Universidade Federal do Rio Grande do Sul

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

Dissertacdo de Mestrado

IMUNORREATIVIDADE A FMRF-AMIDA
NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E
NA MUSCULATURA PEDIOSA
DE MEGALOBULIMUS OBLONGUS

Cristina Maria Moriguchi Jeckel

Porto Alegre
2001



Universidade Federal do Rio Grande do Sul

INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS

IMUNORREATIVIDADE A FMRF-AMIDA
NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL E
NA MUSCULATURA PEDIOSA
DE MEGALOBULIMUS OBLONGUS

Cristina Maria Moriguchi Jeckel

Dissertacao de Mestrado
apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Neurociéncias como
requisito parcial para obtencao do titulo
de Mestre em Neurociéncias

Orientadoras:

Prof®. Dr?. Matilde Achaval Elena
Prof?. Dr?. Denise Zancan

Porto Alegre
2001



Agradecimentos

A Prof®. Dr®. Matilde Achaval Elena, pela acolhida em seu laboratério e
pela dedicada e competente orientacao.

A Prof*. Dr®. Denise M. Zancan, pela sua disposicdo e paciéncia em
transmitir seus conhecimentos sobre Megalobulimus oblongus.

A Prof®. Dr®. Maria Cristina Faccioni-Heuser, pelo apoio e amizade, além
de seus ensinamentos na parte referente a musculatura pediosa de
Megalobulimus oblongus.

Aos colegas e bolsistas do Laboratorio de Histofisiologia Comparada do
Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, em especial aos colegas Marco Aurélio, Nice, Analu, Veronica,
Karen e Claudia. Um agradecimento especial as colegas Nara e Paula pelo
carinho e companheirismo. Ao Héctor Gabriel Noblega, pelo paciente trabalho
de revisao e pelas criticas construtivas.

Aos colegas do Laboratorio de Neurobiologia Comparada do
Departamento de Fisiologia, em especial a Maria, ao Luciano e a Tais.

A todos os professores e funcionarios do PPG Neurociéncias e a
secretaria Maria C. Lorini, pela sua disposicao.

Um agradecimento especial a Prof®. Dr®. Magdolna V. Hampe, por me
acolher primeiro em seu laboratério no meu retorno as atividades académicas.

Ao Laboratoério de Biologia do Envelhecimento do Instituto de Geriatria e
Gerontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul pela
disponibilizacao dos equipamentos de microscopia.

A Yumi e a Lucia, pelo apoio familiar e a Isis, pela sua grande amizade.
Aos demais familiares e amigos, pela compreensao e apoio.

Aos meus pais, pelas suas oracoes e pelo seu apoio incondicional.

Ao meu esposo Emilio, por acreditar em mim e por ser o meu suporte

afetivo em todas as fases deste trabalho. Um agradecimento particular pela



ii

sua paciéncia no trabalho de revisao e pelo auxilio inestimavel na finalizacao
desta dissertacao.

As minhas filhas Luciana, Adriana e Erika, por tentarem compreender a
importancia deste trabalho para mim e pelo seu imenso amor.

A CAPES, pelo auxilio financeiro durante o desenvolvimento deste

trabalho.



ii

Aos meus pais, verdadeiros exemplos de vida.
Ao Emilio, um grande incentivador.

A Luciana, a Adriana e a Erika, minhas amadas filhas.



iv

Agradecimentos

A Prof*. Dr®. Matilde Achaval Elena, pela acolhida em seu laboratério e
pela dedicada e competente orientacao.

A Prof®. Dr®. Denise M. Zancan, pela sua disposicdo e paciéncia em
transmitir seus conhecimentos sobre Megalobulimus oblongus.

A Prof®. Dr®. Maria Cristina Faccioni-Heuser, pelo apoio e amizade, além
de seus ensinamentos na parte referente a musculatura pediosa de
Megalobulimus oblongus.

Aos colegas e bolsistas do Laboratorio de Histofisiologia Comparada do
Departamento de Ciéncias Morfologicas da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, em especial aos colegas Nice, Anali, Veronica, Karen, Marco
Aurelio e Claudia. Um agradecimento especial as colegas Nara e Paula pelo
carinho e companheirismo. Ao Héctor Gabriel Noblega, pelas criticas
construtivas e pelo paciente trabalho de revisao.

Aos colegas do Laboratorio de Neurobiologia Comparada do
Departamento de Fisiologia, em especial a Maria, ao Luciano e a Tais.

A todos os professores e funcionarios do PPG Neurociéncias e a
secretaria Maria Collette Lorini, pela sua disposicao.

Um agradecimento especial a Prof®. Dr®. Magdolna V. Hampe, por me
acolher primeiro em seu laboratério no meu retorno as atividades académicas.

Ao Laboratorio de Biologia do Envelhecimento do Instituto de Geriatria e
Gerontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul pela
disponibilizacao dos equipamentos de microscopia.

A Yumi e a Lucia, pelo apoio familiar e a Isis, pela sua grande amizade.
Aos demais familiares e amigos, pela compreensao e apoio.

Aos meus pais, pelas suas oracoes e pelo seu apoio incondicional.



Ao meu esposo Emilio, por acreditar em mim e por ser o meu suporte
afetivo em todas as fases deste trabalho. Um agradecimento particular pela
sua paciéncia no trabalho de revisao e pelo auxilio inestimavel na finalizacao
desta dissertacao.

As minhas filhas Luciana, Adriana e Erika, por tentarem compreender a
importancia deste trabalho para mim e pelo seu imenso amor.

A CAPES, pelo auxilio financeiro durante o desenvolvimento deste

trabalho.



Lista de Abreviaturas

12HPETE - Acido 12 hidroperoxieicosatetraenéico
5,7-DHT - 5,7-dihidroxitriptamina
SHT - Serotonina
ACh - Acetilcolina
AChE - Acetilcolinesterase
CD - Corpo dorsal
CPG - Rede geradora de padrao central
DAB - 3,3 diaminobenzidina
FaRPs - Peptidios relacionados a FMRF-amida
FLI - Imunorreatividade a FMRF-amida e/ou peptidios
mesma familia
FMRF-amida - Fenilalanina-Metionina-Arginina-Fenilalanina amida
HRP - Peroxidase de rabanete
MEnK - Metionina-encefalina
MEnK-ir - Metionina-encefalina-imunorreativa
NGS - Soro normal de cabra
PAP - Complexo peroxidase-antiperoxidase
PBS - Tampao fosfato + solucao salina
RMA - Atividade motora ritmica bucal
SNC - Sistema Nervoso Central
SNP - Sistema Nervoso Periférico
SP - Substancia P
SP-ir — Substancia P-imunorreativa

TF - Tampao fosfato



vii

Resumo

O mapeamento da imunorreatividade ao neuropeptidio FMRF-amida no
SNC e na musculatura pediosa de Megalobulimus oblongus foi realizado com o
objetivo de dar continuidade aos estudos que vem sendo realizados nesta
espécie, com o interesse em estabelecé-lo como modelo experimental em
estudos neurobiologicos. O neuropeptidio FMRF-amida foi o primeiro peptidio
nativo de invertebrados a ser purificado e sequienciado, a partir do extrato de
ganglios cardioativos do molusco Macrocallista nimbosa. Ele atuaria sobre os
receptores metabotropicos, induzindo a abertura dos canais idnicos de K* tipo
S (sensiveis a serotonina (SHT)), hiperpolarizando a membrana celular e assim,
aumentando o limiar para o desencadeamento do potencial de acao. A
distribuicao da imunorreatividade a FMRF-amida em M. oblongus foi
investigada empregando-se a técnica imunohistoquimica com anticorpo nao-
marcado de Sternberger (1979). Todos os ganglios nervosos centrais
apresentaram neuronios e fibras FLI (FMRF-amide-like immunoreactivity),
assim como suas comissuras, conetivos e a maioria dos nervos emergentes
destes ganglios. Nos cortes da musculatura pediosa observou-se também uma
intensa imunorreatividade a FMRF-amida. O maior numero de neuronios FLI
foi encontrado nos ganglios cerebrais com seus tamanhos variando de

pequeno a grande. O corpo dorsal apresentou grande quantidade de fibras
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imunomarcadas. No mesocérebro foram detectados alguns agrupamentos FLI
junto ao neuropilo e a comissura cerebral e neuréonios dispersos na sua porcao
antero-medial. O pro-cérebro mostrou-se repleto de neurdnios globulosos FLI.
Varios agrupamentos foram observados nos lobos pedal, pleural e comissural
do pos-cérebro. Nos ganglios pedais houve intensa imunomarcacdao em
agrupamentos neuronais localizados principalmente nas regidoes posterior e
lateral dos ganglios. Na regidao anterior foi observado um par de neurdnios
gigantes FLI. Uma distribuicao homogénea de neurdnios FLI foi observada por
toda a extensao dos ganglios pleurais, com a excecao de apenas um neuronio
grande localizado no ganglio pleural esquerdo. A diferenca no tamanho dos
dois ganglios parietais foi constatada também em M. oblongus. No hemiganglio
esquerdo, o menor, foi identificado um neuronio gigante (300 um). O ganglio
direito apresentou um numero maior de neurdnios FLI, de tamanhos variados.
O ganglio visceral foi a estrutura que mais apresentou neurdonios grandes e
gigantes por toda a sua extensao, com imunorreatividades variaveis. O par de
ganglios bucais possuia agrupamentos neuronais FLI médios e grandes. Os
neurdnios gigantes nao se mostraram imunorreativos, ou foram apenas
levemente imunomarcados no trofospongio. Na musculatura pediosa foram
observadas fibras nervosas de diferentes calibres nas regioes dorsal, medial e
ventral e sobre as células musculares. Identificaram-se ganglios nervosos nos
pontos de interseccao dos ramos nervosos e malhas nervosas que formavam
plexos nervosos nas regioes ventral e dorsal da musculatura pediosa de M.

oblongus.



Sumario

INTRODUCAO 2
L. FIMREF=AMIDA ...ttt ettt ettt ettt ettt e s e s et e s e s et e s s e s e st e e e s e s e s eae e s e s esene e s s eseseaeaeesesesentsssseneneneas 6
2. MEGALOBULIMUS OBLONGUS COMO MODELO BIOLOGICO ........cvvuevuieeierirensssessosssessssesssssessssesssssssessssessssssssssssessssens 13
OBJETIVOS 18
MATERIAL E METODOS 19
1. ANIMAIS DE EXPERIMENTAGCAO. ......ccoviiuiitiiteeeteetteeteeteestenseesteeseesseessenseeseessessesssessesssensesssenseesenssessessesssessesssesesseen 19
2. DISSECCAO E RETIRADA DO MATERIAL ......cvviiiimitniereieeetnieseueetstesesesesestsesesesestssssesesestsssesenesestssesesesessssesesenenssssses 20
B FIXAGAO ...ttt sttt sttt ettt ettt nebene 21
4, SECCOES HISTOLOGICAS ....vevveveeeeeetteeeteeeeatesaesetestessesseesssestesssensesssensesssesesssesssasssossesssensesssensesssessesnsesssesesssensesnsenes 22
5. IMUNOHISTOQUIMICA ....cvtiviieitietiteeeeeeeteseee et et et es s steetessessessessensastessensestessssessessessessesessessensentessensensessansenseseans 23
RESULTADOS 29
1. GANGLIOS CEREBRALS ....c.cutututututitueteietetetetetetetstees st et estaestaesesesesesetesetebeses st et st e sttt st atataeaesesebebebesebesebesesesesssesnas 29
2. GANGLIOS PEDALIS .....utuueteuietetetetetstetstststsest et taesesesebesebesebesebetese s st sttt sttt e s tae s b ebebebeb et et e bt et b et s st st s sttt eaeeacacs 34
3. GANGLIOS PLEURAIS .....c.ttutataeataeutaeteietetetetesetetstses sttt sttt s taesebebese bt ebet et et et st st et s ettt sttt aesebebebebebebetebeteseteasaesnas 36
4. GANGLIOS PARIETALIS ......cututeteteteuttteteteseneteteseseseaseseseseneaeasssesasenssesesesentsessseseneatsssesesentssesesesenesesesesensnssesenensssesesn 36
5. GANGLIO VISCERAL ....cuutueteteteteesteeeiatett e tasetasasasaeteseteseteseses s s e s et aeatataeatasasasseseseset et et et es et et s e et et aeataeasasasseassesasees 38
6. GANGLIOS BUCALS ......ctuiiuiatatutatatuseeietetetetetesesstetssets et aestatatasstasssasseseseseses et et esses s et seateataeatasasaeaesesasesesetebesesesesssrtna 42
7. MUSCULATURA PEDIOSA .....eeutiivereutninitetesentnteteseseatstssesesestatesesesesestssesesestatssesesestattssesesestatssesesesttssesesesenessesesenens 43
DISCUSSAO 57
CONCLUSOES 78
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 81




Introducao

Os estudos realizados ao longo dos anos no intuito de identificar,
sequenciar e mapear a distribuicdo de neurotransmissores tém servido para
aumentar ainda mais o interesse em desvendar a maneira como esta
diversidade de substancias neuroativas vem a ser utilizada no sistema
neuronal.

Os neuropeptidios constituem uma classe de transmissores quimicos do
sistema nervoso que se distingue dos neurotransmissores classicos em varios
aspectos como a sua origem, constituicao, localizacdo, liberacao no espaco
extracelular e recaptacao (DEUTCH; ROTH, 1999). Sao substancias
neuroativas que evoluiram independentemente e em paralelo com
transmissores derivados de aminoacidos (PROSSER, 1991). Os neuropeptidios
que integram o sistema neuropeptidérgico nao-neuro-hormonal podem agir
como transmissores locais ou moduladores perto dos sitios de liberacdo no
sistema nervoso central (SNC) ou periférico (SNP), e aqueles que fazem parte
do sistema neuropeptidérgico neuro-hormonal atuam como hormonios em
sitios de acao local ou distante denominadas areas neuro-hemais (LUCHTEL,

1997). Esta versatilidade funcional dos neuropeptidios poderia ser explicada



pelo seu envolvimento nas diferentes vias de comunicacao (sinapse, espaco
intercelular no SNC, sistema circulatéorio). Em geral, respostas envolvendo
sinapses sao rapidas e de curta duracdo, enquanto respostas envolvendo
espaco intercelular e sistema circulatorio sao lentas e de longa duracao
(GERAERTS; SMIT, 1991). Os neuropeptidios e neurotransmissores classicos
sdo encontrados muitas vezes no mesmo neuronio. Em neurdnios maduros,
normalmente a coexisténcia consiste de um neurotransmissor classico e um
ou mais neuropeptidios derivados de um precursor comum. Por exemplo,
acetilcolina (ACh) e o peptidio vasoativo intestinal podem ser liberados juntos
por um neurdnio pré-sinaptico e agir sinergicamente na mesma célula-alvo
(SIEGELBAUM et al., 2000).

Em todos os animais, invertebrados e vertebrados, os peptidios se fazem
presentes como importantes substancias neuroativas envolvidos na modulacao
de processos metabodlicos. Muitos peptidios nao exercem nenhuma acao
detectavel na membrana neuronal em repouso; apenas alteram o nivel de
excitabilidade (aumentam ou diminuem o limiar) destes neurdnios em resposta
a acao de neurotransmissores. Por isso sao chamados de neuromoduladores,
sugerindo que estas alteracoes na excitabilidade neuronal sejam devidas as
mudancas metabédlicas na transducao de sinal intracelular ao nivel do
segundo mensageiro (MUNEOKA; TWAROG, 1983).

O estudo da distribuicao de um determinado neuropeptidio em seus
sitios especificos e a definicao da sua anatomia neuroquimica tanto central
quanto periférica € uma forma de abordagem indireta de sua fisiologia.
Enquanto os estudos no SNC fornecem dados para compreensao do papel

deste neuropeptidio na integracdo neural e comportamental, os estudos



periféricos, como os realizados nos musculos, facilitam a analise das
consequéncias eletrofisiologicas e bioquimicas da atividade peptidérgica
neuronal (O’'SHEA; SCHAFFER, 1985). O desenvolvimento de meétodos
bioquimicos e imunocitoquimicos tem proporcionado, nas duas ultimas
décadas, progresso acelerado no estudo dos neuropeptidios ao nivel molecular
e da sua localizacao.

O SNC de gastropodes € comumente utilizado para estudar questoes
relacionadas com a transmissao, interpretacdo e estocagem de informacoes
(ROZSA, 1987) pela significativa presenca de neuropeptidios. Em Lymnaea
stagnalis mais de 50 neuropeptidios ja foram estruturalmente identificados e
em Aplysia californica, aproximadamente 70. A multiplicidade e a diversidade
destes compostos neuroativos provavelmente tenham como objetivo
incrementar a capacidade de manipular informacées em um SNC de reduzido
tamanho (GERAERTS et al.,, 1991).

O emprego de moluscos gastropodes nos estudos neurobiologicos e
comportamentais decorre de vantagens que se traduzem em facilidades no
trabalho experimental, principalmente em comparacdo ao SNC dos
vertebrados. Além de um sistema nervoso simplificado, os moluscos, as vezes,
sao de facil obtencao, possuem grandes somas neuronais com pigmentacao
contrastante que estao arranjados perifericamente na superficie dos ganglios,
imediatamente abaixo do tecido conjuntivo que os envolve, o que facilita a
visualizacao e a insercao de microeletrodos em células selecionadas (KERKUT,
1969). KERKUT e WALKER (1962), em seus experimentos com Helix aspersa,
descreveram a maneira como varios neuronios identificados no SNC deste

molusco estariam conectados com os nervos periféricos, através da avaliacao



da resposta destas células a substiancias neuroativas como ACh, SHT,
histamina e dopamina. Mais recentemente, valiosas contribuicoes para a
compreensao do mecanismo neural envolvido nos altos niveis de organizacao
de sistemas mnervosos mais complexos, foram obtidas pela analise
comportamental de neurdnios identificados em outros moluscos como Aplysia
e Tritonia e de invertebrados como sanguessuga, lagosta, gafanhoto, entre
outros (O’SHEA; SCHAFFER, 1985).

A fisiologia da acdo de ACh, da SHT e de outras aminas no coracao de
Megalobulimus oblongus, além da sua regulacdao neuroendocrina, foram
estudadas e descritas na década de 60 (JAEGER, 1961; JAEGER, 1962;
JAEGER, 1966). Mais recentemente, a deteccdo e o mapeamento de
substancias neuroativas como SHT, catecolaminas, substancia P e metionina—
encefalina (MEnk), como também da atividade da enzima AChE no SNC de M.
oblongus (ZANCAN, 1996; ZANCAN et al, 1997; ZANCAN et al, 1994)
somaram informacoes relevantes para estudos neurobiologicos subsequientes.

Um trabalho descritivo sobre as caracteristicas do plexo pedioso de
Megalobulimus oblongus aos niveis optico e ultraestrutural (FACCIONI-
HEUSER, 1999) é valiosa fonte de informacdoes sobre a constituicdo, a
formacao e o destino da inervacdo da musculatura pediosa. Demonstrou-se
atividade AChE (FACCIONI-HEUSER et al., 1995; FACCIONI-HEUSER, 1999)
no plexo pedioso do molusco, assim como nos ganglios pedais e nos nervos
pedais (ZANCAN et al.,, 1994), sugerindo o envolvimento de ACh na inervacao
da musculatura pedal, como ocorre em outros gastropodes (WALKER;

HOLDEN-DYE, 1989).



1. FMRF-amida

FMRF-amida € um neuropeptidio constituido por quatro aminoacidos
nesta sequiéncia: fenilalanina, metionina, arginina e fenilalanina, com um

grupamento NHz no carbono terminal:
PHE — MET - ARG - PHE — NH2

Foi o primeiro neuropeptidio nativo de invertebrados a ser purificado e
sequenciado, a partir do extrato de ganglios cardioativos do molusco
Macrocallista nimbosa (PRICE; GREENBERG, 1977).

A existéncia de outros agentes cardioexcitatorios em moluscos, além da
SHT, havia sido demonstrado no inicio da década de 60 em Helix aspersa
(KERKUT; LAVERACK, 1960). Nos estudos de Frontali (1967) foram
identificados quatro substancias com atividade cardioexcitatéria, denominados
de picos A, B, C e D no fracionamento do extrato de ganglios cardioativos de
moluscos. O pico C apresentou o efeito cardioexcitatério mais potente, e foi
sugerida a sua presenca nos ganglios das espécies representativas das quatro
principais classes de moluscos (AGARVAL et al, 1972). Em 1977, PRICE e
GREENBERG purificaram e seqlienciaram a substancia constituinte do pico C
de Macrocallista nimbosa, identificando o neuropeptidio FMRF-amida.

FMRF-amida faz parte do grupo de neuropeptidios denominado FaRPs
(FMRF-amide Related Peptides), que inclui os peptidios com arginina e
fenilalanina no carbono terminal (-RFamida). Os FaRPs sdo encontrados em
quase todos os invertebrados, incluindo anelidios (JOHNSTON et al, 1995),
insetos (LANGE et al., 1994) e moluscos (PRICE; GREENBERG, 1994). Os tipos

de FaRPs encontrados nos moluscos podem ser tetrapeptidios, como o FMRF-



amida; pentapeptidios, hexapeptidios, heptapeptidios ou decapeptidios (LOI;
TUBLITZ, 1997). Verdadeiros FMRF-amida parecem estar restritos a moluscos
e poliquetas (GREENBERG; PRICE, 1992). Também em vertebrados ja foi
descrita a identificacao de neurdnios FLI no SNC de peixes (BOER et al., 1980),
de galinhas (DOCKRAY et al., 1983) e no SNC de ratos (O'DONOHUE et al,
1984). Em mamiferos, foram identificados os neuropeptidios FF e AF,
pertencentes ao grupo FaRP (AARNISALO; PANULA, 1995), sendo proposto um
provavel envolvimento destes neuropeptidios na modulacdo da acao da
morfina (YANG et al., 1985). Outro peptidio FaRP de mamiferos seria o peptidio
liberador de prolactina (PrRP), com provavel acao liberadora de prolactina em
ratos (HINUMA et al, 1998). Tem sido proposto que neuropeptidios
pertencentes a este grupo FaRP, em mamiferos, nao apenas participariam de
funcoes endocrinas, mas também de funcdes sensoriais, comportamentais e
autonomicas (UKENA; TSUTSUI, 2001).

Em FMRF-amida, constatou-se a importancia dos residuos arginina e
fenilalanina, assim como o C-amida terminal para a sua atividade. A sequiéncia
tetrapeptidica deste neuropeptidio € essencial para a sua atividade biologica,
indicando que a posicao relativa destes aminoacidos € critica (CHEN et al,
1995).

A presenca de substancias neuroativas da familia de FMRF-amida foi
identificada em diferentes moluscos como Helix aspersa (COTTRELL et al,
1983), Lymnaea stagnalis (BOER et al, 1980), Mytilus edulis (STEFANO;
LEUNG, 1984), Aplysia brasiliana (LEHMAN et al, 1984), Achatina fulica
(TAKAYANAGI; TAKEDA, 1987), Helisoma duryi (KHAN et al, 1992) e Helix

pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990).



FMRF-amida apresenta variadas acoes centrais e periféricas, podendo
excitar, inibir ou apresentar acoes bifasicas nos neuronios centrais dos
gastropodes (WALKER, 1992). Este neuropeptidio atua sobre os receptores
metabotropicos, ativando a cascata de segundo mensageiro, induzindo a
abertura dos canais ionicos de K* tipo S (sensiveis a SHT), hiperpolarizando a
membrana celular e aumentando o limiar para o desencadeamento do
potencial de acao (WALKER, 1992) (Fig.1). Nos neuronios sensoriais de Aplysia
californiana, os canais idnicos de K* tipo S estao sob controle, tanto da SHT,
que reduz o numero de canais idnicos ativos via fosforilacao do AMPc, quanto
de FMRFamida, que aumenta o numero de canais abertos pela acdo dos
metabdlitos 12-HPETE, oriundos da metabolizacdo do acido araquidonico,

atraves da via 12-lipoxigenase (WALKER, 1992) (Fig.1).
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Fig. 1 O neuropeptidio FMRF-amida atua através de
via do acido araquidénico, abrindo o canal de
K* tipo S. Modificado de Kandel et al. 2000.



Este neuropeptidio nao medeia comportamentos rapidos, mas modula a
intensidade e a eficacia da transmissdo sinaptica rapida, através da
modulacao da liberacdo do neurotransmissor, da sensibilidade dos receptores
ionotropicos e da excitabilidade elétrica das células pos-sinapticas (KANDEL et
al., 2000).

Em Helisoma trivolvis, o FMRF-amida parece causar uma inibicao pré-
sinaptica reduzindo a liberacdo do neurotransmissor através da regulacao do
influxo de Ca*? durante o potencial de acao e a resposta secretora ao Ca*?
interno (HAYDON et al, 1991). Esse mecanismo ocorreria pela reducao do
tamanho da corrente de Ca*? voltagem-dependente e também da sensibilidade
do aparato secretor aos niveis de Ca*2 interno elevados. O efeito global da acao
do FMRF-amida seria aumentar o limiar para o desencadeamento do potencial
de acado da célula, reduzindo assim, a atividade sinaptica e a excitabilidade
(HAYDON et al., 1991).

A extensao das mudancas idnicas induzidas por este peptidio, porém,
varia em funcao da concentracao do mesmo e dos diferentes receptores para
FMRF-amida nos neurdnios centrais. Em baixas concentracoes (<10uM) seu
efeito seria excitatorio e em concentracoes mais altas (>30uM) o efeito seria de
excitacao seguido de inibicdo, constituindo um efeito bifasico (CHEN et al.,
1995). A concentracao do neuropeptidio nos diferentes tecidos estaria
diretamente relacionada a sua funcao. Quando em concentracoes bem baixas
(nM), aumentaria o tonus e a atividade do reto e a forca e freqiiéncia do ritmo
cardiaco de Mercenaria. Em Busycon, aumentaria o tonus do musculo retrator
da radula (CHEN et al, 1995). O efeito contratili ou relaxante deste

neuropeptidio no musculo retrator anterior em Mytilus edulis depende de sua
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concentracao (WALKER, 1992). Cottrell e Davis (1987) sugeriram a existéncia
de quatro diferentes receptores Fa-A, B, C e D, associados respectivamente
com o aumento rapido de K*, o aumento lento de K*, o aumento da
condutancia de Na* e a diminuicao da condutancia de K* (via segundo
mensageiro). FMRF-amida seria ativo nos receptores Fa-A e Fa-C, inativo no
receptor Fa-B e teria atividade intermediaria no receptor Fa-D (WALKER,
1992).

Os neuropeptidios da familia do FMRF-amida também apresentam-se
envolvidos na modulacdo de comportamentos nociceptivos de maneira
aparentemente distinta em moluscos e em mamiferos (KAVALIERS, 1989). A
explicacao sugerida para este fato reside na semelhanca existente em uma
porcao homologa na sequiéncia de aminoacidos de FMRF-amida e do peptidio
opidide metionina-encefalina. A homologia entre FMRF-amida e os peptidios
opidides foi estudada em nivel genético por Taussig e Scheller (1986) que
demonstraram, em Aplysia californiana, que o gene codificador para a
molécula precursora de FMRF-amida contém seqUiéncias para peptidios
relacionados ao hormonio adrenocorticotrofico dos vertebrados, ao hormonio
melanodcito estimulante, ao peptidio similar a corticotrofina, ao peptidio opidide
endogeno e ao fator liberador de corticotrofina. Eles sugeriram que este gene
da Aplysia e o conjunto de genes de vertebrados que codifica os peptidios
opidides deriva da evolucao divergente a partir de um gene ancestral comum
(KOBIERSKI et al., 1987).

Elekes e Néassel (1990) descreveram a distribuicdo de neuronios
imunorreativos aos neuropeptidios da familia do FMRF-amida no SNC do

caracol Helix pomatia. Aproximadamente 1.000 a 1.100 neurdnios
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imunorreativos foram detectados em todo o SNC, sendo que mais de 50%
estavam localizados nos ganglios cerebrais. O restante dos neuroénios se
encontrava distribuido nos ganglios subesofageais (os ganglios bucais foram
excluidos da investigacao). Trabalhos similares ao mapeamento de neurdnios
FMRF-amida imunorreativos foram descritos em Lymnaea stagnalis (SCHOT;
BOER, 1982) e em Limax maximus (COOKE; GELPERIN, 1988). Estes estudos
sugeriram que os moluscos terrestres apresentam ~uma maior
imunorreatividade neuronal a este neuropeptidio que as espécies de agua
doce, pois em Limax maximus foi encontrado nimero semelhante de neurénios
positivos ao verificado em Helix pomatia, enquanto que, em Lymnaea stagnalis,
um caracol de agua doce, foi encontrado um numero bem inferior de
neuronios imunorreativos (150 a 250). Em Helix aspersa foi detectado um
grande numero de neuropeptidios FLI no SNC e em estruturas periféricas
como tentaculos, trato reprodutivo e sistema digestivo posterior (LEHMAN;
PRICE, 1987).

No tecido muscular, este neuropeptidio parece estar amplamente
envolvido no controle da contracao muscular (O’'SHEA; SCHAFFER, 1985) e
como regulador de longa duracao da ritmicidade e do ténus muscular (PRICE;
GREENBERG, 1977). Tecidos musculares tratados com FMRF-amida
apresentam aumento do tonus, atividade espontanea ou ambos. Apesar deste
neuropeptidio ter acoes similares a SHT, agindo como cardioestimulador, atua
também como restaurador da ritmicidade de coracao arritmico ou de coracao
recém inativado por lavagens em meio artificial (CARDOT; FELLMAN, 1983).
Estudos que evidenciam o envolvimento de FMRF-amida como sinalizador

neuroquimico na regulacao do batimento cardiaco em Rapana thomasiana
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(FUJIWARA-SAKATA; KOBAYASHI, 1992) e em Hirudo medicinalis (KUHLMAN
et al., 1985) sugerem que este neuropeptidio esteja presente como importante
substancia neuroativa em uma diversidade bem ampla de espécies animais.
Além das propriedades citadas anteriormente, em Helisoma trivolvis, Madrid e
colaboradores (1994) demonstraram a importancia dos peptidios relacionados
a FMRF-amida na osmorregulacao, confirmando estudos ja realizados em
Helisoma duryi (KHAN et al., 1992) e Mercenaria mercenaria (DEATON, 1990).
A concentracao dos peptidios relacionados a FMRF-amida, especialmente os
heptapeptidios, parece ser mais baixa em moluscos submetidos a estresse
hiposmoético do que em moluscos submetidos a estresse isosmoético (MADRID
et al.,, 1994).

Este neuropeptidio e a histamina estariam envolvidos na regulacao da
liberacao de ACh, atuando por vias opostas, em um circuito neuronal
controlador do comportamento alimentar, segundo estudos realizados em
Aplysia californica (BAUX et al., 1990).

Neuronios e fibras FLI foram identificados em estruturas envolvidas com
a atividade reprodutora de moluscos (LANGE et al.,, 1998a; LANGE et al,
1998b; LI; CHASE, 1995).

Também em gafanhotos foi verificada a associacdo ao comportamento
sexual. A imunorreatividade ao FMRFamida é forte em insetos adultos,
sugerindo alguma funcao peculiar na maturidade sexual. Em fémeas, durante
o processo de vitelogénese, o nivel de imunorreatividade sofre oscilacao
provavelmente por estar envolvido na oogénese ou na oviposicao (SEVALA et

al., 1993).
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Através de métodos imunocitoquimicos a co-localizacdo de FMRF-amida
com outras substancias neuroativas como SHT, MEnk e peptidio cardio-
estimulador (SCPg) tem sido demonstrada nos tecidos nervosos de varios
invertebrados (ARBISER; BELTZ, 1991; CALLAWAY et al., 1987; TAKAYANAGI;
TAKEDA, 1988). A combinacao mais usual € de um transmissor convencional
com um ou mais peptidios, e estes apresentam um papel central nos

mecanismos de co-transmissao (KUPFERMANN, 1991).

2. Megalobulimus oblongus como modelo biologico

O objeto deste estudo foi o molusco Megalobulimus oblongus, da classe
Gastropoda, sub-classe Pulmonata, ordem Stylommatophora, encontrado no
sul do Brasil, na Argentina e no Paraguai (SAWAYA; PETERSEN, 1962; De
JORGE; CINTRA et al. 1965). E um caracol terrestre, hermafrodita, podendo
reproduzir-se e desenvolver-se em cativeiro. Habita ambientes umidos,
protegido por vegetacao e € ativo durante o dia somente em situacoes de
umidade relativamente alta. Caso contrario, permanece enterrado no solo,
saindo a superficie somente a noite. A maturidade sexual é alcancada em
torno dos dois anos de idade (JAEGER 1965).

Além do interesse em estuda-lo como modelo experimental estabelecido
para abordagens neurobiolégicas, ha aspectos que favorecem a realizacdo de
experimentos fisiologicos, como o seu tamanho (comprimento maximo com o
pé estendido € 13 cm) e a facil obtencao e manutencao em cativeiro (JAEGER,

1965; ZANCAN, 1996).
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Recentes estudos em Megalobulimus oblongus com marcacao retrograda
empregando o cloreto de cobalto, tém contribuido para a melhor compreensao
das vias neurais dos ganglios cerebrais, dos ganglios pedais e suas inervacoes
em M. oblongus (MALYSZ, 2001; PIVA et al,, 1999; PIVA et al., 1998; PUPERI et
al., 2001; STABILE et al., 1998). Analises imunohistoquimica e ultraestrutural
foram realizadas nos filamentos intermediarios de células gliais no SNC deste
molusco, sugerindo que estas células possuam filamentos intermediarios com
caracteristicas semelhantes as dos vertebrados (SANTOS et al., 2000).

O SNC de Megalobulimus oblongus € formado de 11 ganglios, 9 dos quais
constituem o anel ganglionar principal (ganglios cerebrais, pedais, pleurais,
parietais e visceral), com 2 ganglios bucais mais distalmente localizados e
conectados com o anel periesofageano através dos conetivos cérebro-bucais
(Fig. 2). Todos os ganglios sdo pareados, com excecao do ganglio visceral. Os
pares sao geralmente similares entre si, em tamanho e forma, sendo apenas o
ganglio parietal direito um pouco maior que o esquerdo. Os ganglios cerebrais
encontram-se fundidos entre si, unidos através da comissura cerebral,
formando uma peca unica, bilateralmente simétrica, enquanto os ganglios
pleurais, parietais, pedais e o visceral formam um complexo subesofageal
organizado ao redor da artéria cefalica em forma de um anel. Eles estdo unidos
entre si por conetivos interganglionares curtos. Os ganglios que formam o anel
subesofageal encontram-se unidos aos ganglios cerebrais, supra-esofageais,
pelos longos conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural (PERES, 1994; ZANCAN
et al., 1994). O ganglio cerebral pode ser dividido em trés areas: pro-cérebro,
mesocérebro e poés-cérebro. O pos-cérebro subdivide-se em 3 lobos: pedal,

pleural e comissural (BULLOCK; HORRIDGE, 1965).



Fig. 2 (A) Esbogo de um caracol pulmonado, em vista lateral, locomovendo-
se, para a visualizagdo das posigoes relativas 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).

(B) Representagao esquematica dos ganglios que constituem o sistema
nervoso central. AC = artéria cefalica; BB = bulbo bucal; CD = corpo
dorsal; EA = esofago anterior; PA = génglios parietais; PE = ganglios
pedais; PL = ganglios pleurais; V = ganglio visceral.

Orientacdo da figura: dorsal (D); ventral (V); anterior (A); posterior
{(P). Reproduzido de Zancan, 1996.

15
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A musculatura pediosa apresenta duas regides distintas,
estruturalmente e funcionalmente, uma correspondente aos musculos
retratores pedais e a outra correspondente ao tarso; pelo plexo pedioso
localizado na regiao médio-ventral do pé, e pelo esqueleto hidrostatico
(FACCIONI-HEUSER 1999). Esta musculatura € inervada por nervos
originados nos ganglios pedais (PERES 1994), suprindo as regides anterior,
meédia e posterior do pé. Em Megalobulimus oblongus, a medida que os nervos
pedais aprofundam-se na musculatura pediosa, originam ramos nervosos de
calibre cada vez menor que se dirigem ventralmente e lateralmente a sola do
pé. Na regidao ventral, a anastomose de diferentes ramos origina o plexo
pedioso, que se distribui uniformemente por toda a extensdo da musculatura
pediosa. O plexo pedioso é constituido por nervos e ganglios que apresentam
um arranjo mais apertado nas regidoes ventrais e mais frouxo nas regioes
meédio-ventrais. Na zona subepitelial, elementos nervosos que surgem do plexo
pedioso, dividem-se e anastomosam-se formando um plexo subepitelial. No
plexo pedioso pode-se distinguir duas regides, uma mais ventral onde se
encontram verdadeiros ganglios e outra mais medial, onde ocorrem somas
neuronais isolados ou em pequenos grupos (FACCIONI-HEUSER 1999).

Inimeros trabalhos vém sendo desenvolvidos com o plexo pedioso de
Megalobulimus oblongus. Além do estudo das caracteristicas ultra-estruturais
das células gliais do plexo pedioso (FACCIONI-HEUSER et al, 1998), foi
avaliado o perfil de distribuicdo da imunorreatividade a substancia P através
de técnica imunohistoquimica (RIGON et al., 1998). A atividade da enzima

AChE e a distribuicao de estruturas neuronais monoaminérgicas no plexo
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pedioso também foram investigados neste molusco (FACCIONI-HEUSER et al.,

1995; FACCIONI-HEUSER, 1999).
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Objetivos

Com o proposito de dar continuidade aos trabalhos que vém sendo
desenvolvidos com o molusco pulmonado Megalobulimus oblongus nos
Laboratorios de Histofisiologia Comparada e Neurobiologia Comparada, foi
tracado como objetivo geral deste trabalho:

e Estudar o perfil de distribuicao de neurdnios e fibras imunorreativas ao
neuropeptidio FMRF-amida no molusco pulmonado Megalobulimus
oblongus.

Os objetivos especificos consistiram em:

e Realizar o mapeamento da localizacdo de neuronios e fibras imunorreativas
a FMRF-amida nos ganglios que compodoem o sistema nervoso central de
Megalobulimus oblongus.

e Investigar a distribuicao da imunorreatividade a FMRF-amida na

musculatura pediosa deste molusco.
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Material e méetodos

1. Animais de experimentacao

O objeto de estudo desta investigacao foi o caracol terrestre pulmonado
Megalobulimus oblongus (Miuller,1774), nativo da Ameérica do Sul. Os animais
foram coletados no Bairro Ipanema, em Porto Alegre e no municipio de
Charqueadas (RS). Foram mantidos em terrarios telados no Laboratorio de
Histofisiologia do Departamento de Ciéncias Morfologicas do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, UFRGS, sujeitos as condi¢oes naturais de luz e
temperatura e alimentados ad libitum com alface e agua até 24 horas antes
dos experimentos. Foram considerados materiais compativeis para o
experimento apenas os animais adultos, caracterizados por possuirem a
concha com a borda curvada, levemente rosada. Foram utilizados quinze
animais cujo tamanho das conchas encontrava-se na faixa de 64 a 84 mm de

comprimento, 31 a 43 mm de largura e o peso variava na faixa de 47 a 89 g.
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2. Disseccao e retirada do material

2.1. Sistema nervoso central

Os animais foram lavados em agua corrente para a remocao de residuos
de terra e anestesiados por imersdo em uma solucado saturada de mentol,
dissolvido em uma solucao fisiologica para a espécie Megalobulimus oblongus
(5 g/1 NaCl, 0,08g/1 KCl, 0,6g/1 CaCl2) (JAEGER, 1961) por 30 minutos. Apos
a remocao da concha, com o auxilio de um saca-bocado, o manto anterior e o
diafragma foram seccionados, expondo a porcao anterior do trato digestivo. Foi
feita a contencao da saida da secrecao digestiva, através da ligacdao do
estomago anterior e, apos, este foi seccionado proximo ao estreitamento distal
do bulbo bucal. Junto a esta regiao estdao situados, ventro-lateralmente, os
ganglios bucais, os quais foram extraidos unidos entre si através da comissura
ventral intacta e da seccao dos conetivos cérebro-bucais e demais nervos. Os
ganglios cerebrais, situados dorsalmente ao bulbo bucal foram retirados apos
a seccao dos nervos e conetivos que se localizam lateralmente a cada ganglio.
Para se ter acesso ao conjunto dos ganglios subesofageais foi necessaria
primeiro a seccao do musculo retrator da radula. A seguir o saco radular foi
rebatido para a porcao anterior com a ajuda de uma pinca hemostatica. Apos a
seccao de nervos e conetivos neurais situados ao redor, o anel ganglionar

subesofageal foi extraido (Fig.2).

2.2. Musculatura pediosa

No momento seguinte a remocao dos ganglios centrais, procedeu-se a

retirada da musculatura pediosa. Foi removida para cada experimento uma
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porcao de aproximadamente 1,0 cm x 0,5 cm da regiao anterior da

musculatura pediosa do caracol.

3. Fixacao

Com o objetivo de preparar o material extraido para a realizacao da
técnica de imunohistoquimica, procedeu-se a fixacao por imersao em uma
solucao de paraformaldeido 4% diluido em tampao fosfato (TF) 0,1M pH 7,3-
7,4 por 4 horas a temperatura ambiente. Apos a fixacao o material foi
crioprotegido em solucdo de sacarose a 15% e, logo apods, em solucdao de
sacarose 30% (ambos diluidos em tampao fosfato 0,1M) a 4° C sob continua
agitacao até as pecas afundarem (aproximadamente 4 horas em cada diluicao).

O processo de fixacdo deve preservar na melhor forma a capacidade
antigénica das estruturas a demonstrar; desta forma, ao aplicar o anticorpo,
ocorrera a reacao antigeno-anticorpo nas regioes que corresponderdao a sua
localizacao. A fixacao de peptidios é mais adequada com solucoes fixadoras
que atuem através de unides bifuncionais como as que se produzem com o0 uso
do paraformaldeido e glutaraldeido que preservam melhor a morfologia e a
estrutura das células. Este procedimento € necessario para imobilizar os
compostos teciduais soluveis (antigenos) em seu sitio de localizacado, manter a
conformacao geral dos tecidos e a capacidade antigénica dos mesmos. A perda
de antigenicidade € influenciada por algumas variaveis que acompanham a
solucao fixadora. No caso do paraformaldeido, o numero de pontes tipo
metileno formados depende nao s6 da concentracdo do fixador, mas também

da temperatura, pH e do tempo de exposicao (RODRIGO et al, 1996). O
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método de fixacdo mais amplamente aceito para a realizacao da
imunohistoquimica em microscopia optica, por assegurar boa preservacao do
tecido e nao destruir a antigenicidade das substancias em estudo, envolve a
utilizacao de solucao de paraformaldeido diluido a 4% em tampao fosfato 0,1M
pH 7,3-7,4 (revisao de Larsson, 1983) a 4°C durante o minimo de tempo
necessario. Segundo Nassel e O’Shea (1987), este procedimento € também

recomendado para tecidos nervosos de invertebrados.

4. Seccoes histologicas

Os tecidos foram seccionados por congelacao, a temperatura de -20° C
com a utilizacao do criostato (Leitz 1720 Digital) com navalhas descartaveis.
Segundo ACHAVAL (1991), os métodos imunohistoquimicos, em sua maioria,
recomendam obter seccoes de blocos nao-incluidos em parafina, uma vez que
estes processos de inclusdao acarretam, supostamente, uma perda de
antigenicidade dos tecidos.

Os ganglios nervosos centrais fixados e crioprotegidos foram orientados
para cortes horizontais (no sentido dorso-ventral) e, também, coronais (no
sentido antero-posterior) para os ganglios cerebrais e apenas coronais para os
ganglios bucais, em pequenos blocos confeccionados em papel aluminio e
preenchido com Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura).

A musculatura pediosa fixada e crioprotegida foi colocada sobre uma
pasta consistente de goma adragante dissolvida em agua em um suporte de
placa de cortica (2 cm x 2 cm), de modo que o lado ventral do pé se mantivesse

colocado lateralmente para a realizacao de cortes transversais. Estes materiais
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foram congelados rapidamente em isopentano resfriado em nitrogénio liquido e
colocados por 20 minutos a —20°C antes de serem realizadas as seccoes, para
estabilizar a temperatura dos mesmos. Os tecidos foram seccionados a 50 um
e coletados em tampao fosfato salino (PBS) para realizar o procedimento

imunohistoquimico dos cortes em “free-floating”.

5. Imunohistoquimica

5.1 - Fundamentos

Todo constituinte celular ou tecidual com capacidade antigénica pode
ser identificada na célula in situ mediante técnicas imunohistoquimicas
através da reacao antigeno-anticorpo. A base da localizacao do antigeno é a
correta marcacao da reacdo antigeno-anticorpo que corresponde a visualizacao
do sitio em que se encontra este antigeno (RODRIGO et al., 1996).

Os métodos para deteccao do complexo antigeno-anticorpo podem ser do
tipo conjugado, no qual o composto marcador ligar-se-a covalentemente a um
anticorpo apropriado, ou nao conjugado. Os procedimentos conjugados ou
marcados, podem envolver a marcacao direta ou indireta do anticorpo. Na
marcacao direta, o composto que se utiliza como marcador esta unido
diretamente ao anticorpo primario. No método indireto, o complexo antigeno-
anticorpo € detectado mediante a utilizacdo de um segundo anticorpo
marcador dirigido contra o anticorpo primario (FORSSMANN et al., 1981).

Os métodos diretos sao mais especificos, pois empregam um soO anticorpo.

Porém, reduzem a reatividade dos anticorpos tornando dificil a visualizacao
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dos constituintes celulares positivos que estejam em baixas concentracoes no
tecido (FORSSMANN et al., 1981).

A sensibilidade conferida pelo método indireto é explicada pelo fato de
que um numero minimo de moléculas de anticorpos primarios tendem a se
unir ao antigeno tissular, sendo mais intensamente marcados do que com o
método direto. Esta técnica requer dois anticorpos. Primeiro utiliza-se um
anticorpo primario contra o antigeno em questdo. Depois, utiliza-se um
anticorpo secundario procedente de uma espécie diferente da qual foi obtido o
primario e desenvolvido contra as IgG da espécie doadora do primeiro
anticorpo, o qual atuara neste momento como antigeno. Varios compostos tém
sido utilizados para marcar anticorpos, mas somente os marcadores
fluorescentes (imunofluorescéncia; CARLTON, 1996) ou enzimas como a
peroxidase de rabanete (HRP) ganharam maior aceitacao (MILLER, 1996;
RODRIGO et al., 1996).

Nos métodos nao conjugados a enzima marcadora ou o complexo
marcador anticorpo-enzima permanecem livres (ndo-conjugados). Este método
evita o procedimento quimico necessario para a conjugacao, ou seja, a ligacao
covalente de uma enzima a um anticorpo, nao ocorrendo o risco de alterar o
anticorpo ou a atividade enzimatica. A técnica peroxidase-antiperoxidase
(PAP), proposta por Sternberger (MILLER, 1996) utiliza anticorpos nao
marcados e € consideravelmente mais sensivel que os outros procedimentos
imunocitoquimicos. E o procedimento preferido quando o antigeno pode se
encontrar em pequenas quantidades nos tecidos (WORDINGER et al., 1983). O
principio deste método é que o marcador final, a HRP, une-se

imunologicamente ao anticorpo primario. Ao nao existir uma conjugacao
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quimica, a reatividade imunologica de todos os tecidos € mantida ao maximo.
A caracteristica essencial deste meétodo € a utilizacao de um anticorpo
secundario que funcione como “ponte”, ligando-se imunologicamente ao
anticorpo primario e ao complexo PAP marcador. Considerando que o segundo
anticorpo pode se ligar a varios sitios sobre o anticorpo primario e, depois,
cada uma daquelas se ligarem a um complexo PAP, a reacdo fica
consideravelmente amplificada, conferindo uma eficiéncia maior a este método.

A reacao final da peroxidase sobre seu substrato (H202) produz um
complexo, o qual é visualizado em presenca de um doador de elétrons. Quando
o complexo se dissocia, regenera o estado reduzido da enzima e libera o doador
de elétrons oxidado. Em 1966, Graham & Karnovsky introduziram o 3,3-
diaminobendizina (DAB) como um eficiente doador de elétrons (WORDINGER

etal., 1983).

5.2 - Pré-tratamento das seccoes para imunotincao

O material seccionado no criostato foi coletado em frascos de vidro
contendo tampao fosfato salino (PBS) e lavado duas vezes com o mesmo
tampao. A fim de bloquear a atividade da peroxidase endoégena, os cortes foram
tratados com uma solucdo de metanol 10% diluida em uma solucao de
peroxido de hidrogénio 3% preparada em agua destilada, por um periodo de 30
minutos sob agitacdo constante e a temperatura ambiente (MILLER, 1996;
SCHOT et al, 1981). Seguiram-se duas lavagens, de 15 minutos cada, em
PBS.

A fim de bloquear os sitios inespecificos de unido de anticorpos, os

cortes foram pré-incubados, por 30 minutos, com soro normal de cabra (NGS)
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nao imune a 3% preparada com Triton X-100 (Sigma) 0,4% diluido em PBS
(PBS-Tx). Triton X-100 é um detergente nao-idnico polietileno usado em
técnicas imunohistoquimicas. Age na bicamada fosfolipidica, solubilizando
lipidios e proteinas de membrana, incrementando a penetracao dos anticorpos
através dos tecidos (MELAN, 1994). Em seguida, iniciou-se o processo de

imunotincao.

5.3 - Imunotincao

5.3.1 - Aplicacao do primeiro anticorpo

O anticorpo policlonal, desenvolvido em coelho contra o peptidio FMRF-
amida (Sigma), foi utilizado nesta fase, em uma diluicao de 1:900 em PBS-Tx,
por 48 horas a 4°C, sob agitacao constante. Logo apos a incubacdo, o material

foi submetido a duas lavagens, de 15 minutos cada, em PBS.

5.3.2 - Aplicacao do segundo anticorpo

O anticorpo secundario ou “ponte” € necessario para obter a ligacao
entre o anticorpo especifico ligado e o complexo PAP (peroxidase anti-
peroxidase). Este anticorpo, anti-IgG de coelho, desenvolvido em cabra (Sigma),
foi diluido a 1:50 em PBS-Tx e utilizado para a incubacao dos cortes por 2
horas, em temperatura ambiente. Sucederam-se duas lavagens, de 15 minutos

cada, em PBS.
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5.3.3 - Aplicacao do terceiro anticorpo ou complexo PAP (complexo

peroxidase-anti-peroxidase)

O complexo PAP é soluvel e formado por 3 moléculas de peroxidase de
rabanete (HRP), um marcador e por duas moléculas de antiperoxidase. Os
cortes foram incubados em uma solucao de PAP (Sigma) diluido a 1:500 em
PBS durante 2 horas a temperatura ambiente. Sucederam-se novamente, duas

lavagens, de 15 minutos cada, em PBS.

5.3.4 - Revelacao da reacao peroxidase

Os cortes foram incubados em uma solucdo de diaminobendizina (DAB;
Sigma) diluida a 0.06% em PBS, durante 10 minutos. Acrescentou-se, em
seguida, peroxido de hidrogénio em uma concentracao final de 0,01% diluido
em agua destilada. Os cortes permaneceram nesta mistura por 10 minutos a
temperatura ambiente, sob constante agitacdo. A reacdo quimica ocorrida
nesta fase foi a oxidacdo da diaminobendizina, produzindo um precipitado

marrom. Apos, os cortes foram cuidadosamente lavados em PBS.

5.3.5 - Montagem dos cortes

Os cortes foram colocadas em laminas tratadas com gelatina-cromo
alimen. Apods a secagem, foram desidratados com solucdes crescentes de
alcool, diafanizados em xilol e montados com resina Balsamo do Canada e
laminulas. As laminas foram analisadas, e as areas de interesse foram

fotografadas em fotomicroscopio Optiphot II (Nikon).
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5.3.6 - Controle

Foi feito este experimento para o controle da técnica imunohistoquimica.
Para isso, o anticorpo primario foi substituido por PBS e o restante do

procedimento foi realizado da mesma forma descrita anteriormente.
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Resultados

Detectaram-se neuronios e fibras FLI (FMRF-amide-like imunorreativos)
nos ganglios que formam o SNC e no plexo pedioso de Megalobulimus
oblongus. Estas fibras imunorreativas foram identificadas no neuropilo dos
ganglios, nas comissuras, nos conetivos e nos nervos. Também o corpo dorsal
mostrou fibras imunomarcadas. No plexo pedioso observou-se uma grande
quantidade de fibras varicosas FLI por toda a sua extensdo. A
imunorreatividade foi localizada no soma neuronal e em seus processos, sendo
que a area nuclear sempre se apresentou imunonegativa. Quando foi omitido o
primeiro anticorpo nao foi observada nenhuma reacao. Os neurdénios do SNC
de M. oblongus foram divididos em quatro grupos de acordo com o tamanho
das células: neurdnios pequenos (<20 um), neurdnios médios (21-60 um),

neuronios grandes (61-180um) e neurénios gigantes (>181um) (ZANCAN, 1996).

1. Ganglios cerebrais

O método imunohistoquimico marcou corpos celulares, seus

prolongamentos e fibras FLI distribuidos por ambos os ganglios cerebrais em
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diferentes agrupamentos. O neuropilo ganglionar apresentou uma densa rede
de fibras FLI. Nenhum neurénio gigante FLI foi observado nos ganglios
cerebrais de Megalobulimus oblongus (Fig.3).

O ganglio cerebral de Megalobulimus oblongus, assim como de outros
pulmonados terrestres, apresentam trés areas: mesocérebro, pro-cérebro e

pos-cérebro (BULLOCK; HORRIDGE, 1965) (Fig. 7A).

1.1 - Mesocérebro

Em cortes dorsais, ao nivel da porcao anterior, proximo ao limite lateral
externo dos dois ganglios cerebrais, observou-se um grupo de 20 a 30
neuronios médios FLI (& = diametro) (J 35 - 50 um). Este grupo estava junto a
um compacto agrupamento neuronal imunonegativo, localizado ao lado do
corpo dorsal. Entre estes corpos celulares destacavam-se processos neuronais
imunorreativos. Lateralmente, observou-se um pequeno neurdnio (J 20 um)
na margem do neuropilo, cuja forte imunorreatividade destoava das células ao
redor. Seu prolongamento axonal igualmente FLI parecia se projetar no nervo
tentacular optico (Fig. 7B).

Em seccao medial, ao nivel da comissura cerebral, observaram-se feixes
de processos FLI que se desprendiam da comissura cerebral e percorriam
entre os neuronios negativos os quais eram envolvidos por ramificacoes destes
processos (Fig. 8A). Em um outro corte, no mesmo plano da comissura, foi
detectado um agrupamento de cerca de 60 neuronios pequenos (& 18-20 um)

junto ao neuropilo. Nesta regidao do mesocérebro visualizou-se um par de
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neurdnios simeétricos gigantes imunonegativos. Ao redor destes neuronios
destacaram-se alguns processos imunorreativos (Fig. 8B).

Em cortes mais ventrais observaram-se aproximadamente 70 células
pequenas FLI com diametro médio de 21 um concentradas na regiao antero-

lateral do mesocérebro (Fig. 3).

1.2 - Poés-cérebro

O pos-cérebro € subdividido nas seguintes regides: o lobo comissural
localizado na porcao postero-medial; o lobo pleural situado entre a area
comissural e a emergéncia do conetivo cérebro-pleural; e o lobo pedal, entre as
emergéncias dos conetivos cérebro-pleural e cérebro-pedal (BULLOCK;
HORRIDGE, 1965) (Figs.3 e 7A).

No lobo pedal observou-se um agrupamento neuronal de 3 ou 4
neuronios meédios imunorreativos no meio de outros 6 ou 7 neurdnios
fracamente positivos (& 28 pum) (Fig. 7A). Em um outro corte mais dorsal do
lobo pedal do pos-cérebro direito foi detectado um agrupamento fortemente
imunomarcado com aproximadamente 20 neurdnios meédios (J 29 um) (Figs.
9A e 9B).

Em corte medial, no limite posterior da comissura cerebral, entre os dois
hemiganglios, foi identificado um agrupamento de 7 neurdénios médios (J 22-
27 um) que penetravam no corpo dorsal (Figs.7A e 9C). No lobo comissural do
ganglio cerebral direito foram observados cerca de 7 neurdnios médios FLI (J
22-27 pum), junto a faixa estreita de corpo dorsal que limita os ganglios

cerebrais (Fig. 9C). No lobo pleural, junto a este agrupamento, 8 neurdnios



32

grandes (< 80-100 um) projetavam seus prolongamentos axonais FLI ao
neuropilo (Fig. 9C). Outro agrupamento neuronal de caracteristicas diferentes
foi identificado lateralmente ao grupo anteriormente descrito que continha
cerca de 40 neurdonios médios FLI (J 28-47 pm) com imunomarcacao mais
intensa que o outro agrupamento do mesmo lobo (Fig. 9C). Alguns neuronios
FLI deste grupo estavam localizados na emergéncia do conetivo cérebro-

pleural.

1.3 - Pro6-cérebro

Os neurodnios FLI desta regido foram identificadas em cortes dorsais (Fig
3). Evidenciou-se um grupo com cerca de 100 a 140 células globulosas (& 8-10
um) distribuidas por toda a extensao de ambos os pro-cérebros (Fig. 10A).
Seus prolongamentos imunomarcados formavam uma rede que rodeava os
somas FLI (Fig. 10B). A area neuropilar medial ao pro-cérebro (massa medular)
apresentou escassa marcacao (Fig. 10A). Os processos axonais imunorreativos
dos neurodnios globulosos FLI do pré-cérebro pareciam se juntar as fibras

imunomarcadas do nervo tentacular optico e da regidao neuropilar (Fig. 10B).



prc

Fig. 3 Representacdo esquematica da distribuicao dos neurdnios
imunorreativos a FMRF-amida nos ganglios cerebrais de
Megalobulimus oblongus. {A) Vista dorsal; (B) vista medial; {C]
vista ventral. cc = comissura cerebral; cd = corpo dorsal; mc =
mesocérebro; psc = poés-cerebro; prc = pro-cérebro. Barra =
500 um. Modificado de Zancan, 1996.
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2. Ganglios pedais

Numerosas células FLI foram evidenciadas em ambos os ganglios pedais
(Fig. 4). O neuropilo destes ganglios apresentou reacao muito intensa, assim
como as comissuras pedal principal e pedal anterior (Figs. 11A e 11B).

Em cortes ao nivel da comissura pedal anterior (Fig. 11B), um neurénio
grande (Y 96 um) foi observado no angulo entre as margens posterior e medial
do ganglio pedal esquerdo. Nesta mesma regido, no hemiganglio oposto, foram
detectados 3 neurdnios grandes com diametros entre 90 e 120 um fortemente
corados. Externamente a eles, dois somas neuronais gigantes negativos
estavam envolvidos por processos imunorreativos. Ao lado destes neurdnios
foram observadas cerca de 10 células médias FLI (& 65-85 um), junto a outros
neurdonios nao-marcados de semelhantes dimensodes (Fig. 11B). Também
identificou-se um agrupamento neuronal de 32 células médias FLI (& médio
30 um) localizado na margem postero-lateral, dorsal a emergéncia do nervo
lateral do ganglio pedal direito (Fig. 11B). Na margem lateral do ganglio pedal,
cerca de 45 neuronios médios FLI de tamanhos e imunomarcacoes diferentes
(@ 28-35 um) contrastam com a imunomarcacao negativa da maioria dos
neurodnios da regiao medial dos ganglios pedais (Fig. 11B).

Em cortes ao nivel da comissura principal, um pouco mais ventrais que
os cortes anteriores, na regido postero-medial, foram observados dois pares
simétricos de neurdnios grandes (J 113-128 um) junto a margem medial-
posterior de cada hemiganglio, cujos prolongamentos axonais imunorreativos

dirigiam-se ao neuropilo (Fig. 11A). Em cada ganglio, latero-externamente a
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este par neuronal, e junto ao neuropilo, foi detectado um agrupamento
neuronal de 8 células médias FLI com diametro médio de 23 pum (Fig. 11A).
Ainda na mesma regiao, proximo ao conetivo pedal-pleural, foi encontrado
outro agrupamento de neurdnios médios FLI (& 30-37 um) com cerca de 15 a
20 células. Na regiao latero-posterior dos ganglios pedais identificou-se um
par simeétrico de neurdnios grandes (J 120-130 um) (Figs.11A, 11B e 12B).
Latero-externamente a esse neuronio grande foi observado um grupo de
neuronios meédios (& 67-85 um) formado por cerca de 20 a 28 células. Na
regiao anterior do ganglio, destacou-se um par simeétrico de neuronios gigantes
de 210 um de diametro, localizado proximo ao limite anterior da superficie
medial do ganglio pedal (Fig. 11A). As projecoes de grande diametro destes
neuronios gigantes também apareceram imunomarcadas, atravessando toda a
regiao cortical, perdendo-se ao penetrar no neuropilo (Fig. 12B). Nesta mesma
regiao, externamente ao neurdnio gigante e junto ao neuropilo foi possivel
observar cerca de 7 neuronios médios (Y meédio 33 um) fracamente
imunomarcados que se sobressaiam no denso agrupamento neuronal negativo
(Fig. 12B).

Em seccao dorsal do ganglio, fibras imunomarcadas emergentes da
porcao postero-medial do neuropilo envolviam somas neuronais negativos (J
meédio 90 pum) localizados proximos as margens posterior e medial de cada
hemiganglio. Proximo ao conetivo pedal-pleural esquerdo foram observados
um neurdonio médio e outro grande, com 60 uym e 107 um de diadmetros,

respectivamente (Fig. 12A).
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3. Ganglios pleurais

Os neuronios dos ganglios pleurais apresentaram imunorreatividade
mais fraca em relacdo aos outros ganglios, porém, seu neuropilo manteve o
mesmo padrao de imunomarcacao que os demais ganglios centrais (Fig. 4).

A maioria dos neurdnios FLI dos ganglios pleurais eram pequenos e
meédios. Em cada ganglio foi detectado mais de uma centena de neurénios FLI
com diferentes intensidades de imunomarcacdo. Os neurdnios pequenos
encontrados em geral estavam localizados mais proximos ao neuropilo (Fig.
13A). Na regiao contra a artéria cefalica, internamente ao neuropilo foram
detectados aproximadamente 50 células de didametro médio de 46 um e 24
neuronios pequenos de diametro médio de 20 um, estando estes localizados
muito proximos ao neuropilo. Na regidao externa do neuropilo, observaram-se
cerca de 60 neurdnios médios (& 23-31 um) (Fig. 13A).

Em cortes ventrais do ganglio pleural esquerdo foi identificado um
neuronio grande FLI (&Y 120 pum) proximo ao limite posterior deste ganglio,
junto ao conetivo pleural-parietal esquerdo (Fig. 13B). Ele mostrava uma
moderada imunorreatividade assim como os cerca de 50 neurdnios médios FLI

(& 30-48 um) detectados nesta regiao.

4. Ganglios parietais

Os ganglios parietais direito e esquerdo estdo localizados na regiao
posterior do anel subesofageal, separados pelo ganglio visceral. Os ganglios

parietais de Megalobulimus oblongus sado assimétricos, assim como em outros
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moluscos gastropodes, sendo o direito maior e com mais neurdnios que o
esquerdo (Figs. 4 e 14A).

Ambos os ganglios parietais apresentaram neuronios fortemente FLI. O
ganglio parietal esquerdo foi caracterizado pela presenca de um neurdnio
gigante fortemente FLI, com diametro médio de 300 um (Fig. 14A). Esta célula
foi 0 maior neuréonio imunorreativo a FMRF-amida encontrado nos ganglios
centrais de Megalobulimus oblongus. O ganglio parietal direito, apesar de ser
uma estrutura maior que o esquerdo, nao possui nenhum neurdénio FLI
correspondente em tamanho ao descrito (Fig. 14A). O neuropilo em ambos os
ganglios estava fortemente imunomarcado.

Ao nivel medial do ganglio parietal esquerdo, escassos neuronios FLI
foram detectados. O neurdnio gigante anteriormente citado estava localizado
junto a margem lateral externa do ganglio, entre o nervo palial esquerdo
anterior e o nervo palial esquerdo posterior, proximo ao conetivo parieto-
visceral (Fig. 14A). Este neurdnio de grandes dimensoes circunda parcialmente
uma regiao negativa do neuropilo (Fig. 14A). Um agrupamento de 6 a 10
neurdonios meédios (J 56-78 pum) com diferentes intensidades na
imunomarcacao foi observado entre o neuropilo e a margem lateral interna
(Fig. 14A). De 2 a 5 neurdnios com diametros entre 23 e 32 um foram
localizados junto a margem lateral externa, na porcao ventral ao nervo palial
esquerdo anterior, proximo ao conetivo pleuro-parietal. Na regiao lateral
externa do ganglio parietal direito foram identificados cerca de 40 neurdnios
meédios (J 22-60 um) e 10 a 15 pequenos (J 18 um) (Fig. 14A). Nesta mesma
regiao, proximo ao conetivo parieto-pleural direito, foi observado um neuroénio

grande fracamente imunorreativo envolvido por fibras varicosas
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imunomarcadas formando um cesto perisomatico (Fig. 14C). Nesta regiao
também foram encontrados 1 ou 2 neurdnios grandes (& 130-150 pum). Na
porcao lateral interna do ganglio foram observados 33 a 57 neurdnios médios
(@ 53-57 um) e um neurdnio grande (J 100 pum) (Fig. 14A). Notou-se a
presenca de alguns neuronios ndo imunomarcados grandes com diametro
meédio de 200 um proximos a células FLI (Fig. 14A).

Em cortes onde se detectou o prolongamento do corpo dorsal, que estava
situado latero-dorsalmente aos ganglios parietal e pleural direito,
identificaram-se 2 neuronios grandes (J 150 pum) fracamente imunorreativos
(Fig. 15A). Um deles estava situado posterior a um neurdnio gigante nao
reativo, proximo ao prolongamento do corpo dorsal e o outro, no angulo entre
a margem anterior e a margem lateral que faz limite com o ganglio visceral.
Junto a margem latero-posterior limitrofe ao ganglio visceral, foi observado um
neurdnio grande fortemente imunorreativo com cerca de 190 um de diametro.
Espalhados entre estes neuronios marcados e os negativos foram observados
cerca de 43 células FLI médias e grandes (& 55-87 um). Numerosas fibras FLI
envolviam somas negativos e longos prolongamentos axonais imunomarcados

se destacavam entre os agrupamentos neuronais nao reativos (Fig. 15A).

5. Ganglio visceral

O ganglio visceral apresentou-se intensamente imunomarcado, com
numerosos neuronios positivos de diversos tamanhos espalhados por toda a
extensdo do mesmo. Em corte ao nivel comissural, na porcao ganglionar

anterior ao neuropilo foram detectados 56 neuronios médios (J 48-56 um)
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(Figs. 4 e 14A). A maioria dessas células era fortemente imunorreativa assim
como seus prolongamentos axonais que penetravam no neuropilo juntando-se
as outras fibras FLI (Fig. 14B). Lateralmente a este grupo neuronal, proximo ao
conetivo parieto-visceral direito, um neurdonio grande (J 160 pm) nao
imunomarcado estava envolvido perifericamente por uma trama de fibras FLI.
Tanto o neuropilo deste ganglio quanto o dos ganglios parietais estavam
fortemente imunomarcados. Posterior ao neuropilo do ganglio visceral
detectaram-se neuronios FLI entre outros neurdnios imunonegativos (Fig.
14A). Um dos imunonegativos estava localizado proximo ao conetivo parieto—
visceral direito, com um soma de 150 ym de diametro quase totalmente
rodeado por fibras FLI, formando uma rede perineuronal. Ao lado esquerdo do
nervo visceral encontrou-se um neurdnio gigante (& 220 um) cuja
imunorreatividade moderada estava localizada somente no trofospongio. Um
neurdnio gigante negativo (J 300 um), com algumas fibras FLI envolvendo-o,
estava localizado entre o neurdnio gigante anteriormente descrito e um outro
(@190 pm) fortemente imunorreativo na regidao do trofospongio e fracamente
imunorreativo na regido perinuclear, este apresentava seu prolongamento
axonal FLI projetado em direcdo ao neuropilo (Fig. 14A). Na regidao latero-
posterior do ganglio, ao lado do ganglio parietal esquerdo, externamente aos
neuronios gigantes, foram detectados 33 neuronios com diametro médio de 40
a 60 um e de imunorreatividade variavel (Fig. 14A).

Em cortes médio-ventrais do ganglio visceral, com uma pequena porcao
central do neuropilo aparente (Fig. 15A), identificaram-se numerosos
neurdnios grandes e gigantes FLI. Junto a margem postero-lateral direita

foram detectados 2 neurodnios grandes fortemente imunomarcados (J 87 yum) e
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2 neurodnios gigantes (J 220-238 pum). Na porcao média da margem posterior,
foi encontrado um grupo de 3 neurdnios meédios (J 56 pum) e 1 neurdnio
grande (& 108 pm). Seus prolongamentos axonais FLI dirigiam-se ao
neuropilo. Somas negativos envolvidos por fibras FLI foram detectados em
varios locais diferentes do ganglio. Na superficie lateral esquerda foram
observados, na sequéncia, 2 neuronios gigantes (J 218 e 286 um) e 3
neurodnios grandes (J médio 150 pum) fortemente imunomarcados. Proximo a
este grupo neuronal foram identificados alguns neuréonios médios agrupados
de 7 a 9 células (J 43 um). No angulo entre a margem lateral esquerda e a
margem anterior, 2 neuronios gigantes fracamente FLI foram encontrados
sobrepostos (J 270 e 300 um). No angulo oposto, foi detectado um conjunto de

27 neuronios médios com diametros que variaram de 44 a 76 um (Fig. 15A).



Fig. 4 Representacao esquematica da distribuicdo dos neurdnios
imunorreativos a FMRF-amida nos ganglios subesofageais de
Megalobulimus oblongus. (A) Vista dorsal; (B) vista medial. ca =
artéria cefalica; pe = ganglio pedal; pl = ganglio pleural; lpa =
ganglio parietal esquerdo; rpa = ganglio parietal direito; v =
ganglio visceral. Barra = 400 pum.
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6. Ganglios bucais

Em cortes coronais da regiao ventral dos ganglios bucais, foram
visualizados 4 agrupamentos de neuronios FLI (Figs. S e 15B). Uma reacao
intensa foi observada em corpos neuronais pequenos que formavam dois
agrupamentos junto ao neuropilo, um na emergéncia do conetivo cérebro-
bucal e outro na regido inicial da comissura bucal. Cada agrupamento
continha cerca de 40 neurdonios médios (& 45-70 um). Lateralmente ao grupo
neuronal pequeno proximo da comissura bucal, foi identificado um outro
agrupamento de 8 a 10 células grandes (Y 100-130 pum) (Fig. 15B). Os
neuronios gigantes e alguns grandes nao mostravam imunorreatividades no
soma, estando a reacao localizada apenas no trofospongio ou nas fibras que
os envolviam. O neuropilo, os nervos e a comissura bucal mostraram-se

intensamente imunorreativos (Fig. 15B).

oYY e
e

Fig. 5§ Representacao esquematica da distribuicdo dos neuronios
imunorreativos a FMRF-amida nos ganglios bucais de
Megalobulimus oblongus. cb = comissura bucal. Barra = 500 um.
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7. Musculatura pediosa

Com o método imunohistoquimico de Sternberger (1979) foram
marcadas fibras nervosas e ganglios FLI distribuidos por toda a extensao da
musculatura pediosa de Megalobulimus oblongus. Esta marcacao foi observada
em fibras de diferentes calibres, de maneira bastante intensa (Fig. 16).

A inervacao da musculatura pediosa de Megalobulimus oblongus provém
dos nervos pedais, os quais se originam na porcao ventral dos ganglios pedais
e penetram no pé pela regido média dorsal dirigindo-se as regioes anterior,
meédia e posterior.

Em cortes transversais da regiao ventral do musculo pedioso
identificaram-se muitos ramos calibrosos FLI derivados dos nervos pedais,
entremeados de finas fibras varicosas imunomarcadas (Fig. 6). Estas fibras
varicosas FLI formavam uma densa rede na musculatura pediosa (Figs. 16 e
17).

Na regiao ventral da musculatura pediosa o arranjo de ramos de maior
calibre formavam malhas e em seus pontos de interseccao encontravam-se
ganglios, formando assim o plexo pedioso ventral (Figs.16 e 17). A medida que
se dirigiam a regido basal do integumento, o arranjo dos ramos que formam o
plexo pedioso tornava-se mais apertado. Nesta regido mais ventral identificou-
se o plexo subepitelial (Fig. 17).

Prolongamentos nervosos FLI intraepiteliais emergiam de pequenos

neurdnios situados na regido subepitelial da regido ventral do plexo. As vezes,
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identificaram-se alguns dendritos FLI entre as células epiteliais, mostrando
uma dilatacao distal (Fig. 18).

Na regiao dorsal, os ramos nervosos formavam um plexo de fibras
menos apertadas que na regiao ventral da musculatura pediosa. As fibras
imunomarcadas localizadas na regiao basal do integumento dorsal formavam o
plexo subepitelial dorsal (Fig. 16). Nao foi possivel identificar, em dendritos

desta regido, nenhuma dilatacao distal.

Vin D
i R .
B w_:-q_
ooLf .’I\: M L
) )/’ 1\‘R‘“'l«,.
SR RV ;{?

sy
’ :5

Fig. 6 Rcpresentacdo esquematica de corte transversal da metade
esquerda do pé de Mecgalobulimus oblongus, mostrando os
ramos calibrosos (seta curta), derivados dos nervos pedais, que
se dividem originando um plexo nervoso dorszl e um ventral. Nas
regides mais ventrais (seta longa), o plexo pedioso mostra um
arranjo apertado, formando o plexo subepitelial ventral (seta
vazada e triangulo). A medida que se afasta da regiao ventral do
pé, o plexo pedioso vai se tornando mais frouxo (estrela).
Obscrvar na regiao dorsal o plexo menos desenvolvido do que o
ventral. Notar as fibras localizadas na regido subepitelial do
integumento dorsal formando o plexo subepitclial dorsal (seta
larga). Orientacao da figura: dorsal (D}, ventral (V), média (M) ¢
lateral (L). Barra = 25mm. (Modificado de FACCIONI-HEUSER,
1999)
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Cortes horizontais de ganglios cerebrais.

(A) Corte no plano dorsal, mostrando o mesocérebro (asterisco), o pro-cérebro (estrela
pequena) e o poés-cérebro (estrela grande). Notar a subdivisdo do pds-cérebro em (1)
lobo comissural, (2) lobo pleural e (3) lobo pedal. Neurénios FLI do lobo pedal junto a
neurdnios imunonegativos (seta dupla). CD = corpo dorsal; CC = comissura cerebral.
Barra = 200 um.

(B) Detalhe do mesocérebro mostrando um grupo neuronal FLI (cabeca de seta) ao
lado de um grupo neuronal imunonegativo (asterisco). Pequeno neurénio fortemente
imunoreativo (seta) com seu processo projetando-se ao nervo tentacular o6ptico.
Fibras FLI no corpo dorsal (seta pequena). Barra = 100 ym.
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Fig. 8 Cortes horizontais do mesocérebro.
(A) Corte ao nivel da comissura cerebral. mostrando feixes de processos FLI junto ao
neuropilo (seta). Processos FLI entre neurdnios imunonegativos (seta pequena). CC =
comissura cerebral. Barra = 100 [m.
(B) Detalhe do mesocérebro mostrando um agrupamento neuronal FLI junto ao
neuropilo (seta larga). Neurdnio gigante imunonegativo (asterisco) rodeado de processos
FLI (cabeca de seta). NP = neuropilo. Barra = 50 [m.
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Fig. 9 Cortes horizontais da regido dorsal do ganglio cerebral direito.
(A) Detalhe do agrupamento neuronal imunorreativo localizado no lobo pedal do pés-
cérebro, na regido latero-externa a emergéncia do conetivo cérebro-pleural (CCPL)
(seta). CCPL = conetivo cérebro- pleural. Barra = 50 pm.
(B) Ganglio cerebral direito ao nivel do conetivo cérebro-pleural (CCPL). Agrupamento
neuronal FLI mostrado na figura anterior em detalhe (seta larga). PRC = pré-cérebro,
PSC = pos-cérebro, MSC = mesocérebro, CCPL = conetivo cérebro-pleural. Barra = 200
pm.
(C) Lobos pleural e comissural da regido do pés-cérebro em corte horizontal ao nivel da
comissura cerebral. Neuronios FLI entre o limite posterior da comissura cerebral e o
corpo dorsal (cabeca de seta) e no lobo comissural (seta). Agrupamentos neuronais FLI
grandes (seta larga) e médios (seta vazada) no lobo pleural do ganglio cerebral esquerdo.
Fibras imunorreativas do corpo dorsal (seta dupla). CC = comissura cerebral, CD =
corpo dorsal, CCPL = conetivo cérebro-pleural. Barra = 100 um.
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Fig. 10 Cortes horizontais da regido do pro-cérebro do ganglio cerebral esquerdo.
(A) Corte na regido dorsal, mostrando o agrupamento de neurdnios globulosos FLI (seta
larga). Massa medular com escassa marcagéo (asterisco). NP = neuropilo. Barra = 100
pm.
(B)[Neurdnios globulosos do pré-cérebro mostrando os prolongamentos imunomarcados
(setas). NTO = nervo tentacular 6ptico. Barra = 100 pm.
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Fig. 11 Cortes horizontais dos ganglios pedais.

(A) Corte medial mostrando o par de neurénios gigantes FLI (seta vazada); pares
simétricos de neurdnios grandes FLI com processos junto ao neuropilo (ponta de seta);
agrupamentos neuronais médios FLI (seta dupla); neurénio grande fortemente
imunorreativo (seta). Barra = 200 pm.

(B) Corte ao nivel da comissura anterior (3). Parte da comissura pedal principal (2).
Neuronios grandes FLI fortemente imunorreativos (cabeca de seta). Finos processos
positivos envolvendo neurdnios gigantes imunonegativos (seta fina). Agrupamentos
neuronais médios FLI (seta dupla). Neurénio grande fortemente imunorreativo (seta
grossa). (1) = neuropilo ganglionar, (4) = nervos pedais, AC = artéria cefalica. Barra =
200 pm.
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Fig. 12 Cortes horizontais de ganglios pedais.

(A) Corte dorsal, mostrando neurdnios negativos de tamanhos variados envolvidos por
processos FLI (cabeca de seta). Neurdnios FLI junto ao neuropilo na emergéncia do
conetivo pedal-pleural (seta fina).

(B) Corte ao nivel da comissura mostrando um dos neurénios FLI do par simétrico
identificado nesta regido (seta vazada), com processo imunorreativo projetando-se ao
neuropilo (seta fina). Agrupamento neuronal médio fracamente imunorreativo (seta
dupla). Par de neurénios grandes visiveis, neste corte, apenas no ganglio esquerdo
(cabeca de seta). Neurdnios grandes FLI simétricos na margem pdéstero-lateral de cada
hemiganglio (seta grossa). (1) = neuropilo, (2) = comissura pedal principal.
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Fig. 13 Cortes horizontais de ganglios pleurais.

(A) Ganglio pleural direito com grande quantidade de neurénios médios (seta larga) e
pequenos (seta fina) imunorreativos. Neuropilo com forte imunomarcacao (asterisco).
Emergéncia do conetivo cérebro-pleural (CCP). NP = neuropilo, AC = artéria cefalica, (1)
= conetivo pedal-pleural, (2) = conetivo pleural-parietal direito. Barra = 200 pm.

(B) Corte ventral do ganglio pleural esquerdo mostrando um neurdénio grande com
moderada imunorreatividade (seta larga). Neurdnios médios positivos com diferentes
intensidades de imunomarcacao (seta). Fibras nervosas com imunorreatividade (cabeca
de seta). Barra = 200 pm.
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Fig. 14 Cortes horizontais mediais de ganglios parietal esquerdo (P AE), visceral (VIS) e parietal

direito (P AD).
(A) Notar no ganglio parietal esquerdo: neurénio gigante FLI (seta dupla) junto a uma
regido negativa do neuropilo (estrela); no ganglio visceral um agrupamento neuronal
médio fortemente imunorreativo com o feixe de processos axonais igualmente positivo
(cabeca de seta dupla) dirigindo-se ao neuropilo (seta larga); trama de fibras FLI
envolvendo neurdnios grandes sem imunorreatividade (seta fina); agrupamento de
neurdnios gigantes com diferentes imunomarcagoes (seta pequena dupla); no ganglio
parietal direito: neurénio grande fracamente imunorreativo envolvido por fibras
varicosas FLI no ganglio parietal direito (seta grossa). Neurdnio gigante imunonegativo
junto a neurdnios e fibras FLI (cabeca de seta). Agrupamentos neuronais FLI (seta larga
vazada). Barra = 200 pm.
(B) Detalhe do agrupamento neuronal do ganglio visceral mostrado na Fig.14A (seta
larga), com o feixe de processos axonais imunorreativos (seta) dirigindo-se ao neuropilo.
NP = neuropilo. Barra = 100 pm.
(C) Detalhe do neurdnio grande fracamente imunorreativo do ganglio parietal direito
mostrado na Fig.14A (seta grossa) envolvido por fibras varicosas FLI (seta fina). Barra =
S0 um.
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Fig. 15 (A) Corte horizontal médio-ventral de ganglios parietal direito e visceral. Prolongamento

do corpo dorsal, visivel entre os ganglios pleural direito e parietal direito (seta dupla).
Ganglio parietal direito: neurénios grandes fracamente imunorreativos (cabeca de
seta); neurdnio grande fortemente imunorreativo (ponta de seta grande),
prolongamentos axonais FLI (seta pequena). Ganglio visceral: neurdnios gigantes FLI
(seta larga); neurdnios grandes com forte imunomarcacao (seta); somas neuroniais
imunonegativos envolvidos por rede de fibras FLI (seta larga vazada). NP = neuropilo,
AC = artéria cefalica. Barra = 200 pm.
(B) Corte coronal da regido ventral do ganglio bucal. Neuropilo (asterisco) e comissura
bucal (estrela) fortemente imunorreativos. (1) conjuntos neuronais pequenos FLI, (2)
neurdnios grandes FLI, (3) neurénios imunonegativos, envolvidos por fibras FLI. Barra
=100 pm.
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Fig. 16 Fotomontagem do corte transversal da regido anterior da musculatura pediosa,
mostrando o plexo pedioso FLI. Fibras imunorreativas (cabeca de seta); plexo pedioso
ventral (seta); plexo subepitelial (seta curva); axoénios varicosos (seta dupla); plexo
subepitelial dorsal (seta curva). Barra = 100 um.
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Fig.17 Fotomontagem de corte transversal da regido lateral da musculatura pediosa. Plexo
pedioso ventral com ramificacées FLI (seta grossa); ganglios nervosos que se formam na
interseccdo dos ramos nervosos (seta larga); plexo subepitelial ventral (seta fina); fibras
varicosas (seta pequena). E: epitélio ventral. Barra = 50 um.



56

Fig. 18. Fotomicrografias de cortes transversais da regido lateral da musculatura pediosa,
mostrando somas neuronais FLI e prolongamentos imunomarcados na regido
subepitelial do plexo pedioso ventral.

(A) Soma neuronal FLI (seta) com o prolongamento imunorreativo acompanhando o
epitélio ventral (cabeca de seta). Barra = 100 pm.

(B) Somas neuronais FLI (seta) com dendritos imunomarcados entre as células
epiteliais (cabeca de seta), mostrando uma dilatacdo distal (seta pequena);
varicosidades imunorreativas (seta larga). Barra = 50 pm.

(C) Soma neuronal FLI (seta) no plexo subepitelial com processo imunomarcado
perpendicular ao epitélio ventral (cabeca de seta); varicosidades imunorreativas (seta
larga). Barra = 50 um.
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Discussao

No presente estudo demonstrou-se uma ampla distribuicao de
neurdnios e fibras FLI nos ganglios nervosos centrais e na musculatura
pediosa de Megalobulimus oblongus.

O anti-soro para FMRF-amida utilizado neste estudo apresentou
especificidade para o C-terminal de FMRF-amida e reacado cruzada com
Gammal-MSH (dados técnicos fornecidos por Peninsula Laboratories, Inc.).

A forma como FMRF-amida atua ao nivel molecular, seja modulando a
abertura dos canais de potassio (BELARDETTI et al.,, 1987), seja atuando
sinergicamente a ACh na elevacdao da concentracdo de calcio intracelular
(NELSON; HUDDART, 1994), ou tendo o seu efeito inibido pela SHT (KHAN et
al., 1998; NELSON; HUDDART, 1994), fornece o suporte necessario para
podermos sugerir uma versatilidade funcional de FMRF-amida.

Uma grande quantidade de estruturas imunomarcadas com variacao no
tamanho dos somas neuronais e suas diferentes formas de organizacao foi a
caracteristica mais marcante do observado na marcacdo do neuropeptidio
FMRF-amida em Megalobulimus oblongus. Mais de mil neuronios FLI foram
identificados no SNC de M. oblongus. Os resultados obtidos estao de acordo

com descricoes realizadas em outros caracois terrestres como Limax maximux
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(COOKE; GELPERIN, 1988) e Helix pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990).
Contrastam, porém, com numeros bem inferiores de neurdnios (cerca de 200)
FLI encontrados em caracoéis de agua-doce como Lymnaea stagnalis (SCHOT;
BOER, 1982) e Helisoma duryi (KHAN et al., 1998).

A distribuicdo de neuronios FLI nos ganglios cerebrais de
Megalobulimus oblongus se assemelha a de outro pulmonado terrestre Helix
pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990). A relevancia funcional dos ganglios
cerebrais, como estruturas neurais onde as informacdes sensoriais sao
integradas e as acoes motoras, desencadeadas e moduladas, possam explicar
em parte a presenca de mais da metade dos neurdnios FLI do SNC nestes
ganglios (RATTE; CHASE, 1997). Os comandos que desencadeiam o
comportamento sexual em Helix aspersa (CHASE, 1986), que modulam o
padrao motor ritmico gerado nos ganglios bucais de diferentes moluscos
(YOSHIDA; KOBAYASHI, 1994) e que desencadeiam a atividade locomotora
destes animais (JAHAN-PARWAR; FREDMAN, 1980) sao apenas alguns
exemplos de acoes determinadas pelos neurénios FLI localizados em diferentes
regioes dos ganglios cerebrais.

A posicao e o tamanho dos neuronios médios FLI do mesocérebro,
identificados em cortes dorsais, sao similares ao mesmo agrupamento
neuronal localizado no mesocérebro de Achatina fulica (TAKAYANAGI;
TAKEDA, 1987) e de Helix pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990). De acordo com
os estudos realizados em moluscos sobre comportamento sexual, o
mesocérebro estaria estreitamente relacionado com esta atividade. Segundo
CHASE (1986), foi constatado em H. aspersa uma assimetria no tamanho dos

dois mesocérebros, sendo o lobo direito maior e com mais neuronios. Lle
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CHASE (1995) demonstraram uma correlacao entre o transmissor neuronal e
as projecoes axonais. Neuronios do mesocérebro direito com projecao ao pénis
via nervo peniano continham predominantemente APGW-amida, enquanto
outros neuronios deste lobo com projecao ao saco-do-dardo via nervo cutaneo
pedal principal direito continham FMRF-amida. Entao sugeriu-se que FMRF-
amida e APGW-amida estariam associados funcionalmente com a ativacao do
saco-do-dardo e a eversdao peniana, respectivamente. No caso de
Megalobulimus oblongus esta assimetria previamente descrita nao foi
constatada até entado, podendo ser objeto de posterior estudo.

Os ganglios cerebrais de Megalobulimus oblongus nao apresentaram
neurdnios gigantes imunorreativos a FMRF-amida. O par de neurodnios
gigantes imunonegativos encontrado no mesocérebro de M. oblongus
corresponderia aos neurdnios gigantes serotoninérgicos encontrados neste
molusco em estudos prévios (JAEGER et al.,, 1971; ZANCAN et al., 1997). Em
Helix, os mneuronios gigantes serotoninérgicos do mesocérebro foram
hiperpolarizados ou despolarizados por FMRF-amida, dependendo do nivel do
potencial de membrana (ROZSA, 1987).

Observou-se um conjunto neuronal homogéneo anexado ao neuropilo
com a localizacao e tamanho similares ao agrupamento neuronal marcado
positivamente para catecolaminas nesta espécie (ZANCAN et al, 1997).
Coexisténcia entre neurotransmissores convencionais e neuropeptidios tém
sido descritos em neuronios de moluscos (TAKAYANAGI; TAKEDA, 1988).

A trajetoria do prolongamento axonal imunorreativo do neurdnio FLI do
mesocérebro até a emergéncia do nervo tentacular posterior, reforcado pela

coincidente localizacao dos neuronios FLI com os resultados da marcacao
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retrogada com cloreto de cobalto, sugerem a participacao dos neuronios FLI do
mesocérebro, pro-cérebro e lobos pedal e pleural do pos-cérebro na inervacao
do tentaculo posterior (LONGO et al., 1999). Ainda com este mesmo
procedimento experimental de marcacao retrogada, ficou evidenciada a
participacao de um grande numero de neuronios pequenos da porcao ventral
do mesocérebro, que poderia ser o mesmo agrupamento de neuréonios FLI, e
de neurodnios dos lobos pedal e pleural do pos-cérebro na inervacao dos palpos
labiais de Megalobulimus oblongus (PIVA et al., 1999). Portanto, pela
semelhante distribuicdo de neuronios FLI nestas regides do ganglio cerebral,
poderiamos sugerir o envolvimento do neuropeptidio FMRF-amida na atividade
dos palpos labiais de M. oblongus.

A presenca de numerosos neuronios globulosos FLI observada na regiao
do pro-cérebro do ganglio cerebral em M. oblongus vem confirmar os
resultados encontrados em outros gastropodes terrestres como Achatina fulica
(FUJIWARA-SAKATA; KOBAYASHI, 1994), Limax maximus (COOKE;
GELPERIN, 1988) e Helix pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990).

Os agrupamentos neuronais formados por células pequenas sao
importantes protagonistas no papel de organizador e integrador de atividades
neuronais dos moluscos (KERKUT et al, 1975). Para os moluscos
estilomatoforos, a regido do pro-cérebro é ainda considerada uma estrutura
nova, como um produto do processo evolutivo para a adaptacao dos
gastropodes ao ambiente terrestre, onde a olfacdo € importante para sua
sobrevivéncia (RATTE; CHASE, 1997).

O pro-cérebro de pulmonados terrestres estaria relacionado com o

processamento olfatorio tendo como bases sua anatomia e sua fisiologia.
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Experimentos realizados com Achatina fulica, no qual se estimulou seus
tentaculos com odores, resultou em um aumento da atividade metabolica
(aumento da absorcao de 2-deoxiglicose) no pro-cérebro (CHASE, 1985). Os
receptores olfatorios e ganglios associados aos tentaculos anterior e posterior
projetariam seus axonios diretamente ao pro-cérebro (GELPERIN et al., 1993).
Ainda o pro-cérebro receberia aferéncias de fibras serotoninérgicas e
dopaminérgicas de somas neuronais situados fora desta area que poderiam
provocar alteracoes na dinamica oscilatéria da rede de interneuronios. Esta
modulacao sinaptica poderia ser desencadeada por odores naturais,
detectados pelo epitélio especializado do tentaculo (GELPERIN et al., 1993).
Estudos anteriores realizados em Megalobulimus oblongus identificaram
neurdnios SP-ir, catecolaminérgicos, reativos a metionina-encefalina (MEnk) e
com atividade AChE positiva nesta mesma regiao do pro-cérebro (ZANCAN,
1996; ZANCAN et al., 1997; ZANCAN et al.,, 1994). Os neurdnios SP-ir foram
identificados em grande quantidade, apresentando as mesmas caracteristicas
de agrupamento neuronal, assim como dos feixes axonais imunomarcados
emitidos para o nervo tentacular optico e ao neuropilo lateral. As células
globulosas catecolaminérgicas estavam distribuidas aleatoriamente no pro-
cérebro em numero menor aos neuronios SP-ir e FLI. Ja os neurdnios MEnk
do pro-cérebro de M. oblongus apresentaram grande variacdo no numero e
intensidade de reacao entre os animais. Os neuronios colinérgicos mostraram
atividade moderada nesta regido do ganglio cerebral. Com o método do acido
glioxilico e pela injecdo da neurotoxina 5,7-DHT nao foi possivel detectar

somas serotoninérgicos no pro-cérebro de M. oblongus (ZANCAN et al., 1997).
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A grande quantidade de neuronios globulosos FLI no pro-cérebro de M.
oblongus, reforcado por estudos anteriores no mesmo molusco demonstrando
a existéncia de diversas substancias neuroativas nesta regido, sugere que o
neuropeptidio FMRF-amida participaria de importantes processos integrativos
e organizadores do pro-cérebro.

Os agrupamentos neuronais FLI observados nos lobos comissural,
pleural e pedal do pos-cérebro de Megalobulimus oblongus estao de acordo
com as descricoes feitas por ELEKES e NASSEL (1990) para H. pomatia,
apesar de haver variacoes no numero e no diametro médio dos neurdnios FLI.
Foi demonstrado por estes autores que feixes de fibras FLI e projecoes axonais
do ganglio cerebral tinham suas origens nos neuronios pequenos e médios dos
lobos comissural e pleural do pos-cérebro os quais se projetavam através da
comissura cerebral, ao mesocérebro e ao pro-cérebro. Através da técnica de
marcacao retrograda com cloreto de cobalto identificaram-se neurdénios na
regiao do pos-cérebro que estariam envolvidos no controle dos tentaculos orais
e Opticos, e dos palpos labiais de M. oblongus (STABILE et al., 1998). A
localizacao semelhante destes neurdénios marcados com a de células FLI,
poderia sugerir uma funcdo sensorial quimiorreceptora e tatil para os
neurdnios FLI da regidao do pos-cérebro. Os neuronios FLI situados no lobo
pleural do pés-cérebro, contornando o limite entre o ganglio cerebral e o corpo
dorsal, encontram-se localizados na regido similar ao do grupamento neuronal
que teria uma funcdo neurossecretora, envolvida na regulacdo do
desenvolvimento corporal em Lymnaea stagnalis (GERAERTS et al., 1991) e

Helix aspersa (VINCENT et al., 1984).
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O corpo dorsal de Megalobulimus oblongus esta densamente inervado
por pequenas fibras FLI. Além deste peptidio, em estudos anteriores, foram
descritas a atividade AChE e a presenca de fibras imunorreativas aos peptidios
substancia P e MEnk no corpo dorsal, oriundas de neurdnios dos ganglios
cerebrais (ZANCAN, 1996). Baseada em investigacoes prévias de outros
moluscos pulmonados (JOOSE; GERAERTS, 1983), ZANCAN (1996) sugeriu
que o corpo dorsal de M. oblongus estivesse envolvido na producao do
hormoénio gonadotroéfico, estimulador da fase feminina da reproducdo. Em
Helix aspersa, a inervacao do corpo dorsal origina-se de nervos da comissura
cerebral, provenientes de neurdnios peptidérgicos dos ganglios cerebrais
(denominados de “células cerebrais verdes” por causa da coloracdo com a
técnica alcian blue- alcian yellow), que se mostraram imunorreativos a FMRF-
amida (MARCHAND et al, 1991). Este agrupamento neuronal teria uma
funcao neurossecretora, produzindo o hormoénio de crescimento e exercendo
um controle inibitério sobre o corpo dorsal de H. aspersa (VINCENT et al,
1984). Estes dados sugerem o provavel envolvimento deste neuropeptidio no
controle neurossecretorio do corpo dorsal em M. oblongus.

O controle locomotor dos moluscos esta principalmente relacionado com
os neurdnios e nervos localizados nos ganglios pedais (SYED; WINLOW,
1989). Os neurodnios pedais se projetam a musculatura pediosa através dos
nervos pedais que inervam toda a extensdo do pé (FACCIONI-HEUSER, 1999;
PERES, 1994). Com a técnica de marcacao retrograda com cobalto-lisina em
diferentes nervos dos ganglios pedais, foram identificados neurdonios e axonios

dos ganglios pleural e cerebral ipsilaterais, sugerindo o envolvimento destes
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ganglios com a funcao locomotora de Eremina ehrenbergi, um pulmonado
terrestre do deserto (ESSAWY, 1994).

Em Aplysia californica foi constatado que os comandos para
desencadear a locomocao se originaram do ganglio cerebral e que descenderam
aos ganglios pedais via conetivo cérebro-pedal. Os ganglios pleurais
aparentemente serviriam para modular a velocidade de locomocao e
retransmitir impulsos provenientes do ganglio cerebral (JAHAN-PARWAR;
FREDMAN, 1980).

Nos limites antero-mediais de ambos os ganglios pedais de Lymnaea foi
identificado um conjunto neuronal simétrico, o grupo pedal A4 que, ao ser
estimulado, provocava excitacdo dos cilios pedais e aumento na producao de
muco (SYED et al., 1988). O par de neuronios gigantes FLI nos ganglios pedais
de Megalobulimus oblongus esta localizado na mesma regido deste grupo pedal
A4 encontrado em Lymnaea.

Ao fazermos uma comparacado da distribuicao de neuroénios e fibras FLI
nos ganglios pedais de Megalobulimus oblongus com a distribuicao em outras
espécies de gastropodes estilomatoforos anteriormente descritas, pode-se
observar que ha um padrao de localizacdo de neurdonios imunorreativos
semelhante entre as espécies. Em Helix pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990),
Achatina fulica (TAKAYANAGI; TAKEDA, 1987), assim como em M. oblongus, os
neurdnios FLI estavam distribuidos de forma simétrica nos lados direito e
esquerdo, com localizacao marginal de grupos neuronais médios fortemente
imunomarcados. As eventuais diferencas observadas na localizacdo e nas
dimensoes das células FLI, principalmente de neurdonios gigantes,

caracterizaram individualmente os moluscos estudados. O par de neurdnios
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gigantes localizado no limite anterior da superficie medial do ganglio pedal de
M. oblongus tem o seu correspondente em Achatina fulica (TAKAYANAGI;
TAKEDA, 1987). Ja em Helix pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990), um par de
neurodnios gigantes foi identificado caudo-medialmente.

Uma diferenca significativa na distribuicao de neuréonios FLI foi
verificada no ganglio pedal de Helisoma duryi (KHAN et al., 1998) um caracol
de agua doce, que apresentou poucos e pequenos neuronios FLI. Em
Archidoris monterreyensis, de modo similar, foram detectados poucos e
pequenos neurdnios FLI envolvidos por um denso plexo imunomarcado na
superficie ventral dos ganglios pedais (WIENS; BROWNELL, 1995).

Apesar de ter sido sugerida a coexisténcia de FMRF-amida e SHT nos
ganglios pedais de Aplysia kurodai e de Achatina fulica (TAKAYANAGI;
TAKEDA, 1988), em Megalobulimus oblongus a distribuicdo de neuronios FLI e
serotoninérgicos (mapeamento feito pelo método do acido glioxilico e pela
injecao da neurotoxina 5,7-DHT por ZANCAN et al. (1997) nao foi coincidente o
suficiente para poder sugerir o mesmo. Porém, baseado em constatacoes
anteriores, poderiamos sugerir algumas possiveis interacoes entre substancias
neuroativas no molusco M. oblongus. O agrupamento neuronal FLI localizado
latero-externamente aos dois hemiganglios pedais assemelha-se ao grupo
catecolaminérgico encontrado no mesmo molusco (ZANCAN et al, 1997). Um
agrupamento neuronal colinérgico localizado junto a margem latero-anterior
dos ganglios pedais, proximo a emergéncia dos nervos pedais anteriores
(ZANCAN et al, 1994), teria a mesma localizacdo e apresentacdo do
agrupamento neuronal FLI identificado neste trabalho. O tUnico par de

neurdnios gigantes FLI encontrados na regidao anterior dos ganglios pedais
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apresentam tamanho e localizacdo muito similares aos dos pares de somas
gigantes SP-ir e MEnk-ir (ZANCAN, 1996). Os agrupamentos neuronais
laterais simétricos, imunorreativos a SP e a FMRF-amida nos dois
hemiganglios, apresentaram-se bastante semelhantes. Poderiamos sugerir
algumas formas de coexisténcia, uma vez que coexisténcia de peptidios e de
neurotransmissores de baixo peso molecular tem sido considerado comum, e,
nestes casos, os peptidios teriam o papel de moduladores (ROZSA, 1987).

Em Megalobulimus oblongus, os neuronios FLI nos ganglios pleurais
estavam distribuidos de maneira uniforme ao redor do neuropilo. A simetria
entre os lados direito e esquerdo s6 nao foi completa devido a presenca de um
Unico neurdnio grande na porcao ventral do ganglio pleural esquerdo. Ha
possibilidade da funcao dos ganglios pleurais estar relacionada com o controle
da musculatura pediosa ou do integumento do pé, pois em estudos realizados
empregando a técnica de marcacao retrograda com cloreto de cobalto neste
molusco, foi verificado que o nervo posterior medial e o segundo nervo anterior
dos ganglios pedais, projetavam-se para todos os ganglios centrais,
principalmente ao ganglio pedal e ao ganglio pleural, em suas regioes dorsais,
onde houveram muitos neurdnios marcados (MALYSZ, 2001).

Nos pulmonados terrestres Limax maximus e Achatina fulica foram
observados apenas neurdnios pequenos e médios distribuidos simetricamente
nos dois ganglios pleurais (COOKE; GELPERIN, 1988; TAKAYANAGI; TAKEDA,
1987). No entanto, em Helix pomatia foram encontrados dois pares de
neurdnios gigantes (LP11/RPI1 e LPI3/RPI3) nos ganglios pleurais. Um dos
pares, o LPI1 e o RPI1, estaria envolvido no comando do comportamento de

fuga. A maioria dos neurdnios imunomarcados nos ganglios pleurais de H.



67

pomatia eram pequenos e meédios, agrupados nas regidoes rostro-medial e
caudal, e de localizacao simétrica (ELEKES; NASSEL, 1990). Em Helisoma foi
identificado um neuroénio pleural Pl1 imunorreativo a FMRF-amida que exerce
um efeito inibitério sobre a atividade motora ritmica bucal (RMA) (MURPHY,
1990). Em Lymnaea stagnalis os poucos neuronios FLI de tamanho médio
estavam concentrados proximos ao conetivo pedal-pleural (SCHOT; BOER,
1982).

Em Aplysia foi demonstrado o envolvimento de neurdnios FLI na
inibicao transitoria pré-sinaptica no comportamento reflexo de retirada do
sifao, quando submetido a estimulos nocivos. Esta inibicao sinaptica ocorreria
via segundo mensageiro intracelular, o acido araquidonico e seus metabolitos.
A abertura dos canais de potassio tipo S pela lipoxigenase diminuiria a
liberacao de neurotransmissores dos neurdnios sensoriais (SMALL et al,
1992).

Os neurdnios dos ganglios visceral e parietais direito e esquerdo
inervam o coracao, o intestino, as gonadas, as glandulas anexas do aparelho
reprodutor, a regido do pneumostoma e o manto (DORSETT, 1986). Em Helix
pomatia, as células reguladoras destes 6rgaos viscerais estavam localizadas na
superficie dorsal dos ganglios do complexo viscero-parietal. Estas fariam parte
de uma rede de neuronios interrelacionados que regulariam mais de uma
funcao visceral e responderiam a diferentes modalidades funcionais exercendo
um papel integrativo (ROZSA, 1987).

As caracteristicas da distribuicao de neuronios FLI mostraram-se
similares em Helix pomatia e em Megalobulimus oblongus. Grande parte dos

neuronios FLI foi localizada na superficie dorsal e medial e em ambas as
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espécies os ganglios parietais apresentaram poucos neuronios FLI grandes ou
gigantes. Porém, as diferencas anatomicas entre os ganglios subesofageais
destas duas espécies dificultaram a tarefa de localizar neuronios similares e
estabelecer homologias entre neurdnios quimicamente relacionados baseados
apenas em aspectos morfologicos. Os ganglios que pertencem ao complexo
subesofageal de M. oblongus encontram-se ao redor da artéria cefalica, em um
mesmo plano horizontal, unidos por conetivos neurais muito curtos,
perceptiveis apenas em preparacoes histologicas. A localizacao dorsal dos
ganglios parietais, pleurais e visceral, em relacao ao ganglio pedal no complexo
ganglionar subesofageal de Helix (KERKUT et al., 1975), pode ser resultante do
fato desta espécie ser mais evoluida no sentido da fusado ganglionar que M.
oblongus.

No ganglio visceral de Megalobulimus oblongus foram observados, em
cortes ventrais, 6 neurdonios de grandes dimensoes fortemente
imunomarcados. Mas em toda sua extensao a imunorreatividade a FMRF-
amida foi intensa, tanto nos agrupamentos celulares de diferentes tamanhos,
quanto no neuropilo. Entre os ganglios centrais o visceral foi o que apresentou
o maior numero de neuronios grandes e gigantes FLI. Apesar de ocorrerem
alguns neurdnios meédios isolados, a maioria ficou concentrada na superficie
lateral que separa os ganglios visceral e parietal direito. Os poucos neuronios
pequenos marcados foram encontrados proximos ao neuropilo. Quase a
totalidade das células grandes imunonegativas estavam envolvidas por axénios
varicosos FLI que emergiam do neuropilo em forma de feixes.

Em Megalobulimus oblongus, os quatro nervos que emergem do ganglio

visceral, o nervo intestinal (intestino), o nervo palial posterior (manto
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posterior), o nervo visceral (regido das gonadas, rim e coracao) e nervo da
musculatura (musculos retrator do pé e columelar), poderiam sugerir uma
funcdo neuromoduladora de FMRF-amida nas funcoes viscerais (PERES,
1994).

Um neuroénio visceral identificado VD4 de Helisoma contém o verdadeiro
tetrapeptidio FMRF-amida, além de dois neuropeptidios da mesma familia.
Provavelmente este interneuronio FLI comandaria uma ampla rede integrativa
pois neurdnios seguidores de VD4 foram encontrados junto de todos os
ganglios do anel ganglionar central. Muitas conexdes VD4 se apresentaram
inibitorias nos ganglios visceral, parietal e pedal. As atividades de LPeD1 e de
RPed1, neurdnios pedais dorsais esquerdo (dopaminérgico) e direito
(serotoninérgico), respectivamente, seriam inibidas também por VD4,
participando no controle da atividade locomotora. Nos ganglios visceral,
parietal e pedal poucas conexdes excitatorias FLI foram observadas partindo
do interneurdénio VD4 (SYED et al., 1993). Em M. oblongus, foi identificado um
neurdnio FLI com localizacdo semelhante ao interneurénio VD4 de Helisoma.

Em Rapana thomasiana, a identificacdo de neuronios FLI no ganglio
visceral e a presenca de fibras igualmente imunomarcadas no atrio e na
terminacao aodrtica do ventriculo, poderiam justificar o efeito cardio-excitatorio
descrito para FMRF-amida (FUJIWARA-SAKATA; KOBAYASHI, 1992).

Por sua localizacdo, o neuronio gigante FLI do ganglio parietal esquerdo
em M. oblongus teria seu homologo em H. pomatia, que poderia ser o neuronio
identificado como LPal (KERKUT et al., 1970), cujo diametro era um pouco
menor (J 200 um) que o de M. oblongus. Nao foi encontrado na literatura

referéncias funcionais sobre o neurdnio gigante do ganglio parietal esquerdo
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porém, a sua proximidade com os dois nervos paliais anterior e posterior
sugerem, baseado em descricoes funcionais destes nervos em outros
moluscos, que o neurdnio gigante FLI estaria envolvido na inervacao cervical e
na inervacao do manto, conforme a visualizacao da inervacao de M. oblongus
(PERES, 1994). O agrupamento neuronal de células menores localizado na
porcao lateral interna do ganglio parietal esquerdo € também semelhante ao
encontrado em Helix pomatia (ELEKES; NASSEL, 1990).

Apesar de o numero de neurdnios FLI nos ganglios parietais em
Lymnaea stagnalis ser inferior e as dimensoes dos mesmos também serem
menores, o padrao de mapeamento neuronal FLI se assemelha ao encontrado
nos ganglios parietais em Megalobulimus oblongus. A localizacao do unico
neurodnio gigante do ganglio parietal esquerdo € similar, sendo esta a célula FLI
de maior dimensao em L. stagnalis (SCHOT; BOER, 1982).

Em Lymnaea stagnalis, diferentemente de Megalobulimus oblongus, os
neuronios FLI encontrados no ganglio visceral ndo eram de grandes dimensoes
(< 90 um) e os dois conjuntos neuronais pequenos descritos eram formados
por 20 a 30 ceélulas FLI. O interneuronio visceral VD4 de Lymnaea estaria
envolvido na atividade respiratoria e nas acoes excitatorias do conjunto
neuronal “A” dos ganglios pedais que seria modulador das atividades dos cilios
locomotores (SYED; WINLOW, 1989).

Nos ganglios parietal esquerdo e visceral de Helisoma duryi
identificaram-se neuronios grandes FLI. Sabendo-se que o rim e o manto estao
profusamente inervados por axénios neurossecretores originados dos ganglios
visceral e parietal esquerdo, foi sugerida uma funcao anti-diurética de FMRF-

amida em H. duryi, por causar retencao de agua no tecido renal apos



71

tratamento in vitro com este neuropeptidio (KHAN et al, 1998). Como em
Megalobulimus oblongus também foram encontrados neurdnios positivos para
este peptidio nos mesmos ganglios de H. duryi, isto poderia sugerir o
envolvimento destes neuronios marcados em uma funcao semelhante.

O ganglio bucal de Megalobulimus oblongus apresentou muitos
neuronios FLI, e a imunorreatividade se mostrou bastante intensa nas fibras
do neuropilo e das porcoes corticais. Estas fibras seriam provenientes de
neuronios FLI dos ganglios cerebrais, que estariam chegando aos ganglios
bucais através do conetivo cérebro-bucal.

Em moluscos gastropodes, os movimentos ritmicos coordenados de
varios musculos da massa bucal comandam os movimentos do
comportamento alimentar. Esta atividade motora ritmica bucal (RMA) esta
baseada em mecanismos modulatérios de controle neural organizados pela
rede geradora de padrao central (CPG) dos ganglios bucais (YOSHIDA;
KOBAYASHI, 1994). A CPG consiste de trés subunidades interneuronais - S1,
S2, S3 - que se encontram interligadas entre si por vias excitatorias e
inibitorias. O controle dos nervos motores que respondem pelos movimentos
alimentares funcionais (protracao, retracao e hiperretracdo do odontéforo
bucal) depende do mecanismo CPG. O movimento € desencadeado quando as
subunidades sao ativadas na sequiéncia S1—-5S2—S3 (ARNETT, 1996). Cada
uma das subunidades interneuronais tém receptores para um ou mais
neurotransmisssores, que estao envolvidos na regulacdo do RMA bucal. Em
Helisoma trivolvis, foi identificado o glutamato como o neurotransmissor da
subunidade S2 (AARNISALO; PANULA, 1995; QUINLAN; MURPHY, 1991;

YOSHIDA; KOBAYASHI, 1994). Apesar de muitos neuronios homologos de
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diversas espécies de gastropodes conterem as mesmas substancias
neuroativas, seus efeitos no RMA podem nao ser similares, chegando entre
algumas espécies, a serem contraditorios (YOSHIDA; KOBAYASHI, 1994). As
células FLI encontradas nos ganglios bucais de M. oblongus podem ser
comparadas as descritas em Lymnaea stagnalis e em Limax maximus
(COOKE; GELPERIN, 1988; SCHOT; BOER, 1982). Em Helisoma trivoluis,
Lymnaea stagnalis e Aplysia californica, FMRF-amida mostrou-se agente
inibidor da atividade motora ritmica nos ganglios bucais (KIRIAKIDES;
McCROHAN, 1989; MURPHY et al.,, 1985; SOSSIN et al.,, 1987). Em Limax
maximus foi constatado um efeito modulatoério direto de FMRF-amida em dois
neurdnios bucais identificados, FB e BSN (acesso rapido e acesso lento), que
sdao envolvidos na alimentacdo. Este neuropeptidio poderia, portanto, estar
envolvido na regulacdo do comportamento alimentar (COOKE; GELPERIN,
1988). Em ensaios farmacologicos, COOKE e col. (1985) encontraram em
FMRF-amida, um efeito inibitério dose-dependente na expressdao da RMA
bucal. Ainda, em Limax maximus, foi identificado entre os neurdnios FLI, a
célula B1, cujos prolongamentos ramificavam-se para dentro do proprio
ganglio bucal e se projetavam em muitas raizes nervosas do ganglio
abdominal, podendo modular o programa motor alimentar. No nervo salivar
também foram detectadas muitas fibras grandes FLI (COOKE; GELPERIN,
1988).

Nos ganglios bucais de Helix pomatia, foi identificado o neurdénio B3 que
estaria envolvido na transferéncia de informacao neural da faringe para o rim,
ligando a funcao renal a ingestao alimentar (ALTRUP et al., 1990). No caracol

aquatico Helisoma duryi, foi identificado um neurdnio FLI em cada ganglio
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bucal (SALLEUDIN et al, 1992). Neste mesmo molusco, KHAN (1998)
constatou a presenca de varicosidades FLI no rim, sugerindo o envolvimento
deste neuropeptidio na osmorregulacao.

Ao analisar o perfil da distribuicao da imunorreatividade a FMRF-amida
nos ganglios bucais de Megalobulimus oblongus e comparando com os estudos
realizados em outros moluscos gastropodes, estes neuronios e fibras varicosas
FLI presentes também em nervos periféricos poderiam estar relacionados a
funcoes motoras ou modulatorias importantes para a expressao da atividade
motora ritmica bucal e a funcoes fisiologicas como o controle da
osmorregulacao (COOKE; GELPERIN, 1988; KHAN et al., 1998; MURPHY et al.,
1985).

A maior parte da atividade FMRF-amida verificada em toda extensao da
musculatura pediosa, nos nervos do plexo pedioso, ganglios e fibras
varicosas, poderia ser originada de axonios de neurdnios FLI localizados nos
ganglios pedais do complexo subesofageal, uma vez que nestes ganglios foram
identificados grande numero de neuronios FLI (PUPERI et al.,, 2001). Poderia
ser originada também dos somas neuronais FLI dos ganglios pleurais, cujos
axonios percorrem os nervos pedais posteriores (MALYSZ, 2001) que inervam o
pé. No entanto, poderia ser originada daqueles neurdnios positivos
identificados na regiao subepitelial do epitélio ventral da musculatura pediosa.

Evidéncias da presenca do neuropeptidio FLI em fibras nervosas
associadas com fibras musculares foram observadas em oOrgaos periféricos
como bulbo bucal; retratores da faringe, do pé e do pénis; diafragma;
musculatura do pé e tentaculos de Helix aspersa (CARDOT; FELLMAN, 1983;

FALCONER et al., 1993).
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O mecanismo de acao através do qual FMRF-amida exerceria o efeito no
musculo € explicado resumidamente pela producao de um segundo
mensageiro, o IP3 (1,4,5-inositol trifosfato) e a subsequiente liberacao de calcio
intracelular. Como resultado verifica-se uma contracdo muscular
caracteristica da atividade FMRF-amida, onde as células musculares nao
sofrem despolarizacdo de membrana, e a contracao muscular é retardada,
tendo a tensao inicial aumentada seguida por contracoes fasicas (FALCONER
etal., 1993).

Em Limulus polyphemus, FMRF-amida e o neuropeptidio proctolina
atuariam em conjunto regulando a motilidade da musculatura intestinal.
Enquanto a proctolina induziu contracoes ritmicas, FMRF-amida reverteu a
sua acgao, relaxando esta musculatura (GROOME et al, 1992). Porém, a
musculatura radular de Buccinum mostrou-se bastante suscetivel a acao de
FMRF-amida, reagindo com rapidas contracoes. Estas respostas nao eram
resultantes da despolarizacao de membrana, como as desencadeadas por ACh.
A reacao induzida por FMRF-amida mostrou-se mais potente que a induzida
por ACh e a interacao entre as duas respostas teria efeito aditivo. FMRF-amida
aumentaria as contracoes de origem colinérgica, convertendo-as em atividades
contrateis rapidas. A SHT, por sua vez, inibiria a resposta muscular de FMRF-
amida, induzindo a recaptacdao do calcio liberado e causando a perda da
tonicidade e da atividade contratil rapida (NELSON; HUDDART, 1994). A SHT
poderia também modular os niveis de FMRF-amida através da regulacao da
velocidade de sintese, transporte axonal e da sua liberacdao (KHAN et al., 1998).

Em Helix, as inervacoes conjuntas de FMRF-amida e de SHT nos sistemas
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musculares analisados sugeriram que as funcoes fisiologicas destes
neuropeptidios fossem complementares (CARDOT; FELLMAN, 1983).

A presenca de fibras e ganglios com reacao positiva para a enzima AChE
observada na musculatura pediosa de Megalobulimus oblongus,
principalmente nas regioes medial e ventral com a formacao do plexo nervoso
ventral, sugeriu o envolvimento de ACh nas atividades locomotoras deste
molusco. Do mesmo modo, foram localizadas substancias monoaminérgicas,
sendo a reacdo serotoninérgica mais significativa pela sua distribuicao ter-se
revelado bastante semelhante a encontrada com FMRF-amida, apenas
contrastando com o fato das fibras imunorreativas a SHT estarem ausentes no
plexo pedioso dorsal (FACCIONI-HEUSER, 1999). As constatacoes ao
nivel molecular sobre o mecanismo de interacdo de FMRF-amida, SHT e ACh
na musculatura lisa de moluscos, somando-se as descricoes morfologicas da
distribuicao de neurénios imunorreativos a FMRF-amida, SHT e ACh no plexo
pedioso de M. oblongus, talvez possam auxiliar na compreensao das alteracoes
comportamentais verificadas apos a injecao de 5,7-DHT na musculatura
pediosa neste animal. A aplicacao desta neurotoxina induziu a deplecao de
serotonina, provocando movimentos intensos no pé por cerca de 30 minutos
com ondas de contracdées musculares com freqiiéncia de 30 ondas por minuto
(ZANCAN et al., 1997).

O neuropeptidio FMRF-amida teria uma funcao relevante no processo
modulatorio e integrativo das funcoes motoras deste animal, tendo em vista as
diversas formas de interacao com os diferentes neurotransmissores presentes
na musculatura pediosa de Megalobulimus oblongus, como foi observado com a

SHT e ACh. A presenca de prolongamentos de somas positivos na porcao
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subepitelial da musculatura pediosa talvez possa sugerir alguma funcao
neurotransmissora. Foi proposto que as fibras FLI identificadas entre ou sobre
as células musculares apresentassem funcado neurossecretora periférica
(SCHOT; BOER, 1982). Deste modo, a consistente imunomarcacao das fibras
FLI por toda a extensao da musculatura pediosa de M. oblongus poderia
sugerir uma funcdo neurossecretora periférica para o neuropeptidio FMRF-
amida.

Os somas neuronais FLI identificados no plexo subepitelial,
apresentavam dendritos com uma dilatacdo distal na camada epitelial.
Estudos prévios descreveram a presenca de células neurosensoriais, entre ou
logo abaixo do epitélio, que enviariam informacdes ao plexo subepitelial, este
especialmente desenvolvido no pé (HYMAN, 1967). Este plexo subepitelial,
predominantemente sensorial, enviaria as informacoes recolhidas ao SNC
(LAWRENZ-MILLER, 1977; ZAITZEVA, 1984). Investigacoes sobre o efeito do
FMRF-amida no comportamento térmico-aversivo do molusco terrestre Cepaea
nemoralis demonstrou que este neuropeptidio bloqueava os efeitos analgésicos
da morfina (KAVALIERS et al, 1985). Sugeriu-se, entdao, uma funcao
neuromoduladora endogena da atividade opidide (KAVALIERS et al., 1985).

Em estudos na musculatura pediosa em Megalobulimus oblongus com
substancia P (RIGON et al, 1998), aminas biogénicas e AChE (FACCIONI-
HEUSER, 1999), nao havia sido localizado um plexo subepitelial dorsal como
foi identificado agora na distribuicao da imunorreatividade a FMRF-amida. Isto
nos permite supor que nesta regido dorsal este neuropeptideo estaria

predominantemente envolvido em circuitos sensoriais.
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Porém, de um modo geral, em Megalobulimus oblongus, os neuronios e
as fibras FLI do plexo pedioso poderiam estar envolvidos em circuitos motores,

como a locomocao, e em circuitos sensoriais, como a nocicepcgao.
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Conclusoes

Através do método imunohistoquimico de Sternberger, foi detectada a

imunorreatividade ao neuropeptidio FMRF-amida em todos os ganglios

nervosos centrais e na musculatura pediosa de Megalobulimus oblongus.

1.

Ficou evidenciada uma extensa distribuicio de neurdonios FLI de
tamanhos variados por todos os ganglios nervosos centrais. As
comissuras, os conetivos ganglionares, os nervos e o neuropilo também
apresentaram-se imunomarcados.

O controle neurossecretor das funcoes secretoras do corpo dorsal de
Megalobulimus oblongus pode ser uma das atividades atribuidas ao
neuropeptidio FMRF-amida, pela consistente imunomarcacao das fibras
nesta regiao.

Os neurodnios FLI de maiores dimensoes foram identificados nos ganglios
visceral, parietal direito, parietal esquerdo e pedais. Nos ganglios
cerebrais, pleurais e bucais nao foram observados neurdnios gigantes FLI.
Os neurodnios globulosos do pro-cérebro, propostos como interneurdnios
sensoriais modulados por aminas endogenas, estariam envolvidos no

processamento olfatorio de Megalobulimus oblongus. Como este tipo de
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neuronio foi imunorreativo a FMRF-amida, é possivel que este
neuropeptideo esteja envolvido com esta funcao.

Os neurdonios FLI do mesocérebro, pro-cérebro e pos-cérebro
provavelmente participam da inervacao dos tentaculos oral e 6ptico, e dos
palpos labiais.

A semelhante localizacao do par neuronal gigante FLI nos ganglios pedais
de Megalobulimus oblongus, com o de outro molusco reconhecido como
ciliomotoneurdnios, reforcado com a identificacado de fibras FLI
subepiteliais no pé de M. oblongus, sugere que este neuropeptidio esteja
envolvido com o atividade locomotora.

Considerando a consistente imunorreatividade a FMRF-amida nos
ganglios pleurais e a participacao dos neurdnios pleurais na reacao de
fuga, pode-se supor uma funcao importante deste neuropeptidio sobre os
comportamentos adaptativos aos estimulos aversivos.

A ampla presenca de neurdnios FLI nos ganglios visceral e parietais
sugere a participacao deste peptidio na modulacdo de mais de uma
funcao visceral e responderiam a diferentes modalidades funcionais
exercendo um papel integrativo.

Quanto aos ganglios bucais, pode-se supor que este neuropeptidio esteja
envolvido na regulacao do comportamento alimentar, atuando como
agente inibidor na rede interneuronal que comanda a atividade motora
ritmica bucal.

Na musculatura pediosa, a extensa distribuicao de fibras FLI encontrada

em todo o plexo pedioso, ventral e dorsal, sugere que FMRF-amida possa
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estar envolvido na locomocao e/ou nocicepcao em Megalobulimus

oblongus.
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