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5HT - serotonina

S5HT-ir — serotonina imunorreativa

ABC - Complexo avidina-biotina peroxidase

ACh - Acetilcolina

AChE - Acetilcolinesterase
A-V — atrio-ventricular

CA - Catecolamina

DA - Dopamina
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RESUMO

O controle das diversas funcbes nervosas somaticas e viscerais nos
moluscos € exercida por ganglios centrais e de forma importante pelo
sistema nervoso periférico, constituido pelos nervos que se projetam do
sistema nervo central (SNC), ganglios periféricos e plexos neural. Nos
moluscos a miogenicidade cardiaca é modulada por
neurotransmissores, como as monoaminas, a acetilcolina e o
neuropeptidio FMRFamida, entre outros. A localizacdo de neuronios
contendo esses transmissores no SNC e suas acdes na atividade
cardiaca sao bem documentadas nestes animais, porém menos
reconhecida é a secrecao destes mediadores por neuronios de um plexo
periférico intrinseco. Por esta razao, este trabalho teve como objetivos
descrever a inervacao cardiaca, identificar a organizacao e localizacao
dos neuronios centrais e periféricos envolvidos na regulacdo cardiaca,
por meio de marcacao retrograda e anterograda e investigar a
distribuicao do FMRFamida, das monoaminas e da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) no coracao. A regidao renopericardial é
inervada pelo ganglio visceral, via nervo visceral comum, que se bifurca
no ramo renopericardico. Este emite o ramo para a aorta comum, o
ramo renal e o ramo pericardico, que penetra no pericardio e emite o
ramo cardiaco que adentra o atrio. Observou-se uma extensa rede de
feixes imunorreativos a FMRFamida (Fa-ir) e a serotonina (SHT-ir) de
diversos calibres no atrio e no ventriculo, mas com maior densidade na
juncao e na valva atrio-ventricular (A-V). A atividade AChE também foi
mais intensa na valva A-V, com uma menor atividade no atrio e
ventriculo. Catecolaminas (CA) foram detectadas como finos feixes em
uma pequena porcao do atrio e do ventriculo, junto as veias
pulmonares e a aorta comum, respectivamente. Nao foram encontrados
somas monoaminérgicos e colinérgicos no coracao. Foram encontrados
neuronios Fa-ir no ventriculo, sobretudo nas regides junto a valva A-V.
Foi identificado um grande numero de neurdnios meédios e grandes
marcados na porcao dorsal e média dos ganglios parietal direito e
visceral e um numero menor de somas no parietal esquerdo. Um grande
numero de neurdnios pequenos dos ganglios pleurais e um menor
numero de somas pequenos dos ganglios pedais também participam
desta inervacao. A distribuicao dos feixes de fibras marcados no coracao
retrogradamente com Lucifer Yellow do ramo renopericardico mostra a
distribuicao similar a inervacao SHT-ir, Fa-ir, CA e em parte com a
atividade AChE. Os resultados indicam, portanto que a inervacao
cardiaca SHT, CA e possivelmente a colinérgica sao extrinsecas,
oriundas de neuronios centrais via ramo cardiaco e aortico. A inervacao
Fa-ir seria tanto de origem central, via dois ramos, como intrinseca do
coracao.



INTRODUCAO

O estudo comparativo do sistema nervoso dos invertebrados tem
contribuido para o avanco das pesquisas na neurociéncia. O sistema
nervoso de todos os animais apresenta grande similaridade na maquinaria
molecular necessaria para a geracao de varios comportamentos. A base
molecular da funcao dos neurdnios é provavelmente primitiva e bastante
conservada na evolucao (GREENSPAN, 2007). A organizacao dos neuronios
em circuitos também segue principios comuns aos animais com simetria
bilateral. No sistema nervoso dos platelmintos ja aparecem tendéncias que
sdo como pressagios da evolucao do sistema nervoso dos vertebrados
(ARBAS, 1991).

A simplicidade de organizacao, conferida pelo menor numero de
células do sistema nervoso dos invertebrados, associado as vantagens que
se traduzem em facilidades nas abordagens experimentais, de uma maneira
geral, oferecida pelos animais menos diferenciados, propicia a compreensao
dos circuitos que regulam os comportamentos basicos, os quais podem
integrar circuitos que regulam comportamentos mais complexos observado
nos animais superiores (KATZ & HAMIS-WARRICK, 1999).

Os gastropodes, a maior classe do filo Mollusca, sao muito atrativos
em investigacoes biologicas, pela possibilidade de se adquirir conhecimento
detalhado sobre seu comportamento, que € intermediario em complexidade

quando comparado a outros animais e por possuirem neurdnios de



tamanho grande e de facil identificacao (CHASE, 2002; KANDEL, 2000), o
que possibilita o estudo no ambito dos circuitos motores. Além disso, os
neurdonios dos moluscos possuem uma grande capacidade de crescimento
dos neuritos, regeneracao e alta especificidade no estabelecimento de
conexoes neuronais (WONG, et al., 1983), sendo, portanto, também bons
modelos para experimentos de cultura celular.

Esta facilidade que os moluscos oferecem para o estudo de diversos
comportamentos basicos determinou a ampla utilizacao do sistema nervoso
dos moluscos gastropodes para estudar questoes relacionadas com a
transmissdo, interpretacdo e estocagem de informacodes (S-ROSZA, 1987),
fornecendo resultados que tem sido relevantes para o entendimento da
organizacao funcional do sistema nervoso dos mamiferos. A base fisiologica
da memoria e aprendizagem, revelada nos moluscos gastropodes, como a
Aplysia, € apenas um dos muitos exemplos de aplicabilidade e relevancia
destes estudos neurobiologicos comparativos (KANDEL, 2000; BARCO et
al., 2006).

Megalobulimus abbreviatus € um molusco gastropode (subclasse
Pulmonata, ordem Stylommatophora) que vem sendo utilizado em estudos
fisiologicos por diferentes linhas de pesquisa da UFRGS, em funcao da
facilidade de coleta e manutencao e pelo seu tamanho em torno de 12 cm
com o pé distendido, em relacao a maioria das espécies de estilomatoforos.
Os representantes desta ordem caracterizam-se por serem terrestres,
hermafroditas e por possuirem dois pares de tentaculos cefalicos, sendo
que o par posterior sustenta o olho em sua extremidade apical.

Encontrado no sul do Brasil, Argentina e Paraguai (SAWAYA e PETERSEN,



1962; DE JORGE et al., 1965), vive em ambientes iimidos e sombrios e em
periodos de seca pode ficar enterrado, situacao em que se submete a um
ambiente hipoxico. Com o objetivo de desvendar os mecanismos nos quais
estes animais suportam estas condicoes foi investigado o metabolismo
intermediario do SNC em condicoes de anoxia experimental e na
reoxigenacao (DE FRAGA et al., 2004). O seu sistema nervoso também vem
sendo alvo de estudos neuroanatémicos (DONELLI et al., 1998; FACCIONI-
HEUSER et al., 1999; 2004; SANTOS et al., 2002; 2005; 2005b; ZANCAN et
al., 1994; 1996; 1997; NOBLEGA et al., 2003; 2006) e comportamentais
(ACHAVAL et al.,, 2005; SWAROWSKY et al.,, 2005; KALIL-GASPAR et al.,
2007). A descricao do SNC de M. abbreviatus esta apresentada na Fig 1.

O controle das diversas funcoes nervosas somaticas e viscerais nos
moluscos é exercida por ganglios centrais e de forma importante pelo
sistema nervoso periférico, que compreende tanto um plexo nervoso
subepidérmico como também ganglios periféricos tanto para o controle
reflexo como para processamento sensorial primario de 6rgado especiais
como, por exemplo, os tentaculos (BULLOCK & HORRIDGE, 1965;
DORSETT, 1986).

Os ganglios centrais mais envolvidos na regulacdao do ambiente
interno sdo os ganglios parietais e o ganglio visceral. Ganglios periféricos e
rede de somas neuronais periféricos também podem participar, dependendo
do orgao a ser regulado (CHASE, 2002). Os circuitos centrais que regulam
os sistemas viscerais foram estudado em alguns gastrépodes pulmonados,
entre eles a rede de neurdnios cardio-respiratorios de Helix pomatia (S.-

ROZSA & ZHURAVLEV, 1981; S.-ROZSA, 1987), Lymnaea stagnalis



(BUCKETT et al, 1990a, b) e de Achatina fulica (FURUKAWA &
KOBAYASHI, 1987a, b; ZHURAVLEV et al.,, 1997, 2002). Muitos neuronios
deste circuito neural podem ter conexdes diretas com diferentes alvos, ou
seja, participam simultaneamente de mais de um processo fisiologico e,
consequentemente, foram denominados como neurdonios multimodais
(ALEVIZOS et al., 1989). Alguns neuronios, como 0s neurdonios motores
colinérgicos inibitorios cardiacos em alguns pulmonados terrestres,
possuem funcoées motoras e sensoriais e sao denominados neuronios
multifuncionais (ZHURAVLEV et al, 1993). Um exemplo de
multifuncionalidade e multimodalidade pode ser ilustrada no reflexo
viscero-cardiaco descrito em Achatina fulica, em cujo circuito, a
estimulacao nos neuronios gigantes multimodais d-VLN (neurdnio gigante
visceral-dorsal) e d-RPLN (neurdnio gigante parietal direito-dorsal) levam a
contracao de varios musculos viscerais. Subsequentemente, a contracao
muscular ou o movimento das visceras podem ativar as terminacoes
mecanossensiveis dos neuronios multifuncionais (sensoério-motores) HI1 e
HI2 no coracao e a via eferente destas células disparam potenciais pos-
sinapticos inibitoérios no miocardio (ZHURAVLEYV et al., 1999; 2002; BUGAI
et al., 2005). A quantidade dos neurodnios envolvidos no controle dos
sistemas cardio-respiratorio e cardio-renal nos moluscos indicam que o
controle das funcées viscerais é um processo complexo (S-ROSZA, 1987).

O controle neural da atividade visceral é fundamental por estar
totalmente atrelada ao contexto comportamental em que estiverem
inseridos os animais. Estudos em diferentes espécies de gastropodes

mostram mudancas na atividade cardiaca em decorréncia a diversos



comportamentos e condicoes fisiologicas do animal, como também a varios
fatores ambientais (DIERINGER et al, 1978; WUNNENBERG, 1990;
ROMERO & HOFFMANN, 1991, 2008; WEATHERILL & CHASE, 2005),
cujas respostas cardiovasculares incluem mudancas no débito e na
frequéncia cardiaca, na pressao sanguinea e na redistribuicao do fluxo
sanguineo para varios leitos vasculares.

O coracao bicavitario dos moluscos gastropodes € miogénico, com o
potencial de acdo iniciado nas fibras cardiacas espontaneamente, mas, ao
contrario dos vertebrados, o automatismo miogénico destes animais seria
difuso, pois cada parte do coracdo em separado mostraria batimento,
podendo, entretanto, apresentar dominancia em algumas regides
miocardicas em algumas espécies (KRIDGSMAN & DIVARIS, 1955; JONES,
1983). A fibra cardiaca € descrita como estriada em diferentes espécies de
moluscos (McMANNON et al.,, 1997). Em M. abbreviatus, um estudo
ultraestrutural inicial descreveu que as fibras cardiacas sao estriadas
transversais, mas com linhas Z pobremente definidas (FACCIONI-HEUSER,
et al., 2001). Para outras espécies de moluscos assim, como para outros
animais, como nematodeos e anelideos, que também possuem esqueleto
hidrostatico, o miocardio é constituido de fibras estriadas helicoidais. A
funcao desse tipo de musculo pode ser de manter a tensao e a alta pressao
do corpo, que serviria como um suporte ao esqueleto (McMANNON et dal.,
1997). A regulacao do sistema cardiovascular, portanto, € indispensavel
para animais que tém um corpo mole, como os moluscos, pois nesses

animais, locomocao e manutencdo da postura dependem da pressao



hidrostatica gerada pela redistribuicao da hemolinfa (SKELTON et al,
1992).

O controle da atividade cardiaca resulta de uma sinergia entre
mecanismos neurais, intrinsecos e hormonais. Trabalho realizado com
outra espécie de Megalobulimus demonstrou que a frequéncia cardiaca
aumenta em resposta a estimulo aversivo tanto em animais intactos quanto
em animais com o coracao desnervado. O aumento da frequéncia cardiaca
nos animais intactos seria uma acao do sistema nervoso a resposta de
retirada induzida pelo estimulo aversivo, enquanto que nos animais
desnervados seria uma consequéncia da liberacdo de hormonios agindo
diretamente sobre o coracdo ou do aumento do retorno venoso, decorrente
da maior atividade associado ao estimulo aversivo (ROMERO et al., 2008).
No pulmonado aquatico Aplysia a frequéncia cardiaca é influenciada por
varios fatores ambientais e comportamentais, no entanto a desnervacao
pelo seccionamento do nervo pericardial nao teve efeito sobre as alteracoes
na frequéncia cardiaca em resposta a hipodxia, estimulo nocivo,
temperatura e apos a refeicdo. Essas alteracoes nao mediadas pelo nervo
cardiaco provavelmente sao reguladas pela acao hormonal ou por efeitos
indiretos do aumento da atividade, como o acumulo de metabodlitos no
sangue periférico ou de efeitos do fluxo sangiiineo (DIEGERINGER, et al.,
1978).

Mudancas na tensao muscular, postura, locomocdo, movimentos
intestinais, ou alteracdoes no tonus vasomotor podem desencadear o
mecanismo intrinseco da regulacao cardiaca (DIEGERINGER, et al., 1978).

Este mecanismo, denominado como mecanismo de Frank-Starling descrito



para mamiferos e perfeitamente aplicavel para moluscos (SMITH, 1987),
define que o coracdo possui uma capacidade intrinseca de se adaptar a
volumes crescentes de afluxo sanguineo. Ou seja, o retorno venoso e a
pressao no final da diastole, a chamada pré-carga, influencia o volume de
sangue ejetado durante a contracao sistolica. Estudos sobre a influéncia
intrinsica da atividade cardiaca tem sido realizado em diferentes classes de
moluscos, € mostram claramente que o volume sistélico € diretamente
relacionado a pré-carga, entretanto, a regulacao do volume & dependente
das propriedades de permeabilidade da membrana e do aclopamento
exitacao-contracdo somente em parte, pois a acdo neural e hormonal
também integram este controle (McMANNON et al., 1997), o que mostra a
complexidade do controle cardiaco in vivo, quando estes mecanismo
interagem.

Os mais extensos estudos sobre o controle neural cardiaco tém sido
realizados com as espécies Aplysia califérnica, Lymnaea stagnalis, Achatina
fulica e Helix pomatia nas quais sao conhecidos os neurdnios motores,
multifuncionais e interneurdonios, que integram o circuito neural do
controle cardiaco. Em Aplysia foram identificados quatro neurdnios
motores cardiacos, dois inibitorios e dois excitatérios, trés neuronios
motores vasoconstrictores (KOESTER et al., 1974), e um neuronio motor
multifuncional (L7) de funcao excitatoria que inerva o musculo da auricula
e o musculo vasoconstrictor da aorta abdominal (ALEVIZOS et al., 1989).
Varios interneuronios cerebrais com influéncia sobre a frequéncia cardiaca
também foram descrito para esta espécie (XIN, et al, 1996; 2001). Em

Lymnaea, o neurdnio motor Spe localizado no ganglio visceral, exerce um



forte efeito sobre a frequéncia e amplitude do batimento cardiaco. Outros
importantes neuronios motores excitatéorios tém sido identificados, dois dos
quais usam o peptidio FMRFamida como transmissor e somente um
neuronio motor inibitorio, Kni, foi identificado nesta espécie. (BUCKETT et
a.l.,, 1990 a,b).

Inervacao neural intrinseca, com a presenca de um plexo no coracao
dos moluscos, € descrito para bivalves, cefalopodes e para alguns
gastropodes. Mas os trabalhos sobre a inervacdo do coracao em
estilomatoforo revelam resultados controversos conforme revisao de
Krijgsman e Divaris (1955), os pesquisadores mais antigos podem ter
confundido células do tecido conjuntivo com células nervosas (KRIJGSMAN
& DIVARIS, 1955). Mas parece existir pouca duvida quanto a existéncia de
ganglios adrticos em nudibranquios e cefalopodes (KRIJGSMAN & DIVARIS,
1955). A funcao destas células nervosas nao € conhecida nestes coracoes
miogénicos (BULLOCK & HORRIDGE, 1965, WIENS, et al 1995) e esses
elementos nervosos nao seriam o marcapasso (KRIDGSMAN & DIVARIS,
1955).

Inimeras substancias sao conhecidas por sua acao na atividade
cardiaca em moluscos. As monoaminas tém sido encontradas na
hemolinfa, de diversos gastropodes exercendo acdao hormonal, além de
neurotransmissora (WALKER, 1986). O neuropeptidio FMRFamida,
encontrado na hemolinfa de Helix aspersa, em concentracoes que sao
fisiologicamente ativas (LESSER & GREENBERG, 1993) e a ocorréncia de
terminacoes axonais em areas neurohemais (SCHOT & BOER 1982) tem

sugerido que este neuropeptidio possa agir como um neurohormoénio



(HARRIS et a.,l 1995). A ACh, também esta em alta concentracao no espaco
pericardial e age como neurohormoénio (McMANNON et al., 1997).

O neuropeptideo FMRFamida, isolado originalmente do ganglio do
molusco Macrocallista nimbosa pelas suas acoes cardioexcitatorias
proeminentes, € um tetrapeptideo (fenilalanina, metionina, arginina e
fenilalanina; PRICE & GREENBERG,1977), que faz parte do grupo de
neuropeptideos denominado FaRPs (FMRF-amide Related Peptides), que
inclui os peptidios com arginina e fenilalanina no carbono terminal. A
importancia do peptideo FMRFamida nos invertebrados pode ser ilustrada
pelo fato que no nematodeo Caenorhabditis elegans, que contém ao menos
18 genes que codificam 53 peptideos FaRPs, e que o desligamento de
somente um destes genes causa severos deficiéncias comportamentais,
incluindo falta de coordenacao, hiperatividade e insensibilidade a alta
osmolaridade (NELSON et al.,1998).

FMRFamida pode desempenhar varias acoes centrais ou periféricas,
podendo excitar, inibir ou apresentar acodes bifasicas nos gastréopodes
(revisao MOULIS, 2006). Os efeitos excitatorios dos peptideos FaRPs no
musculo cardiaco, demonstrado primeiramente em bivalve por Price e
Greenberg (1977), foram confirmados para gastropodes (WALKER, 1986;
CARDOT & FELLMAN, 1983) e para outros sistemas musculares
(COTTRELL et al., 1983; EVANS & MAYERS, 1983; BUCKETT et al., 1990).
Um par de neurdnios, Eug, contendo FMRFamida no ganglio visceral de
Lymnaea, exerce um efeito cronotropico e inotropico excitatorio (BUCKETT
et al.,, 1990). Entretanto, efeitos inibitorios também foram relatados no

coracao do bivalve Lampsilis claibornensis (PAINTER & GREENBERG,
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1982). FMRFamida induz a abertura dos canais idnicos de K* tipo S,
causando hiperpolarizacao da membrana celular e aumento do limiar ao
potencial de acao (WALKER, 1992; revisao MOULIS, 2006).

Tem sido descrito que os neuropeptideos FaRPs utilizam diferentes
vias de segundo mensageiro. O inositol trisfosfato (IP3) e o acido
araquidonico parecem ser os principais segundos mensageiros envolvidos
nas respostas excitatorias e inibitoria (revisao MOULIS, 2006), sendo que a
via fosfatidilinositol foi verificada em respostas contrateis induzidas no
coracao do caracol aquatico Lymnaea stagnalis (FALCONER et al.1993;
WILLOUGHBY et al. 1999), enquanto a acao inibidora do FMRFamida no
ventriculo de Lampsilis claibornensis foi mediada pelo AMPc (PAINTER e
GREENBERG, 1982).

Observou-se em resultados anteriores em M. abbreviatus (dado ainda
nao publicado, MORIGUCHI-JECKEL, 2001) um grande numero de
neuronios FMRFamida imunorreativos em todos os ganglios do SNC de M.
abbreviatus. Por meio de um mapeamento retrogrado simultaneo, seria
possivel, identificar quais destes neurdnios Fa-ir poderiam estar envolvidos
com o controle cardiaco.

A acetilcolina (ACh) € um importante neurotransmissor nos moluscos
e sua ocorréncia no sistema nervoso destes animais € bem documentada
(WALKER, 1986). No sistema nervoso de M. abbreviatus, foi verificada a
presenca de atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), sendo os
ganglios bucais e pedais os que apresentaram maior numero de neurdnios
AChE positivos, que possivelmente estdo envolvidos em circuitos

colinégicos (ZANCAN, et al.,1994). O efeito predominante da ACh sobre o
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coracao dos moluscos € inibitorio (WALKER, 1986). A ACh medeia a
inibicao cardiaca rapida durante varios comportamentos em Aplysia, tais
como ocorre durante a respiracdo, contracdo da artéria abdominal e
durante a alimentacao (SKELTON et al., 1992).

Ao contrario da maioria dos gastropodes, a ACh tem uma acao
excitatoria sobre preparacoes de perfusdao de ventriculo isolado de M.
abbreviatus (classificados nesta época como Strophocheilus oblongus) na
concentracdao 107 g/ml (JAEGER, 1961). Apesar do ensaio farmacologico
sobre o coracao e da deteccao da atividade AChE no SNC de M. abbreviatus
(ZANCAN et al, 1994), ainda nao €& conhecida a distribuicao periférica
cardiaca da ACh.

O SNC dos gastropodes possui um grande numero de neuronios
monoaminérgicos identificados (CROLL, 1988; CROLL e CHIASSON, 1990
HERNARDI e ELEKES, 1999). Neuronios catecolaminérgicos e
serotoninérgicos foram localizados no SNC de Megalobulimus abbreviatus
(ZANCAN et al., 1997; SWAROWSKI et al.,, 2005). A dopamina (DA) € a
principal catecolamina presente nos ganglios centrais, e em algumas
regidoes periféricas de Lymnaea stagnalis (HETHERINGTON et al.,, 1994;
CROLL, et al. 1999). O papel da DA e da serotonina na regulacao da
atividade cardiaca é estudado em diversas espécies de gastropodes (JONES,
1983; WALKER, 1986). A aplicacao farmacologica da DA sobre o coracao de
Patella vulgata, na concentracao 10°M indica uma acao cardionibidora
para esta espécie (LEAKE, et al., 1975). Como nao tem sido identificados os
neuronios DA cardiorreguladores, alguns autores estabelecem como incerto

o papel da dopamina no coracao (CHASE, 2002)
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A aplicacao farmacologica da SHT sobre os coracoes isolados dos
gastropodes Busycon canaliculatum (HILL, 1958; HUDDART e HILL, 1996),
Lymnaea stagnalis (BUCKETT et al, 1990 b) e Aplysia -californica
(LIEBESWAR et al., 1975) causa um aumento dose dependente na atividade
inotropica e cronotropica com um efeito primario sobre a regulacao
cronotropica de longa duracao. Resultados similares foram obtidos em
estudos da farmacologia da SHT no coracao de M. abbreviatus, que
revelaram um efeito cronotrépico positivo dose-dependente, enquanto a
acao inotropica foi positiva ou negativa sob baixa ou alta concentracao,
respectivamente (JAEGER, 1961; 1962).

Evidencias sugerem que os receptores de SHT dos gastropodes estao
associados com a via de sinalizacao adenil ciclase e, quando estimulados,
produzem aumento do AMPc intracelular (KEBABIAN et al., 1979;
MANDELBAUM et al, 1979; S.-ROZSA, 1984; SAWADA et al, 1984;
HUDDART & HILL, 1996) e a liberacao de Ca*? dos estoques intracelulares
nos neurdnios dos moluscos (KONONECKO et al.,, 1983). Ha evidencias de
que a SHT controla a forca da contracao cardiaca regulando a mobilizacao
de Ca*2? durante o acoplamento excitacdo-contracao das fibras cardiacas em
Dollabela auricularia (HILL, 1974) e em Busycon canaliculatum (DEVLIN,
2001), no qual foi determinado que 20% do influxo de Ca*2? na fibra
cardiaca por acao da SHT €& mobilizado pelos canais tipo-L e 80 % do
reticulo sarcoplasmatico através da bomba SERCA, resultando no aumento
da forca sistolica.

Como M. abbreviatus vem sendo cada vez mais utilizado como

importante modelo experimental fisiologico, o conhecimento sobre o
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controle da atividade cardiaca torna-se relevante, por ser este um
mecanismo homeostatico fundamental. Trabalhos realizados em espécies
de Megalobulimus estavam centrados na influéncia da variacdo da
frequéncia cardiaca em relacao a atividade comportamental ou as
condicoes ambientais (ROMERO & HOFFMANN, 1996, 2008), e na acao
farmacologica de alguns importantes mediadores quimicos no coracao
(JAEGER, 1961, 1962, 1966) nao existindo, entretanto, informacoes sobre
os neurodnios cardioreguladores que, uma vez identificados, permitiriam
estudos sobre o funcionamento deste circuito neuronal.

Outra pergunta que segue em aberto para os moluscos pulmonados
€ se seus coracOes miogénicos apresentam ou nao inervacao intrinseca
como um plexo, e qual seria sua natureza quimica. O papel de um plexo
cardiaco € uma questdao em plena discussao inclusive para o coracao de

mamiferos.
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Fig.1. Organizacao do SNC de M. abbreviatus. A: Esquema dos ganglios
que constituem o SNC. AC, artéria cefalica; BB, bulbo bucal; CD, corpo
dorsal; EA, esofago anterior; PA, ganglios parietais; PE, ganglios pedais;
PL, ganglios pleurais; V, ganglio viceral. B: Esboco de um caracol
pulmonado em vista lateral, com o pé estendido, para visualizacao relativa
dos ganglios bucais (B), cerebrais (C) e do complexo ganglionar
subesofageal (S), unidos entre si pelos conetivos neurais cérebro-bucal (1),
cérebro-pedal (2) e cérebro-pleural (3). Orientacao da figura: D, dorsal; V,
ventral; P, posterir; A, anterior (ZANCAN, 1996).
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OBJETIVOS

O presente trabalho tem por objetivos o mapeamento dos neuronios
no SNC, envolvidos com a regulacao cardiaca e da regiao renopericardial, e
a identificacdo da inervacao periférica cardiaca quanto a possivel influéncia
intrinseca e/ou extrinseca, bem como a identificacdo quimica desta
inervacao.

Para tanto os seguintes objetivos especificos foram tracados:

1) Descrever a morfologia e o suprimento nervoso da regiao
renopericardial.

2) Realizar um mapeamento dos neurdnios no SNC, cujos axonios
atingem a regiao renopericardial, através da marcacao retrograda com
cloreto de cobalto e biocitina a partir coto distal do ramo renopericardial.

3) Descrever a inervacdo do coracao, através da marcacao
anterograda com Lucifer Yellow e também através da analise histoquimica
da presenca de monoaminas e da atividade da acetilcolinesterase, e por

imunoistoquimica para serotonina e FMRFamida nesta regiao.



16

MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

O objeto de estudo deste trabalho, o caracol terrestre Megalobulimus
abbreviatus Becquaert 1948, foi coletado nos municipios de Minas do
Leao, Charqueadas e Barra do Ribeiro (RS). Foram utilizados somente
espécimes adultos, caracterizados por possuirem o peristomio da concha
refletido, cujo tamanho das mesmas era de 66,15 + 1,35 mm de
comprimento, 34,42 + 0,78 mm de largura e o peso era de 47,62 + 1,67 g
(média + erro padrao). Os animais foram mantidos em terrarios telados no
Laboratorio de Neurobiologia Comparada do Departamento de Fisiologia
do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS, sob condicoes
controladas de temperatura (20°C - 26°C), luminosidade (12,5 W/cm?),
fotoperiodo (12h claro/12h escuro) e umidade do ar (de 75% a 90%); foram

alimentados diariamente com alface e agua ad libitum.

2. ANESTESIA E DISSECCAO
Antes de cada experimento, os animais foram lavados em agua
corrente para a remocao de residuos de terra, secados, pesados, medidos e

anestesiados por imersao em solucao saturada de mentol dissolvida em
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solucao fisiologica para a espécie M. abbreviatus (29,5 mM NaCl, 2,4 mM

KCl, 6 mM CaCl,) (JAEGER, 1961), de 30 a 40 minutos.

Decorrido o tempo de anestesia, a concha foi removida e o manto foi
seccionado e rebatido, juntamente com o pulmao e a cavidade pericardial
(coracao, pericardio e rim). Para a exposicao dos ganglios do complexo
subesofageal, foi feita incisao dorsal no diafragma, seccao do estomago
anterior apos contencao do suco digestivo e, em seguida, foi seccionado o
musculo retrator da radula e o saco radular foi rebatido anteriormente. O
complexo ganglionar subesofageal foi mantido conectado aos ganglios
cerebrais pelos conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural e ligado a
cavidade pericardial pelo ramo renopericardial do nervo visceral comum.

Apos a exposicao do sistema nervoso, procedeu-se a exposicao
cardiaca, através de uma incisao ventral no pericardio, sendo este rebatido

cuidadosamente, para nao seccionar o nervo cardiaco.

3 DESCRICAO NEUROANATOMICA DA REGIAO PERICARDIAL

Para a descricao morfologica da regido pericardial, utilizou-se 12
animais, nos quais com auxilio de um microscopio cirurgico (D. F.
Vasconcelos), o complexo ganglionar subesofageal e a cavidade cardiaca
foram expostos, conforme descrito acima. O nervo visceral comum foi
identificado, separado do tecido conjuntivo e mantido intacto conectado a
regiao pericardial. As preparacoes foram posteriormente digitalizadas para

fotodocumentacao com camera digital Sony Cybershot DSC-N2.
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4. HODOLOGIA

Somas neuronais e suas projecoes foram identificadas através dos
meétodos de tracamento de vias neurais com cloreto de cobalto (CoCls)
acrescido de albumina, CoClz conjugado com lisina, biocitina e Lucifer
Yellow.

Foram feitas marcacoes no sentido anterogrado, do sistema nervoso
em direcao as terminacoes periféricas no coracao, a partir do coto
proximal do ramo renopericardial e, no sentido retrogrado, do coto distal
do ramo renopericardial.

Todas as preparacoes foram montadas em uma placa, dividida em
dois compartimentos. No primeiro foi colocado o sistema nervoso (para
marcacao retrograda) ou o coracao (para marcagao anterograda) submerso
em solucao fisiologica para espécie. No segundo, o coto distal do ramo
renopericardial imerso no tracador neural. A separacdao entre o0s
compartimentos foi reforcada com barreira de vaselina sélida, para evitar a
migracao do marcador externamente ao nervo. Para controle desta
possibilidade, um ganglio nervoso (cerebral ou subesofageais) de outro
animal foi colocado junto mna solucao fisiologica do primeiro
compartimento. Caso fosse constatado eventual vazamento do tracador,
pela marcacao no ganglio controle, a amostra era descartada.

Os resultados serdao expressos pelo nimero maximo de neuronios
encontrados nos agrupamentos neuronais, que aparecerem de forma

consistente em 6 marcacoes bem sucedidas.
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4.1 Tracamento neural com cloreto de cobalto (CoCl>)

Este método de tracamento neural € eficaz na marcacao de somas e
axonios e com menor intensidade, na marcacao de dendritos (DAVIES,
1983). Tem sido amplamente usado para estudos no sistema nervoso de
invertebrados (PITMAN, 1972; DAVIES,1982) e de vertebrados (LAZAR,
1978; COLLIN, 1989). Quando o tracamento é feito com ions cobalto, apos
o transporte a precipitacao do cobalto é feita amonio e a intensificacdao da
coloracao do precipitado de sulfeto de cobalto é obtida com nitrato de
prata. Para facilitacao do transporte intra-axonal do cobalto, pode-se usa-
lo como um complexo com aminoacido, ou acrescido de proteina
(GALLYAS, et al, 1978; GORCS, et al, 1979). No presente trabalho, foi
usado tanto CoCl;, acrescido de albumina como conjugado com lisina.

Nos procedimentos de tracamento retrogrado com CoCly (Sigma,
EUA) 0,1M acrescido de albumina sérica bovina (BSA-Sigma, EUA) 0,1%,
foram usados 10 animais para marcacao da regidao pericardial. Para a
infusdo retrograda com CoClz-lisina (SPRINGER & PROKOSCH, 1982),
foram utilizados 6 animais. A preparacao foi mantida em camara umida a
4°C por 72 h. Apos esse periodo de incubacdo, as preparacoes foram
lavadas e reveladas com solucao 0,3% de sulfeto de amonio (Merck,
Alemanha). Na sequiéncia, o material foi lavado e fixado por imersao em
solucao de Carnoy durante 1h e crioprotegido em solucédo de sacarose 30%
diluido em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4 (TF). Os tecidos foram
seccionados horizontalmente em criostato Micron HM S03E, a 50 pym e

coletados em laminas gelatinizadas. Os cortes passaram por intensificacao
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do precipitado de sulfeto de cobalto com nitrato de prata (Merck) conforme
o meétodo de Davies (1982), seguido de diferenciacao em solucao de
tiossulfato de sodio 2%. Apods lavagem, seguiu-se a desidratacdo em série
de alcoois de concentracao crescente, diafanizacdo em xilol, sendo as

laminas cobertas com balsamo e laminulas.

4.2 Tracamento neural com Biocitina

Foram utilizados 6 animais para a marcacao retrograda (coto distal
do ramo renopericardial)). A biocitina (composto conjugado biotina-lisina;
Sigma, EUA) foi diluida a 4%, em tampao Tris-HCl 0,05M, pH 7,4. O
procedimento de marcacado em placa com dois compartimentos foi descrito
acima. A preparacao foi incubada por 72 h a 4°C. Apos esse periodo, o
material foi retirado da camara e fixado em paraformaldeido 4% diluido em
TF, durante 4 h a temperatura ambiente. Posteriormente foram
crioprotegidos em solucao de sacarose 15%, seguida de 30%, ambas
diluidas em TF a 4°C. Os tecidos foram seccionados a 50 um (cortes
horizontais) em criostato (Micron HM S05E) a temperatura de -18°C e os
cortes foram coletados em frascos, contendo tampao fosfato salino (PBS).
Os cortes soltos em solucao foram incubados com o complexo de coloracao
ABC (complexo avidina-biotina-peroxidase, Vector, Burlingame, CA),
durante 2h. Depois de lavados em PBS, seguiu-se a revelacao da reacao
em solucdo de diaminobenzidina (DAB; Sigma, EUA), contendo 1ml de
DAB 0,5% diluido em PBS, 0,25 mL de cloreto de cobalto, 8,4 mL de PBS e
0,25 mL de sulfeto de niquel amoénio, ambos diluidos em agua destilada a

1%, durante 10 minutos. Esta solucdo foi acrescida de peroxido de
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hidrogénio (H202) a uma concentracao final de 0,01%, e incubado por mais
10 min. Apés a incubacéao os cortes foram lavados com PBS e coletados em
laminas gelatinizadas. Seguiu-se desidratacdo em série alcoodlica de
concentracao crescente, diafanizacao em xilol e montagem das laminas

com balsamo e laminulas.

4.3 Tracamento neural com Lucifer Yellow:

Para a marcacao anterograda com Lucifer Yellow foram utilizados 6
animais. O coto proximal seccionado do ramo renopericardial foi exposto a
agua bidestilada por 5 min, para remover o potassio e tornar o tecido mais
excitavel. Os cristais de LY foram acrescentados a agua bidestilada a uma
concentracao aproximada de 20%. O experimento foi montado em placa
com dois compartimentos, conforme descrito no item 4, porém foi colocado
um eletrodo de metal em cada compartimento, no da solucédo do LY com o
coto do ramo renopericardial e no outro com o coracao ligado ao pericardio
e ramo renopericardico. Posteriormente, foi transmitida uma corrente de
3V por meio de bateria (30 min a 1h) a temperatura ambiente
(OLAND,1990). Apos cerrar a aplicacao de corrente, seguiu-se incubacao
em uma camara umida por 72 horas a 4°C. Decorrido o tempo de
incubacao, alguns coracoes inteiros, abertos, foram diretamente colocados
sob laminulas, outros coracoes, foram fixados por 3h em paraformoldeido
4% diluido em TF a temperatura ambiente, seccionados horizontalmente
em criostato (150-200 um) e coletados em laminas. Seguiu-se montagem

em um meio contendo 80% glicerol e 20% de carbonato de sodio 20mM. A
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observacao da fluorescéncia foi em microscopio de epifluorescéncia (Nikon

Opitphot-2, com filtro de excitacao EX 380-425 e de barreira BA 450).

5. IDENTIFICACAO DE MEDIADORES QUIMICOS NA INERVACAO

PERIFERICA CARDIACA

Para identificar a natureza quimica das terminacoes nervosas no
coracao, foram wutilizadas as técnica de imuno-histoquimica para o
neuropeptideo FMRFamida e SHT, o método de histofluorescéncia do acido
glioxilico para a deteccao de monoaminas e a técnica para a deteccao da

atividade da enzima AChE.

5.1 Imuno-histoquimica para FMRFamida e SHT

Com o intuito de identificar neurdnios contendo FMRF-amida ou
SHT no coracao foram utilizados, para cada mediador, 6 animais, cujos
coracoes foram removidos, fixados em paraformaldeido 4% diluido em TF a
temperatura ambiente, seguido de crioprotecao e seccao em criostato
(cortes horizontais) conforme descrito no item 4.2. Os cortes foram lavados
em PBS. Posteriormente, passaram por um pré-tratamento em solucao de
metanol 10% acrescido de H202 3% durante 30 min para o bloqueio da
atividade da peroxidase endogena. Apos lavados em PBS com Triton X-100
0,2% (PBS-Tx), os cortes receberam pré-tratamento com soro normal de
cabra 3% em PBS-Tx por 30 min para o bloqueio dos sitios inespecificos de
unidao do anticorpo. Na sequéncia, os cortes foram incubados com o

anticorpo policlonal anti-FMRF-amida (Chemicon, EUA), desenvolvido em
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coelho, na concentracao de 1:1200 e anti-serotonina (Sigma, EUA),
desenvolvido em coelho como complexo creatinina sulfato de serotonina
conjugado a BSA, na concentracao 1: 300 durante 48 h a temperatura de
4°C, sob agitacao constante. Apos esse tempo, os cortes foram lavados em
PBS-Tx e incubados com anticorpo secundario, anti-IgG de coelho (Sigma,
EUA), desenvolvido em cabra, 1:50 por 2 h. A seguir, os cortes foram
lavados em PBS, incubados em complexo peroxidase-anti-peroxidase (PAP,
Sigma), a 1:500, durante 2 h. Apos a lavagem em PBS, foi realizada a
revelacao da reacao em solucao de DAB 0,06% diluida em PBS durante 10
min. A essa solucao acrescentou-se H2O2 na concentracao final de 0,01%,
diluido em agua destilada. Ao término da incubacao os cortes foram
lavados em PBS, coletados em laminas gelatinizadas, desidratados em
série alcoodlica de concentracdo crescente, diafanizados em xilol, seguido
de montagem das laminas com balsamo e laminulas. A especificidade da
reacao foi testada retirando-se o anticorpo primario do meio de incubacao,

o qual foi substituido por PBS.

5.2 HISTOQUIMICA

5.2.1 Método do acido glioxilico

Este método histoquimico (DE LA TORRE & SURGEON, 1976,
modificado por ZANCAN et al., 1997) buscou revelar a presenca de
monoaminas por histofluorescéncia. Oito coracoes de M. abbreviatus foram
isolados, congelados e diretamente seccionados (horizontalmente) em
criostato (Micron HM 5035E, -20°C, 75 um). Os cortes foram coletados em

laminas gelatinizadas, secados a temperatura ambiente e tratados com
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solucao, constituida por sacarose, fosfato de potassio monobasico e acido
glioxilico 2% (Sigma, EUA) durante 5 min. A seguir foram secados sob jato
de ar ambiente por até 30 min. Uma vez secas, as laminas foram
colocadas a 90°C durante 4 min, para que o acido glioxilico formasse
fluoroforos com as monoaminas. As laminas foram montadas com oleo
mineral (Sigma, EUA) e laminulas e guardadas protegidas da luz, até
observacao em microscopio de epifluorescéncia (Nikon Opitphot-2, com
filtro de excitacao EX 380-425 e de barreira BA 450). Sob esse sistema de
filtros, € observada a fluorescéncia azul para catecolaminas e amarelo-

esverdeado para serotonina.

5.2.2 Método de AChE

Para a localizacdo da atividade da enzima AChE foram coletados 6
coracoes, que foram fixados em paraformaldeido 4%, diluido em tampao
fosfato (TF) 0,1M pH 7,4 por 4h a 4°C, crioprotegidos em sacarose 15% e
30%, diluida em TF. Logo apods foram seccionados horizontalmente em
criostato (Micron HM 503E, -18°C, 50 um) e coletados em laminas
gelatinizadas. As laminas contendo os cortes foram lavadas em tampao
Tris-maleato 0,1M pH 6,0 (TM) para remocao do meio de embebicao e,
depois, colocadas no meio de incubacdo (método de KARNOVSKY &
ROOTS, 1964), contendo iodeto de acetiltiocolina (2,1 mM, Sigma), citrato
de sédio 0,1M, sulfato cuprico 30 mM e ferricianeto de potassio 5 mM em
tampao TM, em estufa a 37°C por 4h, protegidas da luz para que ocorresse
a reacao de hidrélise do iodeto de acetiltiocolina, catalisado pela AChE

tecidual. Realizou-se o controle da especificidade da reacdo com a omissao
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do substrato (acetiltiocolina) no meio de incubacdo. Alguns cortes foram
tratados com o inibidor de colinesterase, sulfato de eserina (sulfato de
fisostigmina,10-4 M, Sigma), por 30 min a 37°C, antes da incubacao. Apos
a incubacao, as laminas foram lavadas em TM, desidratadas, diafanizadas

em xilol e montadas com balsamo e laminulas.
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RESULTADOS

1 MORFOLOGIA E INERVACAO DA REGIAO RENOPERICARDIAL

A regido renopericardial do caracol M. abbreviatus € constituida
pela cavidade pericardial e pelo rim (Fig 2). A cavidade pericardial é
delimitada pelo pericardio, um saco de parede delgada que envolve o
coracao. Posiciona-se posteriormente a cavidade pulmonar, levemente a
esquerda da linha meédia, disposto transversalmente ao eixo antero-
posterior do corpo do animal e em relacdo ao eixo longitudinal renal. Sua
margem anterior esta delimitada pela lacuna transversal da cavidade do
manto, que marca o limite posterior do pulmao, enquanto a margem
posterior esta junto a face anterior do rim. A cavidade pericardial esta
interligada ao rim através de um poro renopericardico, que se abre na
porcao anterior do rim. Na face antero-lateral direita do rim, localiza-se a
abertura nefridial externa, o nefréstomo, que se abre no sulco excretor da
cavidade pulmonar.

O coracao bicavitario, de M. abbreviatus, mede cerca de 1,5 + 0,05
cm (média + erro padrao) no seu eixo longitudinal. O atrio € menor, menos
musculoso, de aparéncia fina e delicada e recebe as veias reno-pulmonares,
cuja juncao com o atrio € destituida de uma valvula. O ventriculo
apresenta-se maior e de parede mais espessa e compacta e do seu apice

parte a aorta comum em cuja juncao identifica-se a valvula aortica. A aorta
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ramifica em um ramo aortico anterior, que ascende para a regiao cefalica, e
em um ramo aortico posterior ou visceral. Na juncao atrio-ventricular (A-V)
localiza-se a valva A-V, constituida de dois folhetos, que se unem a parede
do orificio pela continuidade das suas fibras com o miocardio de ambas as
cavidades.

A inervacao da regido renopericardial tem origem no ganglio visceral
por meio do nervo visceral comum ou proprio (nV), que se origina da face
posterior do ganglio, em posicao médio dorsal (Fig 2). O nV emite um ramo
que se desloca sobre a vagina-oviduto e mais 2 ramos: um ramo
renopericardial e outro que continua para inervar o estomago, intestino,
hepatopancreas, seguindo até a gonada (ovotestis). Maior detalhamento
desta inervacao foge aos objetivos propostos neste estudo.

O ramo renopericardial, cruza o diafragma pelo lado esquerdo do
corpo e a seguir ascende sofrendo uma curvatura acentuada para o lado
direito, até a cavidade renopericardial. Antes de atingir esta cavidade se
ramifica e posteriormente se subdivide e segue em direcao ao
hepatopancreas e aorta. Este ramo, denominado de ramo aoértico, difere de
nervo aortico, que se origina da face dorsal do ganglio visceral, pois o
primeiro trata-se de um fino ramo nervoso que termina na aorta anterior
proxima a bifurcacdo da aorta comum em anterior e posterior.

O tronco principal do ramo renopericardial se divide nos ramos
renal e pericardico ao atingir a cavidade renopericardial. O ramo renal
alcanca o rim na sua porcao antero-lateral esquerda, proximo ao limite
deste com o pericardio. O ramo pericardico adentra a face postero-lateral

esquerda do pericardio e emite um ramo que inerva esta estrutura,
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enquanto segue em direcdo a regido postero-lateral direita, onde se
subdivide em dois ramos, que, deslocam-se até a conexao das veias reno-
pulmonares com o atrio. O alvo destes ramos, constituidos de finos feixes

de fibras, so foi possivel observar-se por meio da marcacao anterograda.

™

Fig. 2. Esquema representativo da inervacao da cavidade renopericardial de
M. abbreviatus, visualizado a esquerda da figura (rebatido para mostrar a
face ventral) pelo SNC (a direita). RS, saco radular; C, ganglio cerebral; S,
complexo ganglionar subesofageal; PA, aorta posterior; AA, aorta anterior;
K, rim; PC, cavidade pericardica; A, atrio; V, ventriculo; L, pulmao; I,
intestino; RA, abertura renopericardica; TL; Lacuna transversal; N,
nefrostomo; 1, nervo visceral; 2; ramo intestinal; 3, ramo renopericardial; 4,
ramo aortico; 5, ramo do hepatopancreas; (6) ramo renal; (7) ramo
pericardico. Orientacao: A, anterior; P, posterior; E, Esquerda; E, Direita.
Barra: 0,5 cm.
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2. INERVACAO DO CORACAO

2.1 Marcacao anterograda

A marcacao anterograda com LY, realizada a partir do coto proximal
do ramo renopericardico, confirmou que o ramo pericardico subdivide-se
em um ramo no lado esquerdo que inerva o pericardio, denominado para
alguns moluscos pulmonados de ramo pericardico principal (KERKHOVEN,
1995), e em outros dois ramos a direita. O mais calibroso destes ramos
adentra o lado ventral do atrio, por isso denominado de ramo cardiaco. O
ramo menos calibroso, denominado de ramo pericardico secundario, segue
para inervar o pericardio (Fig. 3). O ramo cardiaco percorre toda a area em
que as veias reno-pulmonares terminam no atrio, subdividindo-se em
varios feixes de fibras que vao se inserindo entre a fibras musculares do
atrio. Pela marcacdo LY foi possivel observar a distribuicao de grande
quantidade de axonios marcados entre as fibras musculares. Além das
fibras musculares foi possivel observar axénios marcados na parede das
veias pulmonares. (Fig. 3).

Feixes axonais oriundos do ramo cardiaco também foram
encontrados atravessando a juncao atrio-ventricular e entendendo-se, ao
longo do ventriculo até proximo a aorta. A valva A-V e a aorta comum
apresentaram uma fluorescéncia mais intensa, entretanto, provavelmente
em funcao do denso tecido conjuntivo que constitui a valva e da abordagem
experimental adotada observacao do tecido inteiro ou seccoes mais grossas
(150- 200 um), nao foi possivel diferenciar com clareza os feixes e axonios
marcados (Fig. 3). Uma melhor descricao da inervacado cardiaca destas

regioes, foi possivel com as técnicas de imuno-histoquimica para FMRF-
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amida e SHT e com os métodos histoquimicos da atividade AChE e acido

glioxilico, como serao descritas a seguir.

2.2 FMRFamida

Foi encontrada no coracao de M. abbreviatus uma rede muito
extensa de fibras Fa-ir de diversos calibres e somas neuronais Fa-ir no
ventriculo. As Fibras e varicosidades Fa-ir foram localizadas no atrio, na
valva A-V e no ventriculo, com uma densidade de inervacao variada entre
estas regioes (Fig. 4).

Os feixes Fa-ir mais calibrosos (de 9-11um) predominam no atrio
através do qual percorrem em direcao ao ventriculo (Fig. 4-E), na valva A-V
e em todas as regioes do ventriculo que a circundam (Fig. 4-A) e nas
proximidades da valvula aortica (Fig. 4-D).

Fibras de menor calibre e varicosidades Fa-ir aparecem no atrio, na
valva A-V e no ventriculo, em torno da valva A-V. Destas fibras Fa-ir
menores, originam-se numerosos finos feixes e axénios com varicosidades
distribuidos entre as fibras musculares. As varicosidades imunomarcadas
encontradas no atrio e no ventriculo apresentaram didmetro de 1-3 um,
enquanto as localizadas na valva A-V (Fig. 4-B) apresentam diametro ao
entre 1,5 - 4 um.

Somas neuronais Fa-ir foram encontrados em todos os coracoes
analisados. Os somas estavam localizados na valva A-V, na area ventricular
adjacente a esta valva e na regiao média ventricular, logo abaixo da valva
(Fig. 5-C). No atrio, nao foi observado nenhum neurdénio imunorreativo. Na

valva A-V e na area do ventriculo junto a esta valva (Fig. 5-D), os somas, de
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diametro menor (15 - 25 uym) aparecem mais comumente agrupados (7 a 9
somas). Na area média ventricular (Fig. 5-A-D-E), abaixo da valva, foram
encontrados corpos celulares (1 a 3 somas) isolados de maior diametro (30
- 40 pym). Outros neurodnios individuais (1 a 6 somas; 15-23 um) também
foram encontrados na valva A-V (Fig. 5-B) e proximo a valva aortica. Os
neuronios Fa-ir aparentemente enviam seus axonios para se agrupar em
um mesmo feixe de fibras bastante calibroso, que segue seu trajeto na
regiao meédia do ventriculo da valva A-V em direcao a aorta (Fig. 5-D).

Os somas neuronais Fa-ir encontrados possuiam aspecto unipolar e
bipolar, sendo que a maior parte dos neurdnios Fa-ir individuais e

agrupados possuiam aspecto unipolar.

2.3 MONOAMINAS

2.3.1 Serotonina

Pelo método histoquimico do acido glioxilico foi observada a
presenca de fibras de diversos calibres com intensa fluorescéncia amarelo-
esverdeado, indicando a presenca de SHT no coracao, na parede das veias
pulmonares e na aorta de M. abbreviatus, porém foi observada uma
variacao na densidade da inervacao. O método imuno-histoquimico para
SHT confirmou os resultados obtidos com o método glioxilico e permitiu
uma identificacdo mais detalhada desta inervacao.

O coracao apresentou uma grande quantidade de fibras SHT-ir,
entre as fibras musculares do atrio (Fig. 6-A) e do ventriculo (Fig. 6-B). A
inervacao oriunda do ramo cardiaco descrita no item 2.1, apresentou fibras

SHT-ir. O padrao de distribuicao das fibras marcadas com LY coincide com
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o das fibras SHT-ir.

Feixes SHT-ir calibrosos (4-6 um) foram encontrados no atrio, na
juncao atrio-ventricular (Fig. 7-E) e no ventriculo proximo a aorta (Fig. 7-
G), de onde partem feixes que inervam a valva AV e a valvula aortica,
respectivamente (Fig. 7-F). Destes feixes mais finos, originam-se axonios
apresentando muitas varicosidades SHT-ir, dispondo-se em toda a extensao
da valva A-V, onde nao foram encontrados feixes SHT-ir mais calibrosos,
apenas finas fibras e axonios (Fig. 7-C).

A maior densidade de feixes calibrosos, fibras finas e axonios com
varicosidades SHT-ir foram encontradas no atrio e na regido atrio-
ventricular, proximo a valva A-V (Fig. 7-D). Diferente da inervacao Fa-ir,
nas demais regioes do ventriculo foram encontrada menos feixes calibrosos
SHT- ir (ver FIG. 8).

Nao se verificou a presenca de corpos celulares sertoninérgicos no

coracao de M. abbreviatus, com nenhum dos dois métodos utilizados.

2.3.2 Catecolaminas

O método do acido glioxilico resultou na deteccao de fibras finas e
axonios com varicosidades azuis fluorescentes que corresponde a natureza
CA. As fibras e varicosidades foram detectas, nas paredes das veias
pulmonares e da aorta e, em menor quantidade em algumas regioes
miocardicas (Fig. 8).

Os ramos pericardico e cardiaco apresentaram muitos axoénios com

fluorescéncia CA. Do ramo cardiaco fibras CA percorriam em direcao as
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veias pulmonares, enquanto outras eram emitidas ao atrio. A maior
quantidade de fibras CA foi observada na parede das veias pulmonares. Os
finos feixes atriais originavam axonios com varicosidades, que percorriam
apenas uma curta extensao desta cavidade (Fig. 8-B). Nao foram
encontradas fibras catecolaminérgicas nas demais regides do atrio ou
atravessando a juncao atrio-ventricular em direcao ao ventriculo ao
contrario da inervacao SHT-ir e Fa-ir (ver FIG. 8).

Finas fibras CA também foram encontradas na aorta comum, na
valva aortica, e curtos e esparsos feixes na parede do ventriculo junto a
aorta (Fig. 8-C). Na aorta comum, um feixe mais calibroso foi encontrado
percorrendo longitudinalmente este vaso, provavelmente originado do ramo
aortico.

Nao foi observada a presenca de corpos celulares de neuronios CA

em nenhuma regiao cardiaca.

2.4 AChE

O coracao mostrou atividade AChE, tanto no ventriculo (Fig. 10-A),
quanto no atrio. Porém a técnica AChE utilizada (KARNOVSKY & ROOTS,
1964) nao permitiu a visualizacao em detalhe de feixes de fibras axonais e
axonios isolados entre as fibras musculares cardiacas.

A reacao enzimatica foi variavel, apresentando-se intensa
especialmente em toda a extensao da valva A-V e na regidao onde esta valva
se une as fibras musculares do atrio e do ventriculo (Fig. 10-A-B).

A omissao do substrato iodeto de acetiltiocolina, eliminou

totalmente a coloracao em todas as regidoes miocardicas. A incubacao prévia
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das seccoes do coracdo com o inibidor eserina diminuiu parcialmente a

reacdo com o iodeto de acetilcolina.

Fig 3. Inervacao cardiaca evidenciada por marcacao retrograda com
LY em M. abbreviatus. A: Mostrando feixes de fibras no ramo pericardial
(seta) e feixes se ramificando ao longo do trajeto no pericardio (seta dupla).
B: Ramo cardiaco (setas) percorrendo na regiao de conexao do atrio (A) com
as veias pulmonares (PV) e ramificando-se (cabeca de seta) para inervar as
veias pulmonares. Escala: 100 uym
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Fig 4. Inervacao Fa-ir no coracao de M. abbreviatus. A: Mostrando
fibras Fa-ir (seta fina) e ramificacao de espesso feixe Fa-ir (seta grossa) na
regiao abaixo da valva A-V. B: Varicosidades na valva A-V (seta) C:
Esquema da inervacao Fa-ir, mostrando a densidade e calibres relativos de
fibras imunomarcadas em cada regiao; A, atrio; A-V, valva atrio-ventricular;
V, ventriculo; AV, valvula aortica. As diferentes regidoes do esquema estao
ligadas as fotomicrografias correspondentes. D: Feixe calibroso proximo a
saida da aorta comum (seta). E: Feixe espesso, atravessando a regiao atrio-
ventricular (seta). Escala: A, D-E =100 uym, B =10 um, C = 0,25 cm.
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Fig 5. Somas neuronais Fa-ir no coracdo de M. abbreviatus. A:
Mostrando soma imunopositivo (seta), na regido ventricular abaixo da valva
A-V, enviando sua projecao para espesso feixe de fibras (seta dupla). B:
Neuronio Fa-ir (seta) e sua projecao (seta dupla) para a valva A-V. C:
Esquema da localizacao dos somas Fa-ir no coracao. D: Grupo de
neuronios na regiao adjacente a valva A-V e somas individuais (setas)
enviando axonios para um mesmo feixe de fibra (seta dupla); A, atrio; A-V,
valva atrio-ventricular; V, ventriculo; AV, valvula aédrtica. As diferentes
regioes do esquema estao ligadas as fotomicrografias correspondentes. E:
Ramificacao de espesso feixe (seta dupla) e soma FMRF-amida (seta).
Escala: A, B, C, D=100 um; C = 0,25 cm



38




39

Fig 6. A inervacao SHT-ir ocorre em todas as regioes miocardicas do
coracao de M. abbreviatus, mostrando fibras e varicosidades SHT-ir no
atrio (A) em maior quantidade que no ventriculo (B). Escala: 100 um
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Fig 7. Inervacao S5HT-ir no coracao de M. abbreviatus A-B:
Mostrando a chegada do ramo cardiaco (cabecas de setas), o qual é
constituido por varios feixes SHT-ir, que se distribuem sobre a parede das
veias pulmonares (PV), como fibras finas (setas duplas). Do ramo cardiaco
partem muitas finas fibras que adentram o atrio (seta). A, atrio. C: Fibras
imunomarcadas na valva (A-V) e em parte do ventriculo (V) D:Esquema
representativo da densidade de fibras SHT-ir em cada regido do coracao; A,
atrio; A-V, valva atrio-ventricular; V, ventriculo; AV, valvula aédrtica. As
diferentes regides do esquema estao ligadas as fotomicrografias
correspondentes. E: Feixe calibrosoo SHT-ir (seta) atravessando a regiao
atrio-ventricular. F: Fibras imunopositivas (seta) na valvula aortica (AV) e
na aorta comum (CA). G: Feixe SHT-ir (seta) proximo a valvula adrtica
Escala: 100 um.
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Fig 8. Inervacao catecolaminérgica no coracdo de M. abbreviatus. A:
Esquema representativo da localizacao das finas fibras catecolaminérgicas
(seta). A, atrio; A-V, valva atrio-ventricular; V, ventriculo; AV, valvula
aortica. As diferentes regioes do esquema estdo ligadas as fotomicrografias
correspondentes. B: Fibras finas azuis fluorescentes (seta) percorrendo
uma curta distancia no atrio. C: Fibras no ventriculo (seta), préoximo a
saida da aorta.
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Fig. 9. Representacao esquematica do coracao e aortas, mostrando
o padrao da inervacao catecolaminérgica (A), serotoninérgica (B) e
imunorreativa ao neuropeptidio FMRFamida (C) no coracao de M.
abbreviatus. A: Mostrando as fibras catecolaminérgicas, apenas nas
extremidades atrial e ventricular, proximo aos vasos. B: Densa inervacao
serotoninérgica, mostrando as finas fibras distribuidas por todo o
miocardio, mas com maior densidade no atrio e regido atrio-ventricular. C:
Inervacao FMRFamida, com grande densidade de feixes calibrosos. A, atrio;
A-V, valva atrio-ventricular; V, ventriculo; AV, valvula aoédrtica. Escala:
0,25cm.
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Fig 10. Atividade enzimatica AChE no coracao de M. abbreviatus. A-
B: Forte atividade AChE na valva A-V (seta), quando comparado ao
ventriculo (V). Escala: 100 um.
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3 MARCACAO RETROGRADA DA REGIAO RENOPERICARDIAL

O tracamento retrogrado realizado com cobalto-lisina, cobalto-
albumina ou biocitina resultou em dados com qualidade similar, sendo
apresentados em conjunto neste item. A marcacao retrograda através do
ramo renopericardial do nV resultou na identificacdo de um grande numero
de fibras e somas neuronais, nos ganglios do complexo subesofageal (Fig.
11). Nao foi encontrada marcacdao de corpos neuronais nos ganglios
cerebrais que fosse consistente. Atribui-se a esta esporadica marcacao a
possibilidade de ter ocorrido vazamento do tracador. A marcagcao ocorreu
em todos os ganglios subesofageais, pedais, pleurais, parietais e no
visceral. O diametro dos somas neuronais foram classificados como
pequeno (<30 um), médio ( 31 — 60 um), grande (61 — 100 um) e gigante (>

100 pm).

3.1Ganglio Visceral

Foram encontrados neurdénios marcados nos planos dorsal, médio e
ventral do ganglio visceral. A maior quantidade de neurdonios marcados
nesse ganglio esta distribuida nos niveis dorsal e médio (Tabela 1; Fig 11).

Foram encontrados dois grupos de neurdénios marcados, na
margem anterior ao neuropilo, junto ao limite com a artéria cefalica, sendo
um agrupamento lateral esquerdo e outro lateral direito, enviando seus
axonios pelo nV. O grupo lateral direito anterior ao neuropilo se estende
como uma coluna disposta desde o nivel dorsal ao ventral, com até 23
neuronios pequenos, 6 neuronios com diametro médio, 1 neurdnio de

diametro grande e 1 neuronio gigante de cerca de 180 um de diametro,
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proximo a margem do ganglio parietal direito. O grupo lateral esquerdo se
estende do nivel dorsal ao médio e possui até 9 neuroénios pequenos e até 5
neuronios meédios.

Na porcao ganglionar posterior ao neuropilo, junto a saida do nervo
visceral comum, foram encontrados outros dois grupos de neuronios
marcados inervando a cavidade renopericardica: um grupo a esquerda,
junto a margem do ganglio parietal esquerdo, e outro grupo lateral direito,
junto a margem do ganglio parietal direito. Estes grupos de células se
distribuem desde o neuropilo até a margem posterior do ganglio. O
agrupamento lateral esquerdo, apresentou no maximo 56 neuronios
pequenos marcados, 15 neurdnios médios e 4 neurdonios grandes no plano
dorsomedial. No mesmo plano horizontal da saida do nervo visceral
comum, 2 neurdnios gigantes com diametro aproximado de 200 e 250 um
cada um, foram localizados. O grupo direito também se localiza dorso-
medialmente, contendo até 8 neurdnios pequenos (10-30 um), 6 neuronios
meédios (40-60 um), 1 soma de diametro grande junto ao limite com o
ganglio parietal direito e o maior destes neurdnios (aproximadamente 160

um) foi localizado mais proximo a saida do nV (Fig 12 B, C).

3.2 Ganglio Parietal direito

O ganglio parietal direito assim como o ganglio visceral, apresentou
um numero um grande numero de somas neuronais marcados nos planos
dorsal e médio (Tabela 1, Fig. 11).

Na margem lateral, anterior a emergéncia do nervo parietal direito,

foi detectado um agrupamento de até 84 neurdnios pequenos marcados



47

(10- 25 um), que se estendem do plano medial ao dorsal.

Na margem lateral junto a ganglio visceral e posterior ao neuropilo
foram marcados dois neurdnios gigantes, um mais proximo do ganglio
visceral e o outro mais medial, medindo 120 e 150 um respectivamente.
Proximo a esses neuronios gigantes marcados, foram encontrados até 24
neurdonios pequenos, 9 neuronios meédios (50 - 60 um) e 2 somas grandes
(65 — 80 um) marcados.

Ainda proximo a margem do ganglio visceral, mas anterior ao
neuropilo (proximo ao limite com a artéria cefalica) um grupo de até 32
neuronios pequenos € 5 neurdonios meédios (40 - 60 um) foram localizados
dorso-medialmente. Ventral a estes neuronios, foram detectados um
neuronio grande (80-100 pym) e um soma gigante (160 -170 um) que

também participam desta inervacao primaria do sistema coracao-rim.

3.3 Ganglio Parietal esquerdo

No ganglio parietal esquerdo detectou-se trés grupos de neuronios
marcados distribuidos nos planos dorsal, médio e ventral desse ganglio,
cujo numero maximo de somas encontrados esta expresso na tabela 1 e
esquematizados na Fig. 11.

Um grupo de até 36 somas neuronais (10-20 pm) foi localizado no
plano dorsomedial do ganglio, anterior a raiz do nervo parietal esquerdo,
proximo ao conetivo parietal-pleural.

Outro agrupamento de 22 neurdnios pequenos (10 - 30 pm) foi
localizado proximo a margem da artéria cefalica. Este grupo se distende do

plano dorsal ao ventral e junto a ele foi observado até no maximo um
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neuronio grande (Fig 12 A).

Posterior a saida do nervo parietal esquerdo, a esquerda do
neuropilo, foi localizado um neurdnio gigante (aproximadamente 330 um)
no plano médio a ventral. Ao redor deste neuronio gigante, foram marcados
aproximadamente 32 neurdnios pequenos (10 - 15 um). Estes neurdnios se

distribuiam, desde a regiao dorsal até a ventral.

3.1.4 Ganglios pleurais

O maior agrupamento de neurdonios pequenos marcados foi
encontrado nos ganglios pleurais (Tabela 1; Fig. 11). Um destes grupos de
somas marcados foi encontrado lateralmente ao neuropilo de cada ganglio.
Estas pequenas células (10 - 20 um) estavam dispostas como uma coluna,
estendendo-se desde a porcao dorsal até o nivel ventral.

No ganglio pleural direito, encontrou-se aproximadamente até 75
neuronios, junto a margem da artéria cefalica e cerca de 110 somas na
margem direita do ganglio. Nesta margem, ainda encontrou-se até 7
neuronios médios (35 - 40 um; Fig. 13 C)

No ganglio pleural esquerdo, somou-se até 83 mneurdnios, na
margem esquerda do ganglio, e aproximadamente 89 somas marcados,
junto ao limite com a artéria cefalica. Neste ganglio foi encontrado ainda

cerca de 13 somas meédios (40 — 50 um) marcados (Fig. 13 D)

3.1.5 Ganglios pedais

Apenas um pequeno numero de somas pequenos dos ganglios
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pedais envia axdnios ao ramo renopericardial (Tabela 1; Fig. 11).

Na porcao meédia da margem posterior dos ganglios pedais, no
mesmo plano horizontal do conetivo pedal-pleural, foi detectado um
agrupamento neuronal disposto simetricamente em cada ganglio,
constituido de até 16 e 11 neurdnios pequenos (10 - 15 um), marcados nos
ganglios pedal esquerdo e direito, respectivamente, encontrados dispersos
desde seccoes dorsais a ventrais (Fig. 13 A-B).

Na porcao lateral da margem posterior, proximo ao conetivo pedal-
pleural, foi localizado outro agrupamento celular de pequenos neuronios
(10 - 20), somando-se até 27 neuronios no ganglio pedal esquerdo e 39 no
ganglio pedal direito (Fig. 13 A-B).

Lateral ao neuropilo de cada ganglio pedal, na faixa central, no
plano horizontal médio foi encontrado um grupo de até 10 neurodnios
pequenos marcados em cada ganglio, dispostos como uma coluna, podendo
ser visualizados desde a porcao dorsomedial até o nivel da comissura

ventral.
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Tabela 1: Nimero maximo somas neuronais (diferenciados pelo
tamanho do corpo celular) marcados em cada plano dos ganglios do
complexo subesofageal de M. abbreviatus, apos transporte retrogrado

de CoCl: e biocitina do ramo renopericardial
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Fig 11. Representacao esquematica da localizacdao dos neuronios no
marcados em cortes horizontais no complexo subesofageal de M.
abbreviatus, obtidos mediante transporte retrogrado com biocitina e CoCl»
a partir do ramo renopericardial. A: plano ventral. B: plano médio. C: plano
dorsal. AC, artéria cefalica; PeE, ganglio pedal esquerdo; PeD, ganglio pedal
direito; PIE, ganglio pleural esquerdo; PID, ganglio pleural direito; PaE,
ganglio parietal esquerdo; PaD, ganglio parietal direito; V, ganglio visceral.
Escala: 500 um.



Fig 12. Fotomicrografia de seccdes horizontais de M. abbreviatus,
apos transporte retrogrado com CoClz a partir do ramo renopericardial. A:
Plano medial do ganglio parietal esquerdo (PAe). B: Plano medial dos
ganglios visceral (V) e parietal direito (PAd), C: Plano dorsal dos ganglios
visceral (V) e parietal direito (PAd). Cabeca de seta: neurdonio gigante; Seta
neuronio grande. Escala: 100 um.
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Fig 13. Fotomicrografia de seccoes horizontais no plano medial de
M. abbreviatus, apos transporte retrogrado com CoCly a partir do ramo
renopericardial. A-B: Mostrando grupo de neurénios marcados préoximo ao
conetivo pedal-pleural no ganglio pedal esquedo (A) e pedal direito (B); C-D:
Mostrando grupo de neurdnios marcados no ganglio pleural esquerdo (C) e
direito (D). Escala: 100 pm.
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DISCUSSAO

INERVACAO CARDIACA

A morfologia geral da regidao renopericardial e do coracao bicavitario
do caracol M. abbreviatus € similar ao descrito para outros moluscos
gastropodes pulmonados (SCHMALZ, 1914; SCOTT, 1939; KRIJGSMAN &
DIVARES, 1955; BULLOCK & HORRIDGE, 1965; HYMAN, 1967; JONES,
1983; CHASE 2002). A valva atrio-ventricular e a valvula aoértica localizada
na artéria comum possuem caracteristicas similares as descritas para
outros gastropodes (McMANNON et al., 1997, SOMERVILLE, 1973; JONES,
1983). A posicao do coracao, transversal ao eixo antero-posterior do corpo
do animal e ao eixo longitudinal renal, €& similar a encontrada no
estilomatoforo Strophocheilus lorentzianus (SCOTT, 1939). Esta posicado é
considerada um carater mais primitivo para pulmonados que, ao longo da
evolucao, sofreram deslocamento da cavidade pericardial, levando o
pericardio, nos animais mais avancados, a se posicionar a esquerda do rim,
de forma que o eixo longitudinal do coracado tornou-se perpendicular ao
eixo longitudinal renal, ou seja, com o ventriculo orientado rostralmente em

relacao ao atrio (SCOTT, 1939). Esta posicao perpendicular ao eixo
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longitudinal renal foi descrita em Helix pomatia (SCHMALZ, 1914) e em
Helix aspersa (LESSER & GREENBERG, 1993). De acordo com essa
hipotese (SCOTT, 1939), M. abbreviatus representaria uma condicdo menos
evoluida em relacdo a outros pulmonados como Helix pomatia e Helix
aspersa, pelo menos com relacao a posicao do coracao.

O suprimento nervoso cardiaco pelo nervo do ganglio visceral é
descrito para varias espécies de moluscos pulmonados. Em Helix pomatia,
o nil (homologo ao nV), divide-se em dois ramos (ni2, homologo ao ramo
renopericardico e n3, homologo ao ramo intestinal) e nenhum dos dois pode
ser designado como principal (SCHMALZ, 1914). O ni2 inerva o receptaculo
seminal, o hepatopancreas, o rim, a aorta e o pericardio. No M. abbreviatus,
o ramo renopericardial também supre o hepatopancreas e rim, e emite um
fino ramo para a aorta anterior. Este ramo, que termina sobre a aorta, foi
descrito também para Helix aspersa e Helix pomatia (RANSON, 1887). A
inervacao por dois ramos do nervo visceral, um chegando a auricula e outro
na aorta, talvez seja comum aos gastropodes, ainda que nao seja citado
para todas as espécies estudadas (ROMERO & HOFFMANN, 1991) ou tenha
sido descrita sob outra denominacao, como ramo ventricular (LESSER &
GREENBERG, 1993).

Pelas técnicas histoquimicas, imuno-histoquimicas e de marcacao
anterograda do nV de M. abbreviatus, pode-se observar que o coracao €
amplamente inervado e a distribuicao diferenciada das fibras axonais de
acordo com sua natureza quimica, sugere funcoes cardioregulatorias em
locais especificos para cada neurotransmissor.

A atividade da enzima AChE apresentou variacao na reatividade nas
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diferentes regides cardiacas, sendo que a valva A-V foi a regido onde houve
uma intensidade maior da reacao. A presenca da AChE nao confirma a
presenca do sistema colinérgico, pois a AChE possui outras funcoes nao-
colinérgicas (BALASUBRAMANIAN & BHANUMATHY, 1993) mas uma
intensa atividade AChE, associada ao fato da ACh ter apresentado acao
farmacologica importante no coracao de M. abbreviatus (JAEGER, 1961),
sao claros indicios de sinapses colinérgicas no coracdao. A maior atividade
da enzima AChE na valva A-V demonstra que talvez a valva seja o principal
local de acao da ACh com a maior concentracdo de terminacoes
colinérgicas, porém apenas com a verificacao da atividade da enzima de
sintese da ACh, a colina-acetiltransferase seria possivel assegurar uma
inervacao colinérgica. Além disso, estudos em sinapses neuromusculares
em Aplysia demonstraram que a acao de recaptacao da ACh é maior que a
degradacao desta pela AChE na fenda sinaptica (LLOYD, 1994). Deste
modo, a recaptacao da ACh teria um papel mais importante nas sinapses
das juncoes neuromusculares cardiacas que o papel da enzima hidrolitica.
Esse fato talvez também possa justificar uma atividade menor da AChE em
algumas regidoes, com base em uma possivel forma diferenciada da
inativacao da acao colinérgica nas diferentes regides miocardicas.

A ACh, ao contrario da maioria dos moluscos, tem uma acao
excitatoria sobre preparacdoes do ventriculo isolado de M. abbreviatus
(JAEGER, 1961). Nos poucos trabalhos que verificaram a acao localizada
especifica da ACh, foi demonstrada uma acao de hiperpolarizacao sobre a
valva de Dollabela auricularia e despolarizacao sobre o ventriculo (JONES,

1983; McMANNON et al., 1997). Como os experimentos da farmacologia da
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ACh em M. abbreviatus foram realizados somente em preparacoes de
ventriculo isolado, pode-se afirmar que a acao excitatéoria observada em M.
abbreviatus poderia ser uma acao local especifica, como verificado em
Dollabela. No presente trabalho, quando as preparacoes foram previamente
tratadas com eserina, inibidor da atividade AChE, a reacdo nao diminui
totalmente como foi encontrado no SNC desta espécie (ZANCAN et al,
1994). Essa aparente acao anticolinérgica menor da eserina no coragao €
consistente com o fato da eserina nao ter sido um forte potenciador da
atividade colinérgica no coracao de M. abbreviatus (JAEGER, 1961). Isso
sugere que talvez a eserina nao desempenhe um importante papel na
inativacao da liberacao da ACh, conforme foi proposto para a juncao
neuromuscular de Aplysia, onde a eserina mostrou apenas um moderado
aumento na amplitude da contracdao (LLOYD, 1994). De qualquer forma a
inervacao colinérgica sobre a valva A-V e o miocardio seriam oriundas de
axonios extrinsecos, via ramo renopericardico e aodrtico e ndo de um plexo
intrinseco, pois nao foram encontrados corpos celulares com atividade
AChE e nem tém sido citado em outros moluscos somas colinérgicos nos
trabalhos revisados.

O acido glioxilico € capaz de formar fluoroforos especificos com
catecolaminas e indolaminas, resultando em fluorescéncias distintas para
estas (BJORKLUND et al., 1972). Este método revelou a presenca de fibras
catecolaminérgicas no coracao e nos vasos de M. abbreviatus. Apesar deste
procedimento nao diferir entre diferentes catecolaminas, € mais provavel
que a catecolamina evidenciada seja a dopamina (DA), por ser esta a

catecolamina mais abundante nos moluscos, seja no SNC
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(HETHERINGTON et al.,, 1994) ou em algumas regides periféricas, como o
pé e o esofago de moluscos gastropodes (CROLL et al., 1999). Também no
coracao de Helix lucorum a principal catecolamina encontrada é a dopamina
(MICHAELIDIS, 2002). A acao cardiaca da DA foi descrita como inibitoria
para algumas espécies de moluscos ou excitatoria para outras
(KRIJGSMAN & DIVARIS, 1955; 1967; LEAKE, et al., 1975). A inervacao
catecolaminérgica detectada em M. abbreviatus, constituida de fibras muito
finas apenas nas extremidades atrial e ventricular, junto aos vasos
pulmonares e aortas, respectivamente, nao sustenta uma acao motora
dopaminérgica direta sobre o miocardio. A presenca de DA apenas nos
vasos, ou proximo a estes pode estar relacionado a um papel sensorial,
como tem sido proposto para outras estruturas periféricas nos moluscos
(COTRELL & OSBORNE, 1971). Em M. abbreviatus as delgadas fibras CA
localizadas entre as células epiteliais do tegumento ventral do pé, foram
sugeridas como terminacdes nervosas sensoriais dopaminérgicas
(FACCIONI-HEUSER et al., 1999). Contudo, nao se exclui a possibilidade de
uma acao motora, pois em um estudo in vitro observou-se uma acao
vasoconstritora sobre a aorta dorsal do molusco cefalopode Sepia officinalis
(SCHIPP, 1997), apesar de nao ter sido encontradas outras referéncias
sobre uma acdo vasomotora da DA. A auséncia de inervacao
catecolaminérgica na juncao A-V ou atravessando esta regido em direcao ao
ventriculo de M. abbreviatus, mostra que a origem desta inervacao € tanto
no ramo cardiaco, o qual emite finas fibras a uma curta extensao do atrio,
quanto no ramo aortico que emite esparsas fibras a uma pequena parte do

ventriculo.
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A verificacado de uma densa inervacao serotoninérgica distribuida
em todo o miocardio, e principalmente na regiao A-V de M. abbreviatus,
demonstra a importante acdo desta monoamina sobre o coracao deste
animal. Estudos da acdao da SHT no coracao de M. abbreviatus revelaram
que a SHT possui uma acado motora sobre o coracdo, com um efeito
cronotropico positivo dose-dependente e inotropico positivo e negativo, em
baixa e alta concentracao, respectivamente (JAEGER, 1961, 1962). Uma
maior quantidade de fibras SHT-ir, em relacdo as fibras catecolaminérgicas
€ consistente com os registros de HPLC em Helix pomatia, onde se verificou
uma concentracao dez vezes maior de SHT do que de DA no miocardio
desse animai (HERNARDI, et al., 2008) e esta de acordo com a hipétese de
uma acao motora ou modulatéria da SHT sobre todo o miocardio.

O neuropeptideo FMRFamida é um cardioativador em diversas
espécies de moluscos, aumentando a amplitude, a frequéncia cardiaca e a
contracao ritmica dos coracoes. O aumento na amplitude é causado pelo
aumento na fase de platd do potencial de acdo. Em altas doses o
FMRFamida eleva também o tonus diastélico, observado no bivalve
Mercenaria mercenaria (JONES, 1983). A grande quantidade de feixes
calibrosos e terminacoes axonais em todo o miocardio de M. abbreviatus
sugere que o neuropeptidio FMRFamida, semelhante a SHT, possui uma
acao motora direta sobre o coracao. A presenca de uma grande quantidade
de varicosidades Fa-ir no atrio e no ventriculo, mas principalmente na
regiao A-V, sugere que o FMRFamida pode ser liberado dessas
varicosidades diretamente na hemolinfa, o que € consistente com o fato do

o atrio, a valva A-V e veia cava dos moluscos serem considerados o6rgaos
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neuro-hemais (GREENBERG & PRICE, 1979;). Em M. abbreviatus foi
descrito a presenca de granulos de secrecao contendo um peptideo nao
identificado, o qual participaria de uma regulacdo neuroendoécrina
(JAEGER, 1966). O neuropeptideo FMRFamida foi encontrado na hemolinfa
de varios gastropodes (LESSER & GREENBERG, 1993) e em Aplysia o
FMRFamida seria liberado diretamente do atrio, no qual foi encontrado alta
densidade de vasicosidades Fa-ir (HARRIS, 1995). Em outras espécies tem
sido sugerido que substancias FARPs podem ser liberadas na regiao A-V
agindo primeiramente sobre o coracao e posteriormente em outros 6rgaos
(JONES, 1983).

As inervacdes serotoninérgica e imunorreativa ao neuropeptideo
FMRFamida observadas provém do ramo cardiaco, mas provavelmente,
também se originam no ramo aortico. Este chega a aorta anterior e emite
feixes para parte do ventriculo, o que € evidente pela ocorréncia no
ventriculo de feixes SHT-ir e Fa-ir tdo calibrosos quanto os encontrados no
atrio. Em Helix aspersa, os feixes imunomarcados para FMRFamida foram
encontrados na aorta e adentrando o ventriculo pelo ramo ventricular
(LESSER & GREENBERG, 1993).

Pelo fato da valva A-V ter mostrado uma maior atividade AChE e
também uma maior densidade de fibras SHT-ir e Fa-ir pode-se inferir que
essa regiao esta sob um controle neural especial. Apesar do ritmo cardiaco
dos gastropodes geralmente ser tido como gerado por um marcapasso
difuso, em algumas espécies, como Dolabella, a regidao A-V pode ser um
local de marcapasso localizado, pois o tecido da valva A-V possui

propriedades ultraestruturais e eletrofisiologicas diferentes que tornam o
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marcapasso nessa regidao dominante sobre o ventriculo (JONES, 1979;
McMANNON et al., 1997). Em M abbreviatus, a grande concentracao de
terminacdes nervosas e somas intrinsecos na regido A-V poderia estar
influenciando diretamente este marcapasso primario, de maneira analoga
ao que se observa nos mamiferos, cujo atrio direito mostra uma alta
densidade de inervacao extrinseca e intrinseca, no local onde esta
localizado o marcapasso (revisao KUKANOVA & MRAVEC, 2006).

A presenca de fibras SHT-ir, Fa-ir e CA, na valvula aértica, indicam
que esta valvula esta sobre controle neural, regulando possivelmente o grau
de contracao e, assim, o fluxo sanguineo. Em Helix pomatia foi atribuido a
valvula aértica uma funcao de regulacao do fluxo sanguineo entre a aorta
posterior e anterior, além de impedir o refluxo para o ventriculo durante a
diastole. A auséncia de uma forte pulsacao na aorta posterior, ao contrario
da observada na aorta anterior, indica que quando a valvula aoértica
colapsa, causa oclusdao na aorta posterior de modo que a hemolinfa nao
possa entrar neste vaso durante a sistole ventricular, mas pode somente
entrar como refluxo da aorta anterior durante a diastole ventricular
(SOMMERVILLE, 1973). Para animais de esqueleto hidrostatico, o fluxo
regional € controlado em varios comportamentos como, por exemplo, na
alimentacao de Aplysia, em que o fluxo € direcionado para o intestino
durante a retracdo da radula e dirigido para regido anterior durante a
protracao radular. Neuronios centrais serotoninérgicos e colinérgicos
estariam envolvidos neste controle do fluxo em Aplysia (McMANNON et al.,
1997). Assim, a inervacao observada na valvula aortica de M. abbreviatus,

poderia estar relacionada ao controle da contracdao desta valvula em
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diferentes comportamentos, nos quais o fluxo deve ser redistribuido entre
os orgaos viscerais, como por exemplo, durante a alimentacao.

A inervacao monoaminérgica e Fa-ir, observada na parede das veias
pulmonares adjacentes ao coracao de M. abbreviatus, também demonstra
que ha um controle neural sobre a vasodilatacdo e vasoconstricdo destes
vasos, como a observacdao de expansao e contracdao ritmicas nas veias
pulmonares de Helix pomatia, que atingem seu maior diametro pouco antes
da diastole ventricular (SOMERVILLE, 1973).

A presenca de monoaminas no SNC de M. abbreviatus (ZANCAN, et
al., 1994) e a auséncia de somas monoaminérgicos indicam que a inervacao
SHT e DA é extrinseca, assim como provavelmente a inervacao colinérgica,
ou seja, os somas neuronais estdo localizados no SNC, ou no segmento
inicial do nervo visceral, como descrito para Helix aspersa (BAGUST et al.,
1978). A presenca de somas Fa-ir em um ganglio intrinseco cardiaco, com
somas no ventriculo proximo a valva A-V e na referida valva (assim como a
presenca de somas Fa-ir nos ganglios centrais, dados ndo publicados)
demonstra que a inervacao Fa-ir € tanto extrinseca, quanto intrinseca. A
presenca de somas neuronais cardiacos tem sido relatada em outros
moluscos (revisao de KRIJGSMAN & DIVARIS, 1955, BULLOCK &
HORRIDGE, 1965; JONES, 1983). Neuronios Fa-ir no coracao foram
encontrados no nudibranquio Archidoris montereyensis (WIENS &
BRONWEL, 1989) e no opistobranquio Aplysia californica (HARRIS et al.,
1995). Os somas neuronais encontrados em Archidoris estavam localizados
em pequenos grupos (4-5 células), ou ganglios, no atrio proximo a entrada

das veias eferentes das branquias. Em Aplysia, estavam localizados na
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valva A-V e na regiao ventricular adjacente a esta valva e apenas um soma
na regiao meédia ventricular. O papel de um plexo intrinseco nos moluscos
ainda nao esta bem elucidado (KRIUGSMAN & DIVARES, 1955; BULLOCK
& HORRIDGE, 1965; JONES, 1993). Estudos sobre o controle neural
intrinseco em Helix pomatia nao deixou evidente a natureza neuronal das
células encontradas (BEY & RIPPLINGER, 1966). Também em Helix aspersa
nao foram encontradas verdadeiras células ganglionares (RANSON, 1887).
Enquanto as técnicas histologicas de rotina utilizadas nao confirmaram a
presenca de ganglios cardiacos nestas espécies, a abordagem neuroquimica
utilizada no presente trabalho propode, claramente, a existéncia de
agrupamentos neuronais ou ganglios no coracao de Megalobulimus.

Nos mamiferos o sistema nervoso intrinseco cardiaco € formado por
ganglios cardiacos formando um plexo de ganglios interconectados, que
além de neuronios autonomicos pos-ganglionares, seriam constituidos de
neuronios sensoriais e neuronios de circuito local (KUKANOVA & MRAVEC,
2006; HOARD et al., 2007) A hierarquia neuronal cardiaca é distribuida em
estacoes celulares espacialmente organizadas, onde seus neuronios
periféricos e centrais estdo em comunicacao constante. Neuronios
distribuidos ao longo de toda esta hierarquia interconectam vias especificas
de modo que cada estacao neuronal esta envolvida em reflexos cardio-
cardiacos temporalmente dependentes (revisio de AURMOUR, 2004). Tem
sido descrita uma organizacao hierarquica do sistema de controle cardiaco.
No nivel mais baixo estdo as estruturas intrinsecas cardiacas. No préximo
nivel (tronco encefalico), estdo os circuitos reflexos homeostaticos que

mantém em equilibrio o desempenho cardiovascular. As caracteristicas
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operacionais da homeostasia dependem do elaborado padrao hipotalamico.
Por fim, o mais alto nivel, limbico e do cortex frontal, interpretam sinais
aferentes acerca dos ambientes internos e externos a fim de determinar a
ocorréncia e a intensidade dos padrdoes hipotalamicos (revisao de
KUKANOVA & MRAVEC, 2006). E possivel que uma hierarquia complexa de
trés niveis ja exista para os invertebrados de coracdo miogénico, como os
moluscos. Sao descritos neurdnios de ganglios que constituem o SNC (os
diferentes ganglios podem constituir mais de um nivel), que exerceriam
controle cardiaco nos diversos moluscos (ARSHAVSKY, et al, 1990;
KERKHOVEN, et al., 1991; BUCKETT et al.,, 1990 a,b; ZHURAVLEV, et al.,
2002; CHASE, 2002; WEATHERILL & CHASE, 2005) e neurdénios cardiacos
intrinsecos, menos estudados, descrito apenas para alguns moluscos.
Corpos celulares ao longo do nervo intestinal descritos em Helix, que
poderiam representar, ainda, um outro nivel de controle. Foi proposto para
Helix aspersa que os neurdnios encontrados no nervo intestinal
retransmitem sinapses de elementos sensorios do manto, e provavelmente
de outros orgaos periféricos como o coracao e o rim, ao SNC ou reenviando-
as de volta pelo ramo cardiaco (BAGUST, et al, 1978). Outro estudo no
SNC de Helix pomatia, revelou uma rede de neurodnios identificaveis e
integrados na porcao dorsal dos ganglios visceral e parietal direito,
envolvidos no controle visceral que recebem informacao aferente periférica e
agem na combinacao temporaria de unidades regulatorias, que podem
substituir-se na regulacdo destes sistemas (S-ROSZA, 1987).

Dessa maneira, o plexo cardiaco no coracao dos moluscos,

semelhante ao dos vertebrados, poderia integrar um nivel no controle
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hierarquico cardiaco. Os somas neuronais proximo da valva A-V e em toda
a regiao adjacente, poderiam estar envolvidos também em um controle
motor local nesta regido, onde poderia estar localizado o suposto
marcapasso. Em Aplysia, cujos neurdonios cardiacos FMRFamida estavam
concentrados na valva A-V e na regidao proximo a esta valva, foi sugerido
que estes somas poderiam capacitar o coracao a responder diretamente a
certos estimulos (HARRIS et al., 1995).

O procedimento experimental utilizado para identificar os neuronios
centrais que estao primariamente envolvidos com a inervacao periférica, e
que podem constituir o nivel hierarquico superior do controle cardiaco, € o

tracamento de vias neurais.

MARCACAO RETROGRADA DA REGIAO RENOPERICARDIAL

A marcacao retrograda da regidao renopericardial de M. abbreviatus
resultou na identificacao de um grande numero de neuronios em todos os
ganglios do complexo subesofageal. O maior numero de neurdnios grandes
e gigantes foi encontrado nos ganglios parietal direito e visceral. O ganglio
parietal esquerdo também apresentou um neurodnio gigante enviando seu
axonio pelo ramo renopericardial. Estes ganglios tém sido descritos como
os principais ganglios envolvidos na regulacao do meio interno (regulacao
da respiracdao, do sistema cardio-circulatorio e do equilibrio hidrico)
(CHASE, 2002). Em Helix pomatia, foi localizado um grande numero de
neuronios envolvidos no controle visceral dos sistemas cardio-respiratorio e
cardio-renal nos niveis dorsal e médio dos ganglios visceral e parietal

direito (S-ROSZA, 1987). No caracol Helix pomatia, o grupo de neurénios
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cardioativadores foram localizados nas regides limitrofes dos ganglios
visceral e parietal direito (WEATHERIL & CHASE, 2005). Em M. abbreviatus
foram identificados neuronios SHT pequenos e médios localizados na regiao
posterior ao neuropilo dos ganglios parietal direito e visceral (ZANCAN et
al., 1997), que coincidem com a localizacao dos neurdnios pequenos e
meédios que fazem parte do grupo de neurdonios marcados retrogradamente
pelo ramo renopericardial em ambos os ganglios. Como ja foi discutido,
tem-se atribuido aos neurodnios serotoninérgicos encontrados no complexo
parieto-visceral o papel de excitadores cardiacos em diferentes espécies de
moluscos pulmonados (S-ROSZA, 1987, FUROKAWA & KOBAYASHI et al.,
1992).

Ao fazermos uma comparacao da distribuicao de neurénios e fibras
Fa-ir nos ganglios subesofageais de M. abbreviatus descrito em trabalho
anterior (dados nao publicados, MORIGUCHI-JECKEL, 2001) com a
distribuicdo dos neurdnios marcados retrogradamente pelo ramo
renopericardial pode-se observar que ha um padrao de localizacdao dos
neuronios marcados semelhantes aos neurdnios imunomarcados ao
FMRFamida. O unico neurdnio gigante retrogradamente marcado no
ganglio parietal esquerdo, coincidiu com o neurdnio Fa-ir encontrado neste
ganglio. Os dois neurodnios gigantes viscerais localizados proximo a saida do
nV, também coincidem com os neuronios Fa-ir descritos nesta mesma
regiao. Os neurodnios Fa-ir localizados anteriormente ao neuropilo do
ganglio visceral possuem a mesma localizacao do grupo marcado pelo nervo
pericardial, porém foram marcados neuronios de diferentes tamanhos,

enquanto os neurdnios Fa-ir eram pequenos. Talvez estes neuronios
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possam estar inervando a cavidade renopericardial. Este grupo de
neuronios marcados pelo tracamento retrogrado, também € similar ao
grupo de neurdnios encontrados em Lymnaea, denominado de grupo E, no
qual se localiza dois neurodnios excitatorios cardiacos (Hne) imunorreativos
ao FMRFamida (BUCKETT, 1990 a).

Nos ganglios parietal esquerdo e visceral de Helisoma duryi
identificaram-se neuronios grandes Fa-ir, cuja funcao atribuida é anti-
diurética em H. duryi, por causar retencao de agua no tecido renal apos
tratamento in vitro com este neuropeptidio (KAHN, et al, 1998). Como em M.
abbreviatus, foram encontrados neuronios marcados retrogradamente pelo
ramo renopericardial nos ganglios parietal esquerdo e visceral e que
coincidem com os neuronios imunomarcados com FMRFamida, isto poderia
sugerir o envolvimento de alguns destes neurdnios grandes marcados em
uma funcao semelhante a descrita em H. duryi.

O grupo de neurdnios pequenos encontrados nas porcoes médias e
laterais ao neuropilo dos ganglios pleurais também apresentou localizacao,
tamanho e quantidade similar aos dos neurdnios Fa-ir (dados nao
publicados, MORIGUCHI-JECKEL, 2001), entretanto nao tem sido
encontrados na bibliografia consultada nenhum estudo sugerindo a funcao
de neuronios FMRFamida pleurais Alguns neuronios marcados nos
ganglios pedais, proximo ao conetivo pedal-pleural também se parecem com
os neuronios Fa-ir e poderiam estar relacionados com a regulacao visceral
decorrente de mudancas na atividade locomotora, pois os ganglios pedais
estdao diretamente envolvidos no controle deste comportamento (BULLOCK

& HORRIDGE, 1965; HYMAN, 1967; SYED & WINLOW, 1989; CHASE,



68

2002)

No ganglio parietal direito foi encontrado um neurdnio gigante
marcado, proximo ao ganglio visceral, o qual coincide com a localizacao do
neuronio gigante cardioexcitatério PON (neurdnio oscilante periodicamente)
em Achatina fulica (ZHURAVLEV et al., 2001, 2002)

A marcacao retrograda do ramo renopericardial certamente resultou
na identificacao de corpos celulares neuronais em maior nimero que o0s
neuronios que, de fato, estejam envolvidos com o controle cardiaco, pois
parte dos axonios deste ramo neural inervam o rim e também o
hepatopancreas. Apesar da dificuldade de realizar marcacao retrograda a
partir do delicado e, mais distante, ramo cardiaco foram obtidos alguns
resultados iniciais (3 animais com marcacao consistente). Observou-se
nestes animais uma marcacao nos ganglios parietais, pleurais e visceral,
mas em numeros consideravelmente menores. Houve reducao de 31%, 18%
e 50%, nos ganglios visceral, parietal direito e parietal esquerdo,
respectivamente, o que demonstra que a maior parte dos axéonios oriundos
dos ganglios parietais e visceral que seguem pelo ramo renopericardico
inervam o pericardio e o coracdo, enquanto uma quantidade menor de
neurdonios desses ganglios inerva o rim e o hepatopancreas. Nos ganglios
pleurais direito e esquerdo diminuiu 56% e 59% respectivamente enquanto
nos pedais, diminui 61% no direito e 62% no esquerdo, demonstrando uma
menor quantidade dos neurdénios marcados pelo ramo renopericardial que
poderiam inervar o pericardio e o coracao. Mesmo que pela abordagem
experimental de marcacao do ramo cardiaco, que esta sendo realizada, sera

possivel determinar mais precisamente os neurénios de fato envolvidos na
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inervacao do coracao. Entretanto, por meio da marcacdo retréograda
realizada pelo ramo renopericardial foi possivel localizar os grupos de
neurdonios ganglionares que podem estar envolvidos no controle cardiaco.
Aparentemente o que se espera que mude com uma marcacao retrograda
especifica do nervo pericardial € o numero de neurdonios nestes

grupamentos ja identificados.
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CONCLUSOES

O estudo da inervacao cardiaca de M. abbreviatus permite concluir que:

1. A regiao renopericardial € inervada pelo nervo visceral comum, o qual
emite dois ramos que inervam o coracao, como ja descrito em outras
espeécies.

2. As inervacoes monoaminérgicas, colinérgicas e imunorreativas ao
neuropeptideo FMRF-amida provém tanto do ramo cardiaco como
também do ramo aortico.

3. Avalva A-V e a regiao da juncao atrio-ventricular recebem uma maior
inervacao, indicando um controle neural especial sobre estas areas.
Esta caracteristica habilita esta regido cardiaca como um possivel
local do marcapasso cardiaco em M. abbreviatus, conforme ja
descrito para o molusco Aplysia.

4. As inervacoes monoaminérgica e colinérgica cardiaca possuem uma
origem extrinseca cardiaca, com os corpos celulares localizados
provavelmente no SNC, enquanto que a inervacao Fa-ir € tanto
extrinseca ou central, quanto intrinseca do plexo ganglionar do
coracao.

5. O plexo cardiaco deste molusco pode representar o nivel inferior do
controle hierarquico neural da funcao cardiaca. Os somas neuronais

junto a valva A-V e em toda a regido adjacente poderiam estar
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envolvidos em um controle motor local nesta regido, o que se justifica
caso o suposto marcapasso esteja ali localizado.

As veias pulmonares adjacentes ao coracdo, bem como a aorta
comum e a valvula aodrtica estdo sob controle neural direto, que pode
ser serotoninérgico, dopaminérgico ou do neuropeptideo FMRFamida.
A regidao renopericardial € inervada por grande quantidade de
neurdonios distribuidos em todos os ganglios do complexo
subesofageal.

Os neurdnios grandes e gigantes que inervam a regiao
renopericardial de M. abbreviatus estao localizados nos ganglios
visceral e parietal direito. Encontrou-se uma correspondéncia entre
estes neuronios e os descritos para outras espécies de moluscos
pulmonados, para os quais tem se proposto o controle da atividade

cardiaca.
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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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