desta
espécie. A maior atividade GFa no inicio da escotofase indica uma ativagdo metabdlica
do SNC neste periodo e os valores elevados de glicose hemolinfatica observados podem
suprir os diferentes tecidos do caracol com um substrato metabdlico no inicio do

periodo de atividade do animal.

2. A variagdo circadiana do metabolismo de carboidratos, principal substrato
energético deste animal, justifica a necessidade do cuidado com o horério do dia em que
devem ser realizados os experimentos de anoxia e sugere que este cuidado experimental
deva se estender as abordagens experimentais em geral com moluscos pulmonados

terrestres.

7.2. ANOXIA E REOXIGENACAO

3. A reducdo provocada pela anoxia na atividade GF e GS pode indicar que o

SNC do caracol sustenta uma depressdao metabdlica, pelo menos em periodos mais

prolongados de anoxia (12 h) ou pelo menos evita uma rdpida deplecdo das reservas
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neurais de glicogénio. O retorno da atividade enzimdtica aos valores basais apds a
recupera¢do demonstra a capacidade o SNC de Megalobulimus abbreviatus de enfrentar

este tipo de estresse.

4. A manutencao dos niveis de captacao de glicose e da capacidade de sintese de
glicogénio durante a anoxia, impede que ocorra uma deplecdo das reservas de
carboidratos teciduais no SNC do caracol. Esta pode ser uma estratégia importante para

sobreviver a periodos longos de anoxia.

5. A reducdo da atividade COx em uma importante drea de integrac@o sindptica
cerebral, diferente da regido cortical (somas) ou de outras areas neuropilares, indica que,
ainda que algumas regides ganglionares tenham sido mais afetadas por um possivel
hipometabolismo andxico, hd a manutencdo de um determinado grau de metabolismo
aerébio mesmo sob PO, ambiental reduzida. A manutencdo da atividade COx e dos
niveis de oxidacdo de glicose e piruvato sugere a existéncia de alguma forma de estoque
de O; no tecido nervoso ou na hemolinfa de Megalobulimus abbreviatus. Ou entdo, a

COx ndo é o melhor marcador metabdlico nessa situacgao.

6. A alta atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT no SNC de
Megalobulimus abbreviatus sugere que estas sejam as defesas enzimdticas primaérias
utilizadas por este tecido do caracol para enfrentar os constantes ciclos de

anoxia/reoxigenacdo ambientais aos quais o animal estd exposto.

7. Os experimentos de imunoistoquimica demonstram que o GABA ¢ um

neurotransmissor presente no SNC de Megalobulimus abbreviatus, mostrando uma
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distribuicao semelhante a de outros gastrépodes terrestres. A falta de modificacdo na
imunorreatividade ao GABA durante a anoxia pode estar relacionada aos efeitos
excitatorios desempenhados pelo neurotransmissor em molusco. Desta forma, ndo
ocorreria uma massiva liberagdo de GABA como evento indutor de um estado de

depressao metabdlica em Megalobulimus abbreviatus.



8. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados encontrados no presente trabalho foi possivel estabelecer
algumas conclusdes referentes a estudos desenvolvidos anteriormente com o caracol
Megalobulimus abbreviatus. Porém, novas hipéteses foram formuladas, muitas das
quais ja estao sendo analisadas por nosso grupo de pesquisa, enquanto outras abrem a
possibilidade de novas linhas de estudo utilizando o caracol Megalobulimus abbreviatus

como modelo experimental.

1. Analisar a producdo de lactato e a atividade da enzima lactato desidrogenase

no SNC do caracol submetido a anoxia e a reoxigenacdo, para avaliar a real

contribuicao do metabolismo anaerdbio durante essas situagdes.

2. Observar possiveis modificacdes estruturais e metabdlicas entre neurdnios e

células gliais utilizando técnicas ultra-estruturais, histoquimicas e de cultivo celular.

3. Analisar a contribuic@o da via das pentoses durante a anoxia e a reoxigenacao
através do estudo da atividade da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase ou utilizando

glicose marcada especificamente nos carbono 1 e 6.

4. Realizar a dosagem bioquimica da enzima COx e avaliar outras enzimas

envolvidas no metabolismo oxidativo, como a succinato desidrogenase.

5. Verificar possiveis alteracdes morfolégicas ou danos celulares gerados ao

longo da anoxia, utilizando microscopia eletronica de transmissao.
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6. Realizar medidas de dano oxidativo e de antioxidantes ndo-enzimaticos para
tracar um melhor perfil do sistema de controle antioxidante do SNC de Megalobulimus

abbreviatus.

7. Analisar as possiveis vias de transducdo de sinal envolvidas na anoxia e
recuperagdo como a via do HIF e a das MAPK e vias de morte celular, como a das

caspases.

8. Descrever a distribuicdo e o efeito da anoxia e da recuperacdo sobre a
imunorreatividade ao GABA nos outros ganglios do SNC de Megalobulimus

abbreviatus.

9. Realizar estudos de anoxia in vitro para permitir uma andlise das estratégias
teciduais utilizadas para sobreviver a anoxia, excluindo efeitos hormonais ou causados

pela alta concentragdo de glicose hemolinfética durante o periodo.

10. Quantificar a atividade comportamental do caracol, ou de 6rgdos especificos,
utilizando medidas de locomogdo, ventilacido ou de freqiiéncia cardiaca durante a anoxia

e a reoxigenagao.
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Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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