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RESUMO

O conhecimento referente a inervacdo da musculatura pediosa do caracol
pulmonado Megalobulimus oblongus, € um subsidio importante na complementagao
de estudos morfoldgicos, neuroquimicos e comportamentais ja realizados e, no
fornecimento de informacbes basicas para trabalhos sobre os repertérios
comportamentais basicos deste animal. O presente trabalho teve como objetivos
descrever a distribuicdo anatébmica dos nervos provenientes dos ganglios pedais de
Megalobulimus oblongus, mapear os neurbnios localizados nos ganglios nervosos
centrais que enviam projecdes para nervos do tronco posterior pedal deste animal,
através de marcacgao retrégrada com cloreto de cobalto e verificar quais areas
periféricas sdo inervadas pelos ramos dos troncos nervosos posteriores, através de
marcagao anterégrada com cloreto de cobalto. A descricdo dos nervos pedais foi
baseada em dissecagdes dos nervos pedais de animais e secgdes histologicas da
regido de projecdo dos nervos dos ganglios pedais. Foram descritos dez troncos
nervosos, cinco dorsais e cinco ventrais, emergindo de cada ganglio pedal, que se
ramificam em 41 nervos pedais, originados proximos ao ganglio. Destes, seis suprem
a musculatura retratora do pé, um supre a glandula suprapediosa e 34 suprem a
musculatura pediosa e integumento do pé. Neurbnios marcados através dos nervos
pedais NP7-NP10 foram encontrados em todos os ganglios do complexo ganglionar
subesofageal, principalmente nos ganglios ipsilaterais a marcagao. Foi possivel
verificar que as fibras marcadas que penetram através dos nervos ventralmente no
ganglio pedal, mostram-se em grande quantidade no neuropilo, comissuras pedais
(principalmente a comissura anterior) e conetivos. Algumas fibras que cruzam para o
ganglio pedal contralateral seguem através do conetivo pedal-pleural para o ganglio
pleural também contralateral a marcagdo. O maior numero de neurénios foi marcado
no ganglio pedal ipsilateral a marcagdao. Os ganglios cerebrais ndo apresentaram
somas neuronais marcados, somente fibras terminando no mesocérebro, pos-
cérebro, comissura e neuropilo entre o pro-cérebro e o mesocérebro. As fibras
nervosas marcadas foram vistas percorrendo a regido pdstero-medial da musculatura
pediosa e enviando ramificagdes direcionadas lateralmente e para a superficie dorsal
e ventral da porcdo pediosa. Nestas regides foram encontradas terminagdes
nervosas diretamente em fibras musculares e entre as células epiteliais da regiao
ventral do pé.



INTRODUGCAO

1 UTILIZAGAO DE INVERTEBRADGS EM NEURGCIENCIAS

Enquanto muitos neurocientistas direcionam seus estudos sobre algumas
espécies de mamiferos, os estudos sobre os invertebrados e vertebrados inferiores
tém fornecido contribuicbes essenciais para a neurociéncia basica (ARBAS et al.,
1997).

Representando cerca de 95% de todas as espécies animais descritas, os
invertebrados estdo organizados em aproximadamente 30 filos diversos. A
disposicdo de diferentes planos corporais, modelos de vida e mecanismos
fisiologicos empregados por diferentes invertebrados € imensa e tem sido refletida na
organizagédo detalhada de seus sistemas nervosos (ARBAS et al., 1997). A relativa
simplicidade e facilidade de manipulagdo dos sistemas e o baixo custo econdédmico
para obtengcdo e manutengdo dos animais, sdo fatores que também tém contribuido
para a utilizagcdo de invertebrados, especialmente os moluscos, como modelos
experimentais em neurobiologia (FULL, 1997). Os estudos comparativos em

invertebrados tém fornecido esclarecimentos sobre a organizagao funcional de todo o



sistema nervoso, revelando seus principios gerais, como por exemplo, mecanismos
de transdugado, transmissao e integracdo, o0s quais vem se mostrando cruciais,
inclusive no avango da medicina e biologia humana (ARBAS et al., 1997; BULLOCK;
HORRIDGE, 1965).

Os componentes neurais e suas propriedades funcionais sdo extremamente
parecidos tanto em animais menos diferenciados quanto em formas mais superiores.
No entanto, os menos diferenciados apresentam um numero menor de unidades
nervosas, especialmente entre o receptor e o neurbénio motor, menor numero e
profusdo das ramificagbes nervosas e menor diferenciagdo de organizagbes e
conexdes. Além disso, a localizacdo dos neurbnios imediatamente abaixo do tecido
conjuntivo que envolve os ganglios nervosos e a presencga de células com grande
didmetro, como ocorre em moluscos, podendo alcangar, por exemplo, 800 um no
ganglio abdominal de Aplysia depilans (GILLETE, 1991), tém estimulado a utilizagédo
dos invertebrados, especialmente moluscos e insetos, como modelos experimentais,
proporcionando a realizacdo de uma ampla variedade de estudos relacionados.

Estes fatores somados a grande variacdo dos parédmetros locomotores dos
invertebrados como resultado da evolugdo e importancia ecolégica em relagdo aos
padrdes temporais e espaciais de distribuicdo de animais tem estimulado também os
estudos referentes aos padrées locomotores, os quais podem servir também como
inspiracédo bioldgica para os que estudam inteligéncia artificial, mecanica e robdtica
(FULL, 1997).

Pela facilidade de obtengao e de manutengao e pelo seu tamanho (13 cm com

o pé estendido), dentre as outras vantagens ja citadas, em se utilizar moluscos como



modelos experimentais, o caracol pulmonado Megalobulimus oblongus tem sido
utiizado amplamente em neurobiologia. Com o sistema nervoso central de
Megalobulimus oblongus, vém sendo realizados estudos morfolégicos (PERES,
1994; ZANCAN; ACHAVAL, 1995; FACCIONI-HEUSER et al., 1997; STABILIE et al.,
1998; FACCIONI-HEUSER et al., 1998, FACCIONI-HEUSER et al., 1999a, 1999b,
1999c; DAL PIVA et al., 1998; ZANCAN et al., 2001) e neuroquimicos e fisiolégicos
(DA SILVA; ZANCAN, 1994; DONELLI et al., 1998; FASSIONI-HEUSER et al., 1995;
ZANCAN et al., 1994; ZANCAN, 1996; ZANCAN; ACHAVAL, 1997; ZANCAN et al.,
1997; DE FRAGA et al., 1998; DE FRAGA et al., 2001; PENHA, 2001; SANTOS et

al., 2002; MORIGUCHI-JECKEL, 2001).

Os moluscos representam o segundo maior filo de invertebrados com uma
ampla diversidade de espécies incluindo aproximadamente 100.000 espécies vivas,
que estdo distribuidas em sete classes: Monoplacophora, Aplacophora,
Polyplacophora, Scaphopoda, Bivalvia, Gastropoda e Cephalopoda. A classe
Gastropoda, encontrada em uma ampla variedade de habitats, constitui a maior
dentre as que compdem este filo, e € formada por trés subclasses: prosobranchia,
opisthobranchia e pulmonata (HYMAN, 1967; RUPPERT; BARNES, 1994; BARNES;
HARRISSON, 1994; BULLOCH; RIGWAY, 1995).

Os gastrépodes pulmonados sao principalmente terrestres ou de agua doce,
com algumas espécies também em ambiente marinho. Podem apresentar uma tipica
concha em espiral, ou concha reduzida (parcialmente ou completamente ocultada
pelo manto), como também podem ser desprovidos de concha. Nao possuem

opérculo, nem branquia, e possuem a cavidade do manto alterada em um saco



pulmonar por fusdo com a regiao da cabecga (ndo demarcada do restante do corpo),
deixando uma abertura contratii no lado direito, o pneumdstomo. O coragao é
formado por uma auricula anterior ao ventriculo, através do qual emerge a aorta. O
sistema reprodutivo € hermafrodita (HYMAN, 1967; RUPPERT; BARNES, 1994;
BULLOCH; RIGWAY, 1995).

A maioria dos gastrépodes pulmonados pertencem a ordem Basommatophora
(dgua doce) ou a Stylommatophora (terrestres). Os pulmonados basomatoforos
possuem um unico par de tentaculos com olhos na base e os estilomatéforos
possuem dois pares de tentaculos cefalicos com os olhos localizados na extremidade
distal do par posterior (BARNES; HARRISON, 1994).

O Megalobulimus oblongus € uma espécie da classe Gastropoda, sub-classe
Pulmonata, ordem Stylommatophora encontrado no sul do Brasil, Argentina e
Paraguai (SAWAYA; PETERSEN, 1962; DE JORGE et al., 1965). Sdo animais que
vivem em habitat terrestre, geralmente em ambientes umidos podendo ficar
enterrados se a umidade relativa do ar for muito baixa. Sdo hermafroditas e a idade
reprodutiva adulta inicia por volta de dois anos de idade, esta fase pode ser
caracterizada pelo bordo virado da concha (JAEGER, 1965). Embora ainda nao

existam estudos precisos sobre o ciclo de vida desta espécie.



2 ORGANIZAGAO DO SISTEMA NERVGSO

Os moluscos abrangem quase todo o espectro de complexidade do sistema
nervoso, o qual é tipicamente evidenciado ao longo de diferentes filos. Em um
extremo encontramos os chitons, da classe Polyplacophora, que apresentam um
nivel de organizagao primitiva do sistema nervoso, comparavel ao dos platelmintes.
E, no outro extremo, os cérebros de lulas e polvos, os quais sdo comparaveis aos de
muitos vertebrados quanto a complexidade da sua arquitetura neuropilar
(SHEPHERD, 1994; ARBAS et al., 1997;).

Os moluscos da classe gastropoda apresentam grande diversidade de
espécies, a qual é refletida na estrutura do sistema nervoso nas diferentes
subclasses, demonstrando uma crescente complexidade adquirida pelo processo
evolutivo em funcdo de um maior controle sobre o meio (SHEPHERD, 1994;
BULLOCH; RIDGWAY, 1995).

A organizagdo do sistema nervoso em moluscos mais primitivos que os
gastropodes, como é o caso dos quitons, é caracterizada pela presengca de duas
cordas nervosas paralelas dispostas ao longo do comprimento corporal unidas
periodicamente por comissuras (semelhante a uma escada de corda). Ao longo da
evolugdo, esta organizagdo passa por uma consequéncia morfolégica observada nos
gastrépodes associada com a torgdo, seguida, em algumas espécies, por fusao
ganglionar e por distorcdo do corpo, mas nédo do sistema nervoso (RUPPERT;

BARNES, 1994; BULLOCH; RIDGWAY, 1995; ARBAS et al., 1997).



O processo de desenvolvimento conhecido como tor¢do, o qual ocorre no
periodo larval, € manifestado por rotacdo da concha em 180 graus no sentido anti-
horario, juntamente com a massa visceral e os 6rgaos que antes se localizavam
posteriormente na cavidade do manto (Fig. 1). Este processo facilita a retragdo do pé
larval e do velum dentro da concha como medida de protegdo. Como vestigio deste
processo, nas espécies mais primitivas de algumas subclasses de gastrépodes, os
conetivos viscerais sdo cruzados em um padrdo de uma figura em oito a qual
interrompe a simetria bilateral do sistema nervoso. Ja, em espécies mais
diferenciadas, os efeitos da tor¢cdo sao diminuidos para varios graus até o
restabelecimento da simetria bilateral devido a distorsdo ou surgimento de outros
conetivos viscerais mais curtos (HYMAN, 1967; BULLOCH; RIDGWAY, 1995).

A evolucdo do sistema nervoso mostra uma tendéncia a cefalizagdo. Os
corpos neuronais localizam-se mais em ganglios e a distancia entre estes tende a
diminuir como resultado do encurtamento das cordas nervosas (comissuras e
conetivos). Para espécies de moluscos mais avangadas, como os pulmonados
terrestres, a visualizagdo dos conetivos e comissuras do complexo subesofageal s6
pode ser possivel microscopicamente. Esta condigdo pode ser considerada como
uma fuséo ganglionar (BULLOCH; RIDGWAY, 1995).

O sistema nervoso de gastrépodes € formado basicamente por um anel
periesofageal de seis ganglios e um grande numero de neurbnios que permanecem
na forma de um plexo pedioso periférico. Os ganglios cerebrais pareados localizam-
se dorsais ao esOfago, os pleurais lateralmente e os pedais estdo centralmente
situados. Os trés ganglios de cada lado estdo unidos um ao outro por conetivos, e 0

anel é completado por comissuras cerebrais e pedais dorsais e ventrais ao eséfago,



respectivamente. O par de ganglios bucais, 0os quais inervam a regido anterior do
trato digestivo, estdo unidos aos ganglios cerebrais através de conetivos cérebro-
bucais. Nos pulmonados e nos opistobranquios existem duas comissuras pedais. Os
ganglios parietais encontrados nesses animais nédo sao representados em
prosobranquios. As areas inervadas por estes ganglios séo similares a dos pleurais
de prosobranquios e sao considerados como sendo uma porc¢ao destes (DORSETT,

1986)



Figura 1 — Diagrama do processo de torsdo. A — hipotético gastropode destorsido; B,
C — estagios da torséo; D — condigao de torsdo completa. 1. boca; 2. ganglio cerebral
esquerdo; 3. ganglio pleural esquerdo; 4. géanglio pedal esquerdo; 5. anel
periesofageal; 6. margem do manto; 7. ganglio intestinal esquerdo (ou parietal); 8.
conetivo pleurointestinal; 9. ganglio visceral ou abdominal; 10. auricula esquerda; 11.
ventriculo; 12. anus; 13. nefridioporo esquerdo; 14. osfradio esquerdo; 15. branquia
esquerda; 16. pé; 17. cruzamento dos conetivos pleurointestinal; 18. cavidade do
manto (Modificado de HYMAN, 1967).



O sistema nervoso central (SNC) de Megalobulimus oblongus é 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. Todos os ganglios sdo pareados, com exce¢ao do ganglio visceral. Os
ganglios de cada lado sdo geralmente similares em tamanho e forma, sendo apenas
0 ganglio parietal direito consideravelmente maior que o esquerdo. Os ganglios que
constituem o complexo subesofageal estdo organizados ao redor da artéria cefalica,
unidos entre si por conetivos neurais extremamentes curtos, visiveis apenas em
cortes histolégicos e unidos aos ganglios cerebrais, supra-esofageais, pelos
conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural. O par de ganglios pedais estdo
conectados por duas comissuras igualmente curtas: uma de maior didmetro, mais
dorsal, e uma menor antero-ventral (Fig.2). Os ganglios cerebrais mostram uma
organizagao mais complexa, estando divididos em trés regides: mesocérebro, pds-
cérebro e pro-cérebro. Sdo cobertos parcialmente pelo corpo dorsal, uma glandula
endécrina que envolve a comissura cerebral, e emite prolongamentos que se
estendem ao longo do conetivo cérebro-pleural (PERES et al., 1993; PERES, 1994;

ZANCAN et al., 1994).



Figura 2. A: Representacdo esquematica dos ganglios que constituem o sistema
nervoso central. AC, artéria cefalica, BB, bulbo bucal; CD, corpo dorsal, EA, es6fago
anterior; PA, ganglios parietais; PE, ganglios pedais; PL, ganglios pleurais; V, ganglio
visceral; B: Esbog¢o de um caracol pulmonado, em vista lateral, com o pé estendido,
para a visualizagao das posicoes 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) (ZANCAN, 1996).

3. NERVGS E MAPEAMENTGS DE CELULAS NERVGOSAS

O nervo é definido como uma delimitacdo anatémica de feixes de fibras
nervosas envolvidas por uma bainha externa comum, entre o ganglio central e a

periferia, seja ela receptora, efetora ou ambas (BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Os



nervos possuem a funcado de conduzir, através de suas fibras, impulsos nervosos
centrais para a periferia ou 6rgao efetor (impulsos eferentes) e da periferia, através
dos receptores, para o sistema nervoso central (impulsos aferentes). Sédo trés as
bainhas conjuntivas que entram na constituicdo de um nervo descritas de forma
similar para vertebrados e invertebrados. O epineuro envolve todo o nervo e emite
septos para seu interior. Os fasciculos individuais sdo envolvidos por uma
multicamada conjuntiva chamada perineuro. Os fasciculos contém fibras nervosas
envolvidas pelo endoneuro (CROSBY et al., 1962; BULLOCK; HORRIDGE, 1965;
BERRY et al., 1995).

A partir dos ganglios que formam o sistema nervoso dos gastrépodos, irradiam
troncos nervosos para todas as partes do corpo. Com isso, indicagdes referentes ao
papel de cada ganglio podem ser deduzidas pelas distribuicbes dos nervos. Porém,
deve ser considerado o fato de que apesar da maioria dos neurbénios enviarem seus
axbénios para nervos que emergem do proprio ganglio, existem muitos que enviam
seus axdnios através de outro ganglio (GRASSE, 1968; KERKUT; WALKER, 1975).

Dentro do grupo de moluscos pulmonados, os nervos apresentam variagoes
quanto a distribuicdo dependendo da espécie e, como o sistema ganglionar
manifesta diversas tendéncias evolutivas, a aplicagdo dos principios de homologia
revela-se algumas vezes dificil devido a fusdo dos ganglios adjacentes e
agrupamento das raizes de varios nervos e troncos (GRASSE, 1968). Esta
variabilidade do sistema nervoso tem sido usada também como critério para
consideracgdes filogenéticas e classificagdo entre os moluscos pulmonados (BISHOP,
1978; HASZPRUNAR; HUBER, 1990).

Em gastrépodes, os nervos que partem dos ganglios cerebrais suprem o par



de olhos, os estatocistos (localizados no pé préoximos ao ganglio pedal), os
tentaculos (altamente sensoriais), a pele e alguns musculos dos labios, cabecga e
pescoco, e, em alguns grupos também, a regido do pénis. Os ganglios bucais
suprem a parede faringeal, musculos e glandulas salivares, sendo que seus nervos
se distribuem em um plexo no es6fago e estbmago. Os génglios pleurais de alguns
opistobranquios e pulmonados ndao possuem nervos periféricos. Nos pulmonados, os
neurénios pleurais inervam a musculatura retratora faringeal e o musculo columelar.
Os ganglios parietais inervam a pele, a parede lateral do corpo e o manto. O
ganglio visceral, impar, inerva as porgdes posteriores do sistema digestivo, da
regidao anal, a maior parte dos 6érgaos reprodutivos, o rim, o figado e o coragéo
(BULLOCK; HORRIDGE, 1965; KERKUT; WALKER, 1975).

Segundo Peres (1994), a partir dos ganglios bucais de M. oblongus, surgem
seis pares de nervos que suprem a faringe, eséfago e glandulas salivares. A partir
dos ganglios cerebrais, originam-se dez pares de nervos que suprem a regiao
anterior da cabega, os tentaculos, bulbo faringeo e o pénis (nervo impar que emerge
do ganglio direito). Os ganglios pleurais ndo apresentam nervos e os parietais
emitem trés pares de nervos que inervam a parede do corpo. O ganglio visceral
emite quatro nervos, sendo que um dirige-se a regido posterior do corpo proximo ao
intestino, um para o manto posterior, outro para as gbnadas, rim e coragao, e o
ultimo para o musculo columelar.

Os troncos nervosos originados nos ganglios pedais inervam a musculatura
do pé e do integumento. Em gastrépodes, os ganglios pedais sdo os principais

centros da locomogéao (envolvidos na geragao e controle dos padrdes locomotores) e



da maioria dos movimentos corporais (BULLOCK; HORRIDGE, 1965; DORSETT,
1986; BULLOCH; RIDGWAY, 1995).

Os nervos pedais, que emergem dos ganglios pedais em dire¢do ventral,
percorrem a sola do pé e ramificam-se formando um plexo, com intersticio na ordem
de milimetros ou mais. Este plexo ndo é tdo bem desenvolvido em pulmonados
aquaticos, como em Lymnaea, (basomatoforo). Na lesma terrestre Limax o plexo é
regular com feixes comissurais conectando dois trechos longitudinais simétricos, com
um grupo de células ganglionares em cada intersecdo, esta simetria ndo é
encontrada no plexo de caracois como Helix (BULLOCK; HORRIDGE, 1965).

A medida que os nervos pedais penetram na musculatura, observa-se em M.
oblongus que eles ramificam-se, originando ramos nervosos de calibre cada vez
menor, que se dirigem ventralmente e lateralmente a sola do pé. A anastomose dos
diferentes fasciculos nervosos origina dois plexos pediosos distribuidos
uniformemente ao longo das regides anterior, média e posterior do pé. Um plexo
mais ventral, subepitelial, e um plexo situado mais medialmente, dito pedioso. O
plexo pedioso mostra duas regides, sendo uma mais ventral, onde os nervos e 0s
ganglios estdo mais proximos, e uma regiao meédio-ventral, na qual o arranjo dos
constituintes é mais afastado (FASSIONI-HEUSER et al., 1995; FACCIONI-
HEUSER, 1999). Tanto os nervos quanto os pequenos ganglios que constituem
estes plexos revelaram a presenga de fibras monoaminérgicas (catecolaminas e
serotonina) e fibras com intensa atividade enzimatica da acetilcolinesterase
(FACCIONI-HEUSER, 1999), a substancia P (RIGON et al., 1998) e também fibras
imunorreativas a FMRF-amida (MORIGUCHI-JECKEL, 2001). Na regiao dorsal da

musculatura pediosa, ramos nervosos formam um plexo menos denso de fibras que



na regidao ventral da musculatura pediosa. Estas fibras, somente apareceram
marcadas por imunorreatividade a FMRF-amida, sendo localizadas na regido basal
do integumento dorsal, formando um plexo subepitelial dorsal (MORIGUCHI-
JECKEL, 2001).

Segundo Faccioni-Heuser et al. (1999a), as fibras nervosas de M. oblongus
percorrem um trajeto entre as células musculares e, a medida que se aproximam da
musculatura, as terminagdes nervosas contactam com uma ou mais células
musculares adjacentes, sendo que uma unica célula muscular pode apresentar
varias terminacdes nervosas. Este mesmo padrao de inervacao é também descrito
em gastrépodes (BULLOCK; HORRIDGE, 1965).

Em revisbes anatdmicas encontradas na literatura, uma divergéncia constante
€ sobre a inervagao oriunda dos ganglios pedais. Estes ganglios sdo os que emitem
maior numero de nervos dentre os ganglios do SNC dos pulmonados e, também s&o
0s que apresentam a maior divergéncia quanto ao numero de nervos e areas
inervadas pelos mesmos (BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Em geral, o numero de
nervos que saem dos ganglios pedais ndao é constante, e as diferengcas, mais
aparentes que reais, com denominag¢des nao uniformes utilizados pelos autores,
podem ter relagdo com o processo evolutivo como também serem devidas ao fato de
que, em revisbes anatdbmicas, os autores podem estar considerando os nervos em
conjunto (troncos) ou separadamente (GRASSE, 1968). Assim, em Phylocaullis a
disposi¢cdo dos nervos pediosos mostrou-se muito variavel, podendo por vezes ser
utilizado como indicac&o auxiliar na identificagéo das espécies (THOME, 1976).

Segundo Peres (1994), a partir dos ganglios pedais de M. oblongus partem 15

pares de nervos, sendo que os dois primeiros dirigem-se a glandula suprapediosa, e



0s nervos restantes suprem a musculatura pediosa, sendo o primeiro e o segundo
nervo para a porcao anterior da musculatura pediosa, cinco ramos nervosos para a
musculatura antero-medial, quatro nervos para a musculatura postero-medial e dois
nervos da musculatura pediosa posterior. No entanto, esta descricdo dos nervos
pedais de M. oblongus nao fornece uma nomenclatura completa e precisa para
identificacao dos nervos, troncos nervosos e suas ramificacdes, para que possam ser
realizados estudos de identificagdo de células ja caracterizadas quimicamente,
responsaveis pela inervagao de cada regiao especifica do pé.

Uma descrigdo mais detalhada dos nervos pedais e suas projegcdes forneceria
maior embasamento para a realizacdo de estudos eletrofisiolégicos, os quais
possibilitariam a identificacdo de células isoladamente, o estudo da fungdo e das
conexdes dos neurdnios, e consequentemente, conhecimento a cerca de padrbes
comportamentais, como por exemplo a locomogéo.

Segundo Pitman et al., (1973), para compreender a base e a conectividade
neuronal de comportamentos especificos em sistemas de invertebrados
relativamente simples existem dois passos fundamentais: identificar neurbnios
individuais que geram o comportamento e analisar o padrao particular de conexdes
entre neurdnios para determinar as propriedades do circuito que podem governar
diretamente o ato comportamental. Com isso, os neurdnios dos ganglios centrais
de muitos moluscos tém sido identificados morfologicamente, eletrofisiologicamente
e farmacologicamente, como ficou demonstrado no SNC de Helix (KERKUT et al.,
1975; KERKUT; WALKER, 1975; ELEKES et al., 1985; WALKER, 1986; OSIPENKO;
KEMENES, 1991), de Tritonia (DORSETT, 1967; GETTING, 1983; LOHMANN et al.,

1991; KATZ; FROST, 1997), de Lymnaea stagnalis (BENJAMIN et al. 1979;



WINLOW et al., 1981; WINLOW; HAYDON,1986; SYED; WINLOW, 1989), de Aplysia
(HENNING et al., 1979; FREDMAN; JAHAN-PARWAR, 1983; PARSONS; PINSKER,
1988; McPHERSON; BLANKENSHIP, 1991a;1991b;1992), de Clione limacina
(SATTERLIE, 1993; SATTERLIE et al. 1995; 1997), de Achatina fulica (TAKEDA,;
OZAKI, 1986; SANTOS et al., 1992; TAKEUCHI et al., 1996); de Helisoma trivolvis
(SYED et al.,, 1993) e de Planorbis corneus (DELIAGINA; ORLOVSKY, 1990a).
Algumas destas espécies ainda sao utilizadas como importantes modelos
experimentais. Especialmente com relacdo ao controle da locomogao, as espécies
aquaticas, como Aplysia, Tritonia e Lymnaea, sao preferencialmente estudadas.

Segundo Kerkut et al., (1975), os critérios utilizados para identificagdo
neuronal sdo: a posi¢gao da célula no ganglio, a aparéncia da célula (cor, tamanho,
pigmentacao, etc), o potencial de repouso e de acdo, a atividade sinaptica
espontanea, a resposta da célula a estimulagao de troncos nervosos identificados e a
aplicagao de drogas, identificagcdo das vias axonais através da administragdo de
tracadores, a presenga de mediadores quimicos no corpo celular e atividade
neurosecretora.

As técnicas de marcacgao celular tém sido consideradas como aplicagdes
valiosas na identificagcdo celular. A partir desta sdo obtidas informagdes sobre a
arquitetura neuronal, proje¢cées de vias axonais e caracteristicas fisiolégicas dos
neurdnios. E possivel localizar somas de neurdnios periféricos e centrais, cujos
axbénios sao encontrados em troncos nervosos especificos. Especificamente os
dados referentes a identificagdo dos neurdnios do SNC de gastropodes através da

marcagao dos nervos pedais podem ser muito importantes, facilitando os estudos



eletrofisiolégicos, os quais fazem parte de um processo fundamental no estudo dos
mecanismos neuronais comportamentais (KANEKO; KATER, 1973).

A fim de determinar a funcdo dos neurdnios, relacionados com a inervagao
feita pelos ganglios, tém sido realizados mapeamentos através de injegao intracelular
ou marcagao retrégrada de tragcadores como cloreto de cobalto, peroxidase de
rabanete, Lucifer Yellow e neurobiotina, os quais sdo amplamente utilizados em
diversas espécies de moluscos gastrépodes, especialmente em espécies aquaticas
(KERKUT; WALKER, 1975; EBERHARDT; WABNITZ, 1979; SLADE et al., 1981;
FERGUSON; BENJAMIN, 1991; CHASE; TOLLOCZKO, 1993) e em Megalobulimus
oblongus (DAL PIVA et al., 1998; STABILE et al., 1998; LONGO et al., 2000).

Devido as diversas facilidades ja citadas em se utilizar moluscos em estudos
referentes ao sistema nervoso e aos poucos trabalhos morfoldgicos,
neurofisiolégicos e comportamentais realizados sobre a locomogéo em pulmonados
terrestres, verifica-se a necessidade de desenvolver estudos referentes a
identificacdo de neurbnios ja caracterizados quimicamente o0s quais enviam
projecdes para troncos nervosos dos ganglios pedais, em Megalobulimus oblongus,
espécie que vem sendo estabelecida como modelo experimental nos laboratérios de

Neurobiologia Comparada e Histofisiologia Comparada.



4. SISTEMA MUSCULAR PEDICSO CONTROLADO PELGS GANGLIGS PEDAIS

Dois tipos de movimentos sado especialmente controlados pelos ganglios
pedais: as ondas de contracdo da musculatura pediosa e a retragao do pé para
dentro da concha. Este ultimo integra o repertério do comportamento aversivo e
conta com a participagcdo dos ganglios pleurais, cerebrais e parietal esquerdo
(FERGUSON; BENJAMIN, 1991).

A locomocgao de diferentes moluscos, especialmente nos gastrépodes, tem
sido amplamente descrita. O pé, principal 6érgao locomotor destes animais, € uma
sola achatada, rastejante e flexivel que ocupa uma grande area plantar, a qual se
encontra aderida ao substrato durante a locomogao e propicia uma diversidade de
fungdes (TRUEMAN, 1983; VOLTZOW, 1990; LUCHTEL et al., 1997)

A locomogédo € uma sequéncia motora complexa, que integra boa parte de
todo o repertério comportamental do animal, podendo ser causada por diferentes
estimulos, como alimentar (PANCHIN et al., 1995b; JING; GILLETE, 1995),
reprodutor (CHASE, 1986; DE LANGE et al., 1998), nocivo ou tatil (FERGUSON;
BENJAMIN, 1991; KEMENES et al., 1993; ROMERO et al., 1994; KAVALIERS et al.,
1998; PENHA, 2001) ou para orientagcdo (DELIAGINA; ORLOVSKY, 1990a;
LOHMANN et al., 1991).

O pé dos caracdis em geral, € composto pela musculatura pediosa, pelos
ramos do musculo columelar, pelo plexo pedioso e por uma ampla rede vascular, a
qual constitui o componente fluido do esqueleto hidrostatico, sendo recoberto pelo

integumento (BULLOCK; HORRIDGE, 1965; HYMAN, 1967; VOLTZOW, 1990).



Em estilomatéforos, do ponto de vista morfolégico, o musculo columelar é
considerado o que possui forma mais definida e organizada. Ele se origina na
columela e emite ramificagbes para varias partes corporais. Na maioria dos
Helicidae, o musculo columelar origina as ramificagcbes que vao constituir os
musculos retratores dos tentaculos, do bulbo faringeal e do pé (HYMAN, 1967). Em
M. oblongus, o musculo columelar tem a mesma origem e segue 0 mesmo padrao de
ramificacdo do musculo descrito em Helix. Estas ramificagdes do musculo columelar
constituem o musculo retrator tentacular anterior direito e esquerdo, retrator do bulbo
bucal (ramificacdo da parte esquerda) e os demais fasciculos musculares que se
dirigem lateralmente ao complexo ganglionar subesofageal, passando entre os
nervos pedais e inserindo-se na regido anterior, média e posterior do pé, constituido
os retratores pedais direito e esquerdo (FACCIONI-HEUSER, 1999).

O pé é formado predominantemente por tecido muscular, constituido por
células musculares que cursam em todas as direcbes e que se entrelagam com
fibras de tecido conjuntivo (HYMAN, 1967). Em M. oblongus a musculatura pediosa &
formada por fibras musculares que apresentam orientagao transversal, longitudinal e
obliqua, sendo que na linha mediana do pé ha intercruzamento de fibras musculares
de um lado com insergcado subepitelial do lado oposto (FACCIONI-HEUSER et al.,
1999a).

Em gastrépodes, os principais tipos de locomocgéo, sdo o rastejamento por
contragdes musculares do pé, a natagdao por movimentos ritmicos corporais e o
deslizamento por batimento ciliar na sola do pé (TRUEMAN, 1983). A locomogéao
envolvendo o batimento ciliar € encontrada especialmente em espécies aquaticas ou

terrestres de pequeno tamanho (BULLOCH; RIDGWAY, 1995; TRUEMAN, 1983).



Em M. oblongus, cilios localizados no epitélio ventral do pé, segundo Faccioni-
Heuser et al., (1999a), ndo estariam atuando diretamente na locomogédo, mas sua
funcao poderia estar relacionada com o deslocamento de muco para tras enquanto o
animal desloca-se para frente, como ocorre em outros pulmonados terrestres
(DENNY, 1981).

Nos animais terrestres maiores, as ondas de contracdo da musculatura
pediosa sdo a principal forma de locomogao por rastejamento e percorrem a
superficie ventral do pé. A sola do pé é firmemente ancorada ao substrato por uma
fina camada (10 a 20 um) de muco gelatinoso, exceto na regido da onda de
movimento, na qual este flui mais facilmente. Este muco promovido pelas numerosas
células glandulares epiteliais e pela grande glandula suprapediosa, atua como uma
substancia sdlida elastica sob condigcbes de baixo estresse lateral nos pontos de
apoio do pé no substrato, e como um liquido viscoso sob a frente da onda onde as
forgcas laterais sdo maiores (DENNY, 1980a; 1980b; TRUEMAN, 1983; BARNES et
al, 1993). Em M. oblongus, foi verificado que a consisténcia, coloragdo e a
quantidade de secrecao de muco sao alteradas quando € realizada estimulagao
térmica na superficie ventral do pé através de uma placa quente (45C e 50°C) e
quando se administra diferentes farmacos como o sulfato de morfina, cloridrato de
naloxone, serotonina e maleato de metisergida (PENHA, 2001).

As ondas de contracdo podem se estender ao longo de todo o pé
(monotaxica), ou uma forma alternada entre o lado direito e esquerdo do pé (ditaxica)
dependendo da espécie. As ondas também podem ser diretas, progredindo na

mesma diregdo do movimento do animal (de tras para frente), ou retrogradas,



passando da frente para tras na direcao oposta ao movimento do animal (HYMAN,
1967; TRUEMAN, 1983; RUPPERT; BARNES, 1994).

Em M. oblongus, foi observado o padrdo monotaxico direto, com as ondas
movendo-se da regido caudal para a regido rostral na mesma direcao da locomogao
do animal em superficie plana (FACCIONI-HEUSER, 1999). O numero de ondas que
pode estar simultaneamente presente no pé, em condi¢gdes normais, varia entre as
espécies sob diferentes niveis de atividade (HYMAN, 1967; TRUEMAN, 1983).

Para mudar o sentido do deslocamento ou aumentar a velocidade, os caracois
podem diminuir o numero de ondas com maior amplitude, ao longo do comprimento
do pé (BARNES et al., 1993; VOLTZOW, 1994). Em M. oblongus, observou-se um
aumento na velocidade de propagacao das ondas e conseqlentemente em sua
locomogédo sob a agao da serotonina (PENHA, 2001) e do neurotoxina 5,6-
dihidroxitriptamina (derivado analogo da serotonina), o que poderia inferir a
existéncia de um papel neuromodulador deste neurotransmissor sobre a locomogao
(ZANCAN et al., 1997). Segundo Blankenship et al., (1993) o papel da serotonina no
comportamento locomotor ocorre através de vias serotoninérgicas descendentes a
partir dos ganglios cerebrais e de neurbnios pedais, assumindo um papel crucial na
ativacdo do comportamento locomotor de moluscos como ficou demonstrado em
Aplysia (PALOVCIK et al., 1982 apud BULLOCH; RIDGWAY, 1995) e em Lymnaea
stagnalis (SYED et al., 1988).

No intuito de estabelecer a espécie de M. oblongus como modelo experimental
que permita investigar o comportamento locomotor em invertebrados terrestres
dependentes de esqueleto hidrostatico, faz-se necessario um conhecimento basico

sobre a organizagao estrutural da inervagdo da musculatura do pé e das unidades



neurais envolvidas. Estas informacgdes constituiriam-se no subsidio para as relagées
neuroquimicas ja realizadas na musculatura locomotora e nos ganglios centrais

desta espécie.



OBJETIVOS

A fim de complementar os estudos morfolégicos, neuroquimicos e

comportamentais que vém sendo realizados com o caracol pulmonado

Megalobulimus oblongus, estabelecemos como principais objetivos deste trabalho:

descrever a distribuicdo anatémica dos nervos provenientes dos ganglios pedais

de Megalobulimus oblongus;

mapear o0s neurbnios localizados nos ganglios cerebrais, pedais, pleurais,
parietais e visceral que enviam projecdes para nervos do tronco nervoso posterior

de Megalobulimus oblongus;

verificar se as fibras nervosas provenientes de nervos do tronco nervoso posterior
inervam diretamente fibras musculares e/ou possam estar relacionadas com os
ganglios periféricos do plexo pedioso ou outros elementos neurais do

integumento.



MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS

Para este estudo, foram utilizados caracois terrestres pulmonados
Megalobulimus oblongus (MULLER, 1774), coletados no municipio de Charqueadas
(RS). Os animais foram mantidos em terrarios telados no Laboratério de
Neurobiologia Comparada do Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude da UFRGS, sujeitos as condi¢des existentes no laboratério, com
temperatura controlada (22-28°.C) e periodos de luz 10-12 horas de luz diaria, e
alimentados com agua e alface ad libitum.

Foram utilizados neste estudo somente animais adultos, caracterizados por
possuirem concha com bordo “virado”, com largura entre 3,4 e 3,9 cm, comprimento

entre 6,8 e 7,8 cm e peso na faixa de 47 a 80 g.



2. PROCEDIMENTGS

2.1 DESCRIGAO ANATOMICA

Foram utilizadas duas formas diferentes e complementares para a descrigao
dos nervos que partem dos ganglios pedais. Inicialmente foi realizada dissecag¢ao do
animal e, através de um microscépio cirurgico, pode ser descrita, a projecao de cada
via neural isoladamente. A fim de verificar a posigao da origem dos nervos e troncos
nervosos, bem como seus diametros aproximados, estes foram extraidos e

submetidos a seccgéao histolégica e coloragao pela hematoxilina-eosina.

2.1.1 Dissecacao

Para os procedimentos de descricdo anatdmica, 20 animais foram
anestesiados, com uma solugao saturada de mentol diluido em solugao fisiolégica
para a espécie Megalobulimus oblongus (29,5 mM NaCl, 2,4 mM KCI, 6 mM CaCly;
JAEGER, 1961), por 24 horas.

Apods a retirada da concha, o animal foi fixado com alfinetes em uma camada
de parafina sobre uma placa de Petry, através da perfuracdo da musculatura

pediosa. A preparacgéao foi submersa na solugao fisioldgica citada.



Através de uma incisdo dorsal, foi retirada toda massa visceral do animal.
Foram realizadas dissecacbes em diferentes niveis, porém sempre foi mantido
intacto o complexo ganglionar subesofageal e os nervos dos ganglios pedais. Com
auxilio de um microscépio cirurgico (D. F. Vasconcelos) os nervos eram identificados
e separados do tecido conjuntivo e vasos. As preparagdes foram fixadas em

formaldeido 10% e posteriormente fotografadas.

2.1.2 Técnica para Hematoxilina-Eosina (H.E) (MANUAL, 1960)

Trés caracois foram anestesiados com solucdo saturada de mentol por 30
minutos. Apos a retirada da concha e massa visceral, o ganglio pedal foi retirado com
a parte proximal dos nervos através da seccido destes imediatamente apds a sua
saida do ganglio e da secgdo das comissuras pedais e conetivos cérebro-pedal e
pedal-pleural.

O material foi fixado por 2 horas em solugado de Bouin, sendo posteriormente
desidratado em banhos de solugcbes de alcoois de concentragdes crescentes e
diafanizado em cloroférmio. O material foi entdo impregnado em trés banhos de
parafina, de 20 minutos cada, em estufa a 60°. Posteriormente, no material ja
incluido em parafina, foram realizados cortes sagitais (10 um) em micrétomo (Leica
RM 2125). As seccgdes a seguir foram aderidas a laminas previamente tratadas com

albumina de Mayer.



Apds a secagem das laminas (37°C), estas foram colocadas em banhos de
xilol para a retirada da parafina, e posteriormente em alcool decrescente (100% e
96%), finalizando com hidratacédo em agua destilada.

Para a coloracdo, as laminas foram colocadas em solugdo de hematoxilina de
Mayer por 10 minutos. Apds este periodo, foram lavadas em agua corrente por 20
minutos, com posterior coloragdo em eosina. A seguir o material foi desidratado em
alcool 95% e 100%, carboxilol e diafanizados em xilol. As laminas foram entdo

cobertas com balsamo do Canada e laminulas.

2.2 INFUSAO COM CLORETO DE COBALTO (SLADE et al., 1981; CHASE e

TOLLOCZKO, 1993).

Para identificar neurdnios individuais e suas projecdes utilizou-se a técnica de
infusdo com cloreto de cobalto a partir de cotos de nervos posteriores pedais
(PITMAN et al.,1973). Esta infuséo foi realizada de forma anterdégrada (em diregao a
fixagdo dos nervos no musculo) e retrograda (em diregdo ao SNC).

Decorrido o tempo de infusdo, a preparagao foi colocada em solugéo de sulfeto
de aménia (Merck). O sulfeto de amdnia, ao reagir com o cloreto de cobalto, produz
um precipitado negro de sulfeto de cobalto, o qual resiste ao subsequente
processamento histolégico em meios nao-acidos (NICHOLSON e KATER, 1973;
PITMAN, et al.,, 1973). Neste processamento, o precipitado de sulfeto de cobalto é
intensificado por nitrato de prata (Merck), o qual se apresenta bem visivel sob

microscopico optico. A prata também reage com outros componentes do SNC, como



por exemplo o colageno, e produz um background marron nos tecidos marcados

(DAVIES, 1982).

2.2.1 Infusao retrograda

Para os procedimentos de marcagdo neuronal por infusdo retrégrada de
cloreto de cobalto, 30 animais foram anestesiados, em uma solugao saturada de
mentol diluido em solugdo salina para a espécie Megalobulimus oblongus (29,5 mM
NaCl, 2,4 mM KClI, 6 mM CaCl,; JAEGER, 1961), por 40 minutos.

Apds a remocao da concha, o animal foi fixado com alfinetes em uma camada
de parafina sobre uma placa de Petry, através da perfuracdo das bordas da
musculatura pediosa e submerso em solugdo fisiolégica citada. O manto e o
diafragma foram seccionados, expondo a porg¢ao anterior do trato digestivo, o bulbo
bucal e a massa visceral foram retirados, foi feita uma incisdo medial e
posteriormente para a identificacdo dos nervos mediais do tronco nervoso posterior
direito ou esquerdo seccionado a 0,5 a 0,7 cm de comprimento. Os outros nervos do
complexo ganglionar subesofageal foram seccionados junto as suas saidas dos
ganglios, os conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural foram mantidos juntamente
com o0s ganglios cerebrais, os nervos e o0s conetivos cérebro-bucais foram
seccionados.

A preparacao foi montada em um recipiente com dois compartimentos, sendo
que em um dos compartimentos foram colocados os ganglios (complexo ganglionar
subesofageal unido aos ganglios cerebrais através dos conetivos) e os nervos

mediais do tronco posterior fixos ao ganglio pedal foram direcionados ao outro



compartimento, onde o coto distal foi colocado em cloreto de cobalto 0,2 M acrescido
de albumina sérica bovina (Sigma), para facilitar o transporte do marcador. Os
compartimentos foram vedados com vaselina sélida esterilizada e os ganglios foram
mantidos submersos em solugao fisioldgica. Junto com os ganglios foi colocado um
complexo ganglionar subesofageal de outro animal para servir de controle do
experimento.

A preparagdo foi mantida em camara umida a 4°C por 6 a 7 dias. Apds a
incubacéo, a preparagao foi revelada em solugédo de sulfeto de aménia 0,3% por 20
minutos, e a seguir lavada em agua destilada. Posteriormente, o material foi fixado
em uma solucado de Carnoy por 2 horas, crioprotegido em uma solu¢ao de sacarose
30% em tampéo fosfato 0,2 M e seccionado em criostato Leitz Digital 1720 (50 um).
A intensificacdo da marcagao foi feita utilizando o método descrito por Davis (1982):
apos a reidratagao, os tecidos foram incubados em tungstato de sodio 2% por 10
minutos e a seguir incubados em solugéo contendo Triton X-100 a 1%, nitrato de
prata 0,15, acido acético, acetato de sddio, tungstato de sédio 5% e acido ascoérbico
0,25%. Apos o escurecimento, a preparagao foi, entdo lavada em agua destilada,
diferenciada em solugao de tiossulfato de sodio 2%, lavada novamente, desidratada
em alcool de concentragao crescente, diafanizada e montada em laminas e cobertas

com laminulas.



2.2.2 Infusao anterégrada

Para os procedimentos de marcacdo axonal por infusdo anterégrada de
cloreto de cobalto, buscando identificar as proje¢des dos nervos pedais, cinco
animais foram anestesiados, com uma solucdo saturada de mentol diluido em
solugdo salina para a espécie Megalobulimus oblongus (29,5 mM NaCl, 2,4 mM KClI,
6 mM CaCl,; JAEGER, 1961), por 40 minutos.

O acesso aos ganglios e seus nervos foi realizado como descrito no item
anterior (2.2.1). Os nervos mediais do tronco nervoso posterior direito ou esquerdo
foram seccionados a uma distancia de 0,5 a 0,7 cm antes de sua penetragao na
massa muscular da regido pediosa posterior. Esta por¢do pediosa onde os nervos
penetram, foi separada do restante do pé através de seccao transversal e da porgao
pediosa posterior do lado contralateral (inervada pelos mesmos nervos do lado
oposto), através de secgao ao longo da linha média do pé. Assim, isolou-se um lado
da regiao posterior do pé, juntamente com seus respectivos nervos.

Posteriormente foi realizada a incubagao com CoCl; in vitro como descrito no
item anterior (2.2.1), sendo que para controle foi utilizada a por¢gdo muscular
equivalente do lado oposto a usada para experimentacao.

A preparacdo foi mantida em camara umida a 4°C por 6 a 7 dias. Apds a
incubagao, a preparacado foi revelada conforme acima descrito. Posteriormente, o
material foi fixado em uma solugdo de Carnoy por 2 horas, crioprotegido em uma

solucao de sacarose 30% em TF e seccionado em criostato Leitz Digital 1720 (100



um). O restante do procedimento segue conforme descrito para a marcagao

retrograda.



RESULTADOS

1 Nervas das ganglics pedais

Os ganglios pedais direito e esquerdo, fazem parte do complexo ganglionar
subesofageal, localizados na regido anterior do animal, ventral a porgao anterior do
trato digestivo, repousando sobre a glandula suprapediosa. Nestes ganglios,
observou-se um numero bem maior de nervos que os demais ganglios centrais do
caracol pulmonado M. oblongus.

A mesma quantidade de troncos nervosos projetou-se a partir dos ganglios
pedais direito e esquerdo, sendo que pequenas variagdes foram encontradas no que
se refere ao didmetro, pigmentacédo dos envoltérios de conjuntivo, numero e posigao
das ramificacdes dos nervos.

A maioria destes projeta-se para a musculatura pediosa, porém, alguns se
dirigem para a superficie corporal, musculatura retratora do pé e glandula
suprapediosa.

Para fins de descricdo das areas da musculatura pediosa inervadas pelos
diferentes nervos, o comprimento da sola do pé do caracol, foi dividido em trés partes
iguais. Estas areas foram denominadas de tergos anterior, médio e posterior da
musculatura pediosa (FACCIONI-HEUSER et al., 1999a). A divisdo entre o tergo

anterior e o terco médio coincidiu com uma linha imaginaria tragada na superficie



posterior dos ganglios pedais. O ter¢o médio englobou a regido entre o tergo anterior
e posterior, na qual encontra-se a por¢ao da glandula suprapediosa localizada
posteriormente ao ganglio pedal. O tergo posterior iniciou proximo a primeira
ramificacdo de NP9 (descrito adiante) até a extremidade posterior do pé.

Os troncos nervosos originaram-se de regides distintas do ganglio pedal, as
quais sao denominadas anterior, latero-anterior, latero-médio, latero-posterior e
posterior (Fig. 3). De acordo com a localizagdo dos nervos, adotou-se a
nomenclatura de grupos para 0s que emergem na mesma regiao ganglionar e de
subgrupos para aqueles que estado localizados na superficie ventral, média ou dorsal
dentro de uma mesma regiao.

Os troncos que se originaram na superficie ventral de todas as regides citadas
acima, se dividem logo apds a sua emergéncia originando um grande numero de
nervos (Fig. 4; Tabela 1). Esta situagao também pode ser vista com alguns troncos
originados na superficie dorsal e média, porém, outros dividem-se mais distalmente.
A medida que os troncos nervosos afastam-se dos ganglios, se direcionando para o
orgao efetor, seus diametros diminuem (em diferentes niveis, dependendo do nervo)
e a ramificagdo aumenta (Fig. 5).

A nomenclatura adotada para a numeracado dos troncos que emergem do
ganglio pedal e ramificagbes mais proximais destes, foi a seguinte: utilizaram-se para
troncos, letras iniciais que o identificam de acordo com sua localizagdo, € numeros
romanos em ordem crescente de anterior para posterior e de dorsal para ventral. No
caso das ramificagdes mais proximais dos troncos nervosos, foi utilizado o sistema
de letras indicando a localizagado e numeros arabicos dentro do mesmo subgrupo em

ordem crescente de anterior para posterior e de dorsal para ventral.



1.1 GRUPO ANTERIOR

Os troncos que se originam nas superficies ventral, média e dorsal da regido
anterior do ganglio pedal fazem parte deste grupo (Fig. 3; Fig. 6A). O subgrupo
ventral apresenta um tronco nervoso, que logo apdés sua emergéncia na superficie
ventral do ganglio origina cinco nervos, o subgrupo médio apresenta um tronco que
origina dois nervos e o0 subgrupo dorsal apresenta um tronco que logo apds a sua
emergéncia origina cinco nervos.

O tronco antero-dorsal (TAD; Fig. 7A), que se origina proximo aos conetivos
cérebro-pedal e cérebro-pleural, ramifica-se em 5 nervos principais, sendo que 4
deles (NAD1-4) apresentam aproximadamente o mesmo didmetro (30-40 um) e um
deles (NAD5) é um pouco mais calibroso (& 55-65 um). Estes nervos seguem na
diregdo antero-lateral, acompanhado por vasos e penetram nas fibras da
musculatura retratora do pé. Um dos nervos do grupo de menor calibre segue
lateralmente ao conetivo cérebro-pleural e direciona-se para a regiao anterior do pé,
penetrando nas fibras mais anteriores da musculatura retratora do pé.

O segundo tronco (TAM; Fig. 6A), localizado pouco mais anterior e ventral que
TAD, apresenta didmetro de aproximadamente 170 ym. A primeira ramificagdo
ocorre proxima a saida do géanglio, originando dois nervos, NAM1 (& 80 um) e NAM2
(Z 90 um). O segundo nervo (NAM2), segue pela regido antero-lateral e, no lado
direito (onde se localizam os 6rgaos reprodutivos), passa ventral ao oviduto e
penetra na musculatura pediosa. O primeiro nervo segue o0 mesmo trajeto do

segundo, porém, passa dorsal ao oviduto e penetra na regido antero-lateral do pé,



mais distal e dorsal que o segundo. No lado esquerdo, os nervos penetram nas
mesmas regides descritas para os nervos do lado direito.

Os nervos ventrais originados do terceiro tronco (TAV; Fig. 6A), apresentam-
se dispostos no ganglio em duas fileiras. A fileira dorsal € formada pelo primeiro
(NAV1), segundo (NAV2) e pelo terceiro (NAV3) nervos anteriores. A fileira ventral é
formada pelo quarto nervo anterior (NAV4), disposto ventral ao NAV2, seguido pelo
quinto nervo anterior (NAV5), disposto ventral ao NAV3.

O nervo NAV1, parte de cada lado da regido antero-medial do ganglio pedal,
muito préoximo a saida de NAV2. Apresenta um didmetro de aproximadamente 80-95
pMm, e direciona-se para a regiao anterior do pé, inervando a porg¢ao anterior e lateral
da gléndula suprapediosa, passando por baixo das fibras musculares derivadas do
musculo retrator do pé que a recobrem anteriormente (Fig. 7B).

Os nervos NAV2 (& 190-220 um), NAV3 (& 180-210 um), NAV4 (& 150-180
um) e NAV5 (g 100-130 um) penetraram no terco anterior do pé. O terceiro e o
quarto nervo anterior do grupo ventral (NAV2 e NAV3), com aproximadamente o
mesmo didmetro, possuem ramificagbes que seguem até a borda anterior do pé e
suas fibras penetram na musculatura pediosa anterior, sendo que o NAV2 inerva a
regido anterior mais préxima a linha mediana e o NAV3 direciona-se anteriormente
inerva a regiao lateral a de NAV2, apresentando fibras que chegam até a porcéo
pediosa antero-lateral (a qual no lado direito coincide com a regido do pénis e
oviduto). Ja o quarto nervo anterior (NAV4), um pouco menos calibroso, penetra na
musculatura mais proxima ao complexo ganglionar que os dois ultimos (NAV2 e

NAV3), durante seu trajeto origina duas ramificagdes principais, sendo que uma



penetra na musculatura pediosa mais medial e a outra mais lateralmente. O quinto
nervo (NAVS), projeta-se lateralmente ao NAV4, direcionando-se para a regiao

antero-lateral do terco anterior do pé (Fig. 5).

1.2 GRUPO LATERO-ANTERIOR

Este grupo é composto por dois troncos nervosos, o quarto e o quinto, sendo
um mais dorsal (TLAD) a partir do qual se originam quatro nervos principais (NLAD1-
4) e outro mais ventral (TLAV) no qual se originam dois nervos principais (NLAV1-2)
(Fig. 6A).

O quarto tronco, o qual apresenta origem mais dorsal (TLAD), ramifica-se em
dois nervos mais anteriores (NLDA1, NALD3) e dois mais posteriores (NLDA2,
NLDA4). Os nervos mais anteriores, NLAD1 (& 60-80 um ) e NLAD3 (& 120-140
um), inervam a regiao mais latero-média do ter¢o anterior do pé, sendo que o
segundo (NLAD3), segue pela regidao lateral e penetra na porcao lateral da
musculatura pediosa (coincidindo no lado direito a regido ventral ao oviduto), e o
primeiro (NLAD1) segue o0 mesmo trajeto de NLAD3 e, no lado direito passa dorsal
ao oviduto e penetra na regiao lateral do pé, mais distal e dorsal que o primeiro, e,
por essa localizagado (em diregao a superficie dorsal). Estes mesmos nervos, do lado
esquerdo inervam as mesmas regides que os nervos do lado direito. Os mais
posteriores, NLAD2 (& 150-170 um), NLAD4 (& 110-130 um), possuem trajeto muito

semelhante aos anteriores, porém inervam a regido mais posterior a estes, com



algumas ramificacbes que inervam a regiao anterior do terco médio do pé. NLAD4
segue, no lado direito, ventralmente ao oviduto e inerva a regido latero-média da
musculatura pediosa. NLAD2 segue, no lado direito dorsalmente ao oviduto, e
penetra na regiao lateral do pé, mais distal e dorsal que o primeiro, direcionando-se
para a musculatura e integumento pedioso. Da mesma forma, o0s nervos
correspondentes do lado esquerdo inervam as mesmas regioes.

O quinto tronco, de origem ventral (TLAV), origina dois nervos que se
direcionam lateralmente a porcéo posterior do tergco anterior da musculatura pediosa
de cada lado do pé. O nervo mais inferior, NLAV2 (& 120-150 um) penetra na

musculatura pediosa medialmente ao NLAV1 (& 220-250 um).

1.3 GRUPO LATERO-MEDIO

Este grupo é composto por um tronco dorsal (TLMD; Fig. 6) e um tronco
ventral (TLPV; Fig. 6A) o qual origina cinco nervos (NLMV1-5). O sexto tronco,
localizado na superficie dorsal da regido latero-média do géanglio pedal, TLMD (&
120-150 um), direciona-se para a regidao lateral do terco médio da musculatura
pediosa e superficie dorsal pediosa. Este tronco nervoso mostra muitas ramificagées,
distais ao ganglio pedal, antes de penetrar nos tecidos. O sétimo tronco nervoso,
localizado na superficie ventral do ganglio (TLMV), logo apds sua emergéncia origina
cinco nervos. Os nervos mais anteriores sdo o NLMV1 (mais dorsal), NLMV3 e

NLMV4 (dispostos ventralmente a NLMV1) e NLMV5 (mais ventral), com didmetros



aproximados de 130 um, 80 um, 70 um e 50 um respectivamente, penetram na
musculatura pediosa medial e lateral do pé, inervando a regido posterior do tergo
anterior e regidao anterior do tergo médio do pé. Posteriormente a estes nervos,
encontrou-se 0 NLMV2, um nervo com cerca de 230 um de diametro que também
inerva a mesma regidao da musculatura pediosa, porém suas fibras apresentam

direcdo mais lateral e posterior que os citados anteriormente.

1.4 GRUPO LATERO-POSTERIOR

Nesta regido observa-se um tronco nervoso dorsal (VIII tronco) e outro ventral
(IX tronco). O tronco dorsal (TLPD; Fig. 7A), localizado na superficie dorsal do
ganglio pedal muito préximo ao ganglio pleural, apresenta cerca de 90 um de
diametro e muitas ramificacbes proximas a sua area de inervagdo. Estas
ramificacbes penetram nas fibras mais posteriores da musculatura retratora do pé.

A partir do IX tronco nervoso (TLPV; Fig. 06), com origem na superficie ventral
do génglio pedal, surgem seis nervos, sendo trés mais dorsais e trés mais ventrais.
Os mais dorsais, NLPV1 (& 70-80 um), NLPV2 (& 80-90 um) e NLPV3 (& 220-250
um), penetram na regido latero-posterior do terco médio da musculatura pediosa
localizando-se mais posterior e lateralmente que os mais ventrais, NLPV4 (<J 110-
130 um), NLPV5 (& 30-40 um) e NLPV6 (& 30-40 um), os quais penetram em

regides mais proximas ao complexo ganglionar.



1.5 GRUPO POSTERIOR

Desta regido parte o tronco nervoso que supre maior area do pé, sendo
portanto o mais calibroso e com maior numero de nervos. Este tronco, denominado
décimo tronco nervoso pedal (TP; Fig. 6B), origina-se da superficie postero-ventral
do géanglio e fornece dez nervos (Fig. 5), os quais se apresentam divididos em dois
conjuntos de nervos. O conjunto mais lateral € formado por quatro nervos sendo dois
mais dorsais NP1 e NP2 (< 190-210 um cada) e dois mais ventrais NP3 e NP4 (&
60-80 um cada). Estes nervos inervam a regiao latero-posterior do terco médio da
musculatura pediosa, suprindo uma area mais medial e posterior que os nervos do
tronco descrito anteriormente (TLPV). O outro conjunto, mais medial € composto por
seis nervos, sendo que os dois nervos localizados mais préximos do conjunto
anterior sdo o NP5 e o NP6 (g 140-150 um cada), os quais inervam a musculatura
pediosa, penetrando na porgéo posterior terco médio do pé, mais medialmente que
os nervos do subgrupo anterior. As ramificagcbes destes nervos, direcionadas
posteriormente, atingem a parte mais anterior do tergo posterior da musculatura
pediosa.

Dentro deste mesmo conjunto foram encontrados quatro nervos posteriores
dispostos na por¢do mais posterior do ganglio pedal, muito proximos um do outro, os
quais penetram na musculatura pediosa do tergo posterior do pé. Os dois nervos
mais dorsais sdo os nervos NP7 (& 70-80 um) e NP8 (& 80-90 um), os quais estao

dispostos paralelamente e acompanham o trajeto dos dois nervos mais calibrosos



(NP9 e NP10), e penetram na musculatura pediosa medial um pouco mais
anteriormente que estes. Os dois nervos mais ventrais (NP9 e NP10) sdo os mais
calibrosos dentre os nervos anteriormente descritos, que emergem do ganglio pedal,
com diametro entre 270-300 um cada. O trajeto destes nervos acompanha
paralelamente a linha mediana do pé, percorrem o terco médio da musculatura
pediosa, com suas ramificagdes penetrando apenas no terco posterior da
musculatura pediosa. As ramificagdes destes nervos seguem o trajeto de medial para
lateral, sendo que NP9 penetra mais anteriormente que NP10, o qual continua
paralelamente a linha mediana do pé, enviando ramificacdes laterais durante seu
trajeto e estende-se até a extremidade posterior do pé, percorrendo um comprimento

de 2/3 do comprimento total da sola do pé deste caracol.
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Figura 3 - Diagrama esquematico mostrando a distribuicao da origem dos troncos nervosos em corte sagital
da porg¢ao lateral do ganglio pedal direito. TAD: tronco antero-dorsal; TAM: tronco antero-médio; TAV: tronco
antero-ventral; TLAD: tronco latero-anterior dorsal; TLAV: tronco latero-anterior ventral; TLPD: tronco latero-
médio dorsal; TLPV: tronco latero-médio ventral; TPLD: tronco latero-posterior dorsal; TPLV; tronco latero-

posterior ventral; TP: tronco posterior.
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Figura 4 - Diagrama esquematico mostrando a distribuicdo da origem dos nervos que emergem dos troncos
(figura anterior) em corte sagital da porgao lateral do ganglio pedal direito. NAD1-5: nervos antero-dorsais; NAM1-
2: nervos antero-médios; NAV1-5: nervos antero-ventrais; NLAD1-4: nervos latero-anteriores dorsais; NLAV1-2:
nervos latero-anteriores ventrais; TLMD: tronco latero-médio dorsal; NLMV1-5: nervos latero-médios ventrais;

TLPD: tronco latero-posterior dorsal; TLPV1-6: nervos latero-posteriores ventrais; NP1-10: nervos posteriores.



Figura 5 — Esquema representativo da projecdo dos nervos que se originam dos ganglios pedais até o
limite da dissecagdo do trajeto nervoso na sola do pé de M. oblongus (delimitado pelo contorno — seta).
Mostrando os nervos do | tronco pedal (NADS1-5), nervos do Il tronco (NADI1, NADI2), nervos do Il tronco
pedal (NAV1-5), nervos do IV tronco (NLAD1-4), nervos do V tronco pedal (NLAV1-2), tronco latero-posterior
dorsal (TLPD), nervos do VII tronco (NLPV1-5), tronco péstero-lateral dorsal (TPLD), nervos do IX tronco
(NPLV1-6) e nervos do X tronco (NP1-10).



Figura 6 - (A) Fotomicrografia de se¢ao sagital da porgao lateral do ganglio pedal direito do caracol pulmonado
M. oblongus, corado com hematoxilina-eosina, mostrando a emergéncia de alguns troncos nervosos ventrais
(2, 4, 6, 7) e dorsais (1, 3, 5), envolvidos por tecido conjuntivo (A). Na regido ventral do corte pode ser
visualizada uma porgédo cortical celular do ganglio pedal direito (A). 1. Il tronco nervoso pedal (TADI); 2. 1lI
tronco nervoso pedal (TAV), mostrando o inicio da formagéo dos nervos (NAV1-NAVS5); 3. Nervos NLAD1-4; 4.
V tronco nervoso pedal (TALV); 5. VI tronco nervoso pedal; 6. VII tronco nervoso pedal; 7. alguns nervos do IX
tronco nervoso pedal (TPLV). (B) Fotomicrografia de secdo sagital da por¢do proximal dos nervos pedais
esquerdos, envolvidos por tecido conjuntivo (A), que se direcionam posteriormente no pé do caracol
pulmonado M. oblongus, mostrando o VI tronco nervoso pedal (1), os nervos (NPL1-6) do IX tronco nervoso
pedal (2) e os nervos NP1-10 do X tronco nervoso pedal (3). Os nervos selecionados (k) (NP7, NP8, NP9,
NP10), foram os utilizados para os experimentos de marcagéo anterégrada e retrégrada. Barra: 200 pm

Figura 7 - Vistas dorsais do complexo ganglionar subesofageal (S) do caracol pulmonado M. oblongus, o qual
repousa sobre a glandula suprapediosa (GS), mostrando o conetivo cérebro-pleural (contorno de estrela) e o
cérebro-pedal (estrela preta). (A) Nervo NAV1 do lado direito (seta) penetrando na porgéo anterior da glandula
suprapediosa; asterisco: NAV2 e NAV4. (B) Nervos que emergem a partir dos troncos nervosos dorsais do
ganglio pedal direito (setas a e b), identificando o | tronco nervoso pedal (a) e alguns de seus nervos (cabecas
de seta) penetrando em fibras anteriores do musculo retrator do pé ipsilateral (MRP), e mostrando o VIII tronco
nervoso pedal (b) e suas ramificagbes (cabecas de setas duplas) penetrando em fibras posteriores do musculo
retrator do pé ipsilateral (MRP). Barra: 0,08 cm.






INFUSAO ATRAVES DE NERVOS INFUSAO ATRAVES DE NERVOS
DO GANGLIO PEDAL ESQUERDO DO GANGLIO PEDAL DIREITO




Figura 8 — Representacdo esquematica da distribuicdo dos neurdnios marcados nos ganglios subesofageais
de Megalobulimus oblongus, por infusao retrégrada de CoCl, a partir dos nervos posteriores NP7-NP10 dos
ganglios pedais direito e esquerdo. A1-A6: marcagao dos nervos do ganglio pedal esquerdo; B1-B6: marcagao
dos nervos do ganglio pedal direito. A1 e B1: cortes ventrais dos ganglios pedais; A2 e B2: cortes ao nivel da
comissura anterior dos ganglios pedais; A3 e B3: cortes médio-ventrais dos ganglios pedais;. A4 e B4: cortes
ventrais dos ganglios pleurais, parietais e visceral e cortes ao nivel da comissura principal dos ganglios pedais;
A5 e B5: cortes ao nivel dos conetivos nos ganglios pleurais, parietais e visceral e cortes dorsais dos ganglios
pedais; A6 e B6: cortes dorsais dos ganglios pleurais, parietais e visceral; AC: artéria cefélica, PEd: ganglio
pedal direito, PEe: ganglio pedal esquerdo, PLd: ganglio pleural direito, PLe: ganglio pleural esquerdo, PAd:
ganglio parietal direito, PAe: ganglio parietal esquerdo, V: visceral, CA: comissura anterior, CP: comissura
principal. Barra: 500 um



Figura 9 - Fotomicrografia de sec¢ao horizontal do génglio pedal esquerdo (PE) de M. oblongus, apés infusdo
retrograda de CoCl, através dos nervos pedais NP7-10, mostrando 3 cortes sequenciais de uma regido mais
dorsal (A) para regides mais ventrais (B,C), sendo todos em plano ventromedial (entre as duas comissuras).
Sao demonstrados neurdnios marcados na regido antero-medial (1), postero-medial (2) e postero-lateral (3) e
marcagao do neuropilo (estrela) que aumenta com a proximidade da area de origem dos nervos marcados,
sendo mais intensa em C (mais ventral). Podem ser vistos neurbénios de diferentes didmetros; A: neurdnios
médios (setas) e pequenos (ponta de seta); B: um neurdnio grande no bordo posterior do ganglio (seta larga),
neurdnios médios (seta) e pequenos (ponta de seta). C: um neurdnio grande no bordo antero-medial do ganglio
(seta larga), neurdnios médios (seta) e pequenos (ponta de seta). Barra: 90um



Figura 10 - Fotomicrografias de secgbes horizontais do ganglio pedal esquerdo (PE) de M. oblongus, apds
infusdo retrograda de CoCl, através dos nervos pedais NP7-10, mostrando 4 cortes seqiienciais da regido mais
dorsal (A) para a regido mais ventral (D), sendo todas em plano ventral (pouco mais ventrais que os cortes da
Figura 10). No ganglio pedal ipsilateral a marcacao (1), podem ser visualizados os nervos marcados na regido
antero-lateral (tridangulo) (A e B), intensa marcagao de fibras na regido neuropilar (N) e alta concentragcao de
neurdnios pequenos e médios marcados (setas largas) (em menor numero nos cortes C e D) sendo possivel
identificar também um neurdnio grande marcado (seta fina) em D. Nos cortes B e C visualiza-se a comissura
anterior (CA), evidenciando o grande numero de fibras marcadas que passam por ela e penetram no ganglio
pedal contralateral (2) mostrando maior nimero de neurdnios pequenos e médios marcados (contorno de seta
larga) neste ganglio em relagao aos cortes mais dorsais. Barra: 180 um

Figura 11 - Fotomicrografias de secg¢des horizontais, no plano mediano, dos ganglios pedal esquerdo (pe),
pleural esquerdo (pl), parietal esquerdo (pa) e visceral (v), apés infusdo retrograda de CoCl, através dos nervos
NP7-10 do géanglio pedal esquerdo de M. oblongus. (A) No ganglio pedal esquerdo (pe), podem ser
visualizados corpos neuronais marcados na regido péstero-medial (seta larga) e circundando a regido do
conetivo pedal-pleural (setas médias). Fibras marcadas no neuropilo deste ganglio (setas finas), no conetivo
pedal-pleural (estrela), no neuropilo (ponta de seta) do ganglio pleural esquerdo no conetivo pleural-parietal
(contorno de estrela), no neuropilo (ponta de seta) do ganglio parietal esquerdo (pa), na regidao mais anterior
(ponta de seta) do conetivo parietal-visceral esquerdo (asterisco) e na regido anterior do ganglio visceral (v),
junto a um neurdnio marcado (ponta de seta). No ganglio pleural esquerdo podem ser visualizados varios
corpos celulares de neurénios marcados na regiao lateral e medial ao neuropilo € no ganglio parietal esquerdo
€ possivel identificar dois neurdnios médios marcados na regiao medial deste ganglio. (B) Os mesmos ganglios
mostrados na figura A, porém contralaterais a marcagéo. Visualizam-se poucas fibras marcadas com maior
quantidade no ganglio visceral (ponta de seta). Um neurbnio médio aparece marcado (seta) na regido anterior
do ganglio parietal esquerdo (pa). Barra: 180 um

Figura 12 - Fotomicrografia de secgao horizontal no plano mediano, do complexo ganglionar subesofageal de
M. oblongus, apds infusdo retrégrada de CoCl, através dos nervos NP7-10 do génglio pedal direito. Os ganglios
pedais direito e esquerdo (PED e PEE) apresentam-se unidos pela comissura principal (CP) (localizada em
cortes dorsais deste ganglio) a qual mostra fibras marcadas passando do ganglio pedal ipsilateral & marcagao
para o contralateral (PEE) (ponta de setas duplas). O ganglio pedal direito (PED) apresenta maior quantidade
de neurdnios e fibras marcadas que o esquerdo (PEE). Notar neurbnios marcados em grande quantidade na
regido antero-medial do ganglio pedal ipsilateral (seta dupla - a), alguns marcados na regido péstero-medial do
ganglio pedal proxima a CP (seta dupla - b), e outros somas marcados localizados na regido medial as fibras
marcadas que se direcionam para a regido do conetivo pedal-pleural direito (seta dupla - c); o neuropilo (N)
apresenta marcacgao de fibras, com maior quantidade direcionando-se para o ganglio pleural direito através do
conetivo (localizado em corte mais dorsal). O ganglio pleural direito (PLD) apresenta-se em corte mais ventral
que o da esquerda, ndo sendo possivel identificar os conetivos pedal-pleural e pleural-parietal. Neste ganglio
observam-se neurdnios pequenos e médios marcados e fibras marcadas penetrando em sua regido anterior.



Notar alguns neurénios marcados no ganglio parietal direito na regido préxima ao ganglio pleural direito (PAD)
(contorno de seta larga), fibras marcadas mais concentradas na regido anterior do conetivo parietal-visceral
direito (seta), neurdnios marcados na regido anterior (triangulo) do ganglio visceral (V) e fibras finas marcadas
nas regides central e anterior deste ganglio (seta). O ganglio pedal contralateral exibe dois neurénios marcados
(setas) em suas regides antero-medial e postero-medial e fibras marcadas no neuropilo (N) que se direcionam
para o ganglio pleural esquerdo (PLE) através do conetivo pedal-pleural esquerdo (asterisco), seguem ao longo
do neuropilo deste ganglio e chegam até o conetivo pleural-parietal esquerdo (estrela) na regido anterior do
ganglio parietal esquerdo (PAE), o qual € unido ao visceral através do conetivo parietal-visceral esquerdo
(contorno de estrela). Barra: 180 um

Figura 13 - Fotomicrografia de secgéo horizontal no plano mediano, do complexo ganglionar subesofageal de
M. oblongus, apés infuséo retrégrada de CoCl, através dos nervos NP7-10 do ganglio pedal esquerdo (PE).
Podem ser visualizados neurdnios marcados (ponta de seta maior) na regido postero-lateral do ganglio pedal
esquerdo (PE) e neurdnios pequenos marcados (ponta de seta menor) no ganglio pleural (PL). Fibras
marcadas (seta larga) podem ser visualizadas no PE, direcionadas para o conetivo pedal-pleural (asterisco);
algumas fibras (setas finas) penetram e seguem ao longo do conetivo cérebro-pedal (estrela). Barra: 90 um

Figura 14 - Fotomicrografia de secgédo horizontal do ganglio cerebral direito (GCD) no nivel da comissura
cerebral, apos infusdo de cloreto de cobalto nos nervos NP7 a NP10 do ganglio pedal direito. (A) fibras
marcadas, proximas a comissura cerebral, na por¢gdo mais medial do mesocérebro direito (setas). O esquema
representando a localizagdo da fotomicrografia (representado por um retangulo) encontra-se no canto inferior
direito desta figura. mc: mesocérebro; psc: pds-cérebro; cc: comissura cerebral. Barra: 35 um.

Figura 15 - Fotomicrografias de uma mesma secgéo horizontal dos génglios cerebrais ao nivel da comissura
cerebral (CC), ap6s infusao de cloreto de cobalto nos nervos NP7 a NP10 do ganglio pedal direito. (A) Fibras
marcadas, na comissura cerebral (setas largas), mostrando também fibras marcadas penetrando no pés-
cérebro do ganglio cerebral esquerdo (contralateral a marcagéo) (setas finas). (B) Fibras marcadas (cabecas
de seta), na regido anterior do neuropilo do ganglio cerebral esquerdo entre o pro-cérebro e o mesocérebro. O
esquema representando a localizagao de cada fotomicrografia (representado por um retangulo) encontra-se no
canto superior direito desta figura. mc: mesocérebro; psc: pds-cérebro; cc: comissura cerebral. Barra: 35 um.

Figura 16 - Fotomicrografias de secgbes transversais do lado direito da porgao posterior do pé do caracol M.
oblongus, ap6s infusdo anterdgrada de CoCl, através dos nervos pedais NP7-NP10 ipsilaterais a marcagao. A:
feixe de fibras nervosas percorrendo a regido central do pé (seta longa), passando entre fibras musculares do
pé (estrela) direcionando-se para a extremidade lateral do pé (cabeca de seta). B: feixe de fibras nervosas
direcionadas da regido medial e central do corte para a superficie dorsal (seta curva), mostrando ramificagdes
varicosas (setas pequenas). C: feixes maiores de fibras nervosas marcadas localizadas na regido central do
corte (seta larga) e um feixe mais fino de fibras musculares orientadas para a regiao subepitelial dorsal do pé.
A e C: Barra 180 um; B: Barra: 17,5 um.



Figura 17 - Fotomicrografias de sec¢des transversais do lado direito da porgéo posterior do pé do caracol M.
oblongus, ap6s infusdo anterégrada de CoCl, através dos nervos pedais NP7-NP10 ipsilaterais a marcacgao,
mostrando feixes de fibras nervosas (seta larga) e suas ramificagées na musculatura pediosa (estrela), e fibras
nervosas passando entre as células musculares (cabecas de seta), localizadas na regido central do corte. (A)
Barra: 35 cm; (B) Barra: 17,5 um.

Figura 18 - Fotomicrografias de secgbes transversais do lado direito da porgao posterior do pé do caracol M.
oblongus, apos infusdo anterdgrada de CoCl, através dos nervos pedais NP7-NP10 ipsilaterais & marcagéo. (A)
notar um feixe de fibras nervosas, bifurcando-se em dois feixes menores direcionados para a regiao dorsal do
pé (seta maior) e enviando ramificagdes colaterais para a musculatura pediosa (estrela) (seta menor); (B)
Feixes de fibras musculares e suas finas ramifica¢cdes localizadas entre as células musculares (estrela) (setas
menores), na regido central do corte. Barra: 17,5 um

Figura 19 - Fotomicrografias de sec¢des transversais do lado direito da porgcéo posterior do pé do caracol M.
oblongus, apo6s infusdo anterégrada de CoCl, através dos nervos pedais NP7-NP10 ipsilaterais a marcagao.
Observar fibras nervosas (setas curvas) no epitélio ventral do pé (X), com algumas fibras terminando na zona
basal do epitélio (em B, seta reta). (A) Barra: 35 um; (B) Barra: 17,5 um

Figura 20 - Fotomicrografia de secg¢ao transversal do lado direito da porgdo posterior do pé do caracol M.
oblongus, apés infusdo anterégrada de CoCl, através dos nervos pedais NP7-NP10 ipsilaterais a marcagao
notar duas por¢des seccionadas de feixes de fibras nervosas (contorno de setas), feixes menores de fibras
nervosas ramificando-se (seta larga), e um feixe longo mais fino (setas largas menores) direcionado, através da
musculatura pediosa (estrela) para a superficie dorsal do pé (X) Barra: 35 um









TABELA 1 - Troncos e Nervos que emergem de cada ganglio pedal do caracol pulmonado

Megalobulimus oblongus

TRONCOS NERVOS AREA INERVADA
Fibras mais anteriores do musculo
I. TRONCO ANTERO-DORSAL (TAD) NAD 1-5 retrator do pé
IIl. TRONCO ANTERO-MEDIO (TAM) NAM 1-2 Musculatura antero-lateral do pé do caracol
NAV1 Glandula suprapediosa
N NAV2 Musculatura pediosa &ntero-medial do pé
lIl. TRONCO ANTERO-VENTRAL (TAV) NAV3 Musculatura pediosa anterior do pé
NAV4 Musculatura pediosa anterior do pé
NAVS5 Musculatura pediosa antero-lateral do pé
IV. TRONCO LATERO-ANTERIOR DORSAL (TLAD) NLAD1-4 Musculatura pediosa e superficie corporal
lateral
V. TRONCO LATERO-ANTERIOR VENTRAL (TLAV) NLAV1-2 Musculatura pediosa antero-lateral
VI. TRONCO LATERO-MEDIO DORSAL (TLPD) Musculatura e superficie corporal latero-
posterior
VII. TRONCO LATERO-MEDIO VENTRAL (TLPV) NLMV1-5 Musculatura pediosa em sua porgao latero-
média (tergo médio do pé)
VIl. TRONCO LATERO-POSTERIOR DORSAL Fibras posteriores do musculo retrator do pé
(TLPD)
IX. TRONCO LATERO-POSTERIOR VENTRAL NLPV1-6 Tercgo central do pé, mais lateralmente
(TLPV) B

Musculatura pediosa da regido péstero-
NP1-4 medial do tergo central do pé e anterior do
tergo posterior do pé

X. TRONCO POSTERIOR (TP
(TP) Metade posterior e medial do tergo central

NP5-6 do pé e metade anterior do tergo posterior
do pé
NP7-10 M’usculatura pediosa do terco posterior do

pe




2. MARCACAO RETRGGRADA

A infusdo de cloreto de cobalto foi realizada através dos nervos NP7, NP8,
NP9 e NP10, os mais mediais do tronco posterior. Estes nervos marcados foram
visualizados em cortes horizontais mais ventrais, na regidao antero-lateral do
ganglio pedal ipsilateral a marcagdo. Apdés a analise dos experimentos foi
realizada a descrigdo do trajeto das fibras da distribuicdo dos corpos neuronais
marcados no anel periesofageal do caracol pulmonado M. oblongus, através do
ganglios pedais direito e esquerdo (Fig. 8; Fig.12; Tabela 3).

Os experimentos que apresentaram marcagdao de neurbnios e fibras no
controle, ou seja, os experimentos com suspeita de vazamento da area de
contengcdo com vaselina, onde se encontrava o CoCl,, para o compartimento da
solucao fisiolégica, foram desconsiderados. Assim, para este trabalho, foram
utilizadas para a descrigdo, trés preparagbes com os nervos marcados do lado
direito e trés do lado esquerdo, os quais ndo apresentaram as caracteristicas
citadas acima. Cabe ressaltar que os neurénios identificados e descritos a seguir
também foram encontrados marcados nos experimentos em que ocorreram 0S
supostos “vazamentos”, reforcando a consisténcia dos resultados apresentados.

O transporte de CoCl, nos nervos posteriores mediais de um dos lados,
resultou na marcacao de fibras nervosas e somas neuronais percorrendo todo o
complexo ganglionar subesofageal. Esta marcacdo ocorreu principalmente nos
ganglios pedais e no ganglio pleural ipsilateral a infusdo de CoCl,, os quais
apresentaram o mesmo numero e distribuicdo de neurdbnios marcados,
independente do lado da marcagcédo. Nos ganglios parietais, visceral e pleural

contralateral a marcacgao foi verificado menor nimero de neurdnios marcados,



by

com pequenas variacoes referentes a distribuicdo e quantidade destes,

dependentes do lado da infusao de CoCl,.

2.1 GANGLIOS PEDAIS

Foram visualizadas fibras nervosas penetrando no ganglio pedal ipsilateral
a marcacado dos nervos, e a partir deste, direcionando-se através do conetivo
cérebro-pedal para o ganglio cerebral do mesmo lado, através do conetivo pedal-
pleural para o ganglio pleural ipsilateral e através das comissuras pedais para o
ganglio pedal contralateral a marcagao (Fig.13). Também foram encontradas
algumas fibras penetrando no ganglio pleural contralateral a marcagéo através do
conetivo pedal-pleural contralateral. Porém, o numero de fibras marcadas
dirigidas ao ganglio pleural ipsilateral foi muito maior que as que percorreram o
conetivo pedal-pleural contralateral ou até mesmo o conetivo cérebro-pedal
ipsilateral.

Encontrou-se grande quantidade de neurénios marcados no ganglio pedal
ipsilateral a marcagdo e, em menor quantidade, no ganglio pedal contralateral
(Tabela 2). As regides ventromedial e ventral do ganglio pedal ipsilateral e regiao
ventral do ganglio pedal contralateral foram as que apresentaram maior numero

de neurdnios marcados.

2.1.1 Ganglio pedal ipsilateral a marcagao



Nos cortes horizontais do ganglio pedal ipsilateral, a distribuicdo de
neurbnios ocorreu em trés grupos principais, o grupo antero-medial, o grupo
postero-medial e o grupo latero-posterior (circundando a regido do conetivo pedal-
pleural; Fig. 9). Intensa marcagao do neuropilo foi evidenciada em vias neurais
que se dirigem para estes grupos.

No ganglio pedal ipsilateral ocorreu a maior concentragdo de corpos
neuronais dentre os ganglios do anel periesofagico. Dorsalmente a comissura
principal, foram encontrados cerca de 40 neurbnios (& 15-30 um) na margem
latero-posterior do ganglio pedal, circundando o inicio do conetivo pedal-pleural,
24 neurénios (Y 25-30 um) localizados préximos a margem pdéstero-medial do
ganglio pedal e cerca de 15 (& 25-40 um) na regido antero-medial.

Ao nivel da comissura principal, foram encontrados cerca de 26 neurdnios
(D 20-35 um) marcados na regiao postero-lateral, proximos ao conetivo pedal-
pleural, 28 neurdnios (& 30-40 um) na regido podstero-medial (posterior a
comissura principal) e 64 neurbnios (J 25-40 um) na regidao antero-medial
(anterior a comissura) (Fig.12).

Na regido ventral a comissura principal, observou-se o maior numero de
neurénios no ganglio pedal ipsilateral a marcagcédo (Fig. 9). Na regido pdstero-
lateral do ganglio pedal, foram encontrados cerca de 59 neurdnios (<& 20-35 um) e
um neurénio localizado no bordo lateral com cerca de & 45 um de didmetro. A
regido péstero-mediana deste géanglio (proximo a margem posterior) apresentou
dois corpos celulares de 55 um de didametro (Fig. 09 A), um de 70 um de didmetro
(Fig. 09B) e um de 40 um de didmetro, com axénios dirigindo-se anteriormente
para o neuropilo. Na regido pdstero-medial foram encontrados aproximadamente

157 somas neuronais pequenos (J 20-35 um) e na regido mais central ao



ganglio 26 somas pequenos (< 20-30 um) e 1 médio (J 45 um). Na regido
antero-medial cerca de 72 células médias (& 18-37 um) marcadas e 16 células
maiores (< 38-50 um) foram observadas no angulo antero-medial do ganglio
pedal ipsilateral.

Em cortes proximos a comissura anterior foi visualizado uma maior
densidade de fibras na regido central do ganglio com os neurénios localizando-se
por toda a margem medial, principalmente posterior ao local da comissura
anterior. Quando a marcacao foi feita a esquerda, encontrou-se um neurdnio
grande marcado (& 150 um), localizado na margem &antero-medial (Fig. 9C).
Quando a marcacéao foi realizada a direita, um neurdénio com o mesmo diametro e
localizagéo foi encontrado, também no ganglio ipsilateral a marcagao, em cortes
ao nivel da comissura anterior.

Através da comissura anterior, muitas fibras neurvosas marcadas cruzaram
para o ganglio pedal contralateral. Em cortes ao nivel desta comissura, na regiao
medial do ganglio, foram encontrados cerca de 40 neurbnios (J 30-40 um)
localizados anteriormente a esta comissura e cerca de 72 neurdnios marcados
(61 com @ 20-40 um; 10 com & 40-50 um e 1 com & 78 um), localizados
posteriormente a comissura. A regiao postero-lateral ao ganglio apresentou cerca
de 40 neurdnios (< 20-40 um) marcados.

Em secg¢bes mais ventrais do génglio pedal, onde o neuropilo desaparece,
identificaram-se na regido celular cortical cerca de 182 neurbénios marcados (<
15-50 um) e um neurénio grande de 100 um de didmetro.

2.1.2 Ganglio pedal contralateral a marcagao



Em cortes mais dorsais, foram encontrados trés neurdnios marcados (<
20-30 um) dispersos na regiao medial do ganglio pedal contralateral e algumas
fibras marcadas.

Ao nivel da comissura principal, foram visualizadas poucas fibras marcadas
cruzando a comissura, vindas do ganglio pedal ipsilateral, e 5 neurbnios
marcados (< 20-30 um) na regido anterior, junto a margem medial.

Ventralmente a comissura principal, 11 corpos neuronais (J15-25 um)
situados na regidao antero-medial do géanglio pedal apresentaram marcagao, na
regido pdstero-medial foram encontrados 6 neurénios marcados (& 20-25 um) e
um neurdnio marcado na margem posterior do ganglio pedal contralateral a
marcagao com 115 um de diametro.

Nas seccbes ao nivel da comissura anterior, foi visualizada intensa
marcagao de fibras neuronais cruzando para o ganglio pedal contralateral a partir
do ganglio pedal ipsilateral a marcagdo (Fig. 10). O numero de neurbnios em
secgdes ventrais a comissura anterior no ganglio pedal contralateral foi muito
maior que nos outros niveis de cortes horizontais, podendo afirmar que a maior
parte das fibras que cruzaram esta comissura foram de neurénios do ganglio
contralateral.

Ao nivel da comissura anterior foram encontrados aproximadamente 53
neurénios marcados, sendo que 27 (J 20-30 um) apresentaram-se localizados na
regido postero-medial e 20 (& 25-30 um) na regido central do ganglio e na regiao
antero-medial as fibras que cruzaram para este ganglio encontravam-se 6 corpos
neuronais (& 20-30 um).

Ventralmente a esta comissura encontrou-se a maior parte das células

marcadas deste ganglio (Fig.. 10 D), cerca de 97 células marcadas com diametros



variando de 15 a 50 um, sendo que as células com maior didmetro estavam

localizadas na regi&do mais anterior do ganglio.

TABELA 2 - Namero de somas neuronais marcados nos ganglios

pedais de M. oblongus apés infusao retrégrada de CoCl,

LOCALIZACAO GANGLIO PEDAL GANGLIO PEDAL
IPSILATERAL CONTRALATERAL
Regido dorsal 79 03
Nivel da comissura 118 05
principal
Regido ventromedial 337 18
Nivel da comissura 132 53
anterior
Regido ventral 195 97

2.2 GANGLIOS PLEURAIS

As fibras axonais marcadas através dos nervos posteriores (NP7-NP10) do
ganglio pedal chegaram até o ganglio pleural ipsilateral a marcacao através do
conetivo pedal-pleural, resultando em um grande numero de fibras e células
nervosas marcadas. Seguindo pelo ganglio pleural, as fibras penetraram no
ganglio parietal e visceral, respectivamente através da regido medial dos
conetivos pleural-parietal e parieto-visceral (Fig. 11).

O numero destas fibras que foram visualizadas percorrendo o complexo
ganglionar a partir do ganglio pedal diminuiu ao longo do trajeto nos ganglios

ipsilaterais a infusao de CoCl,, apresentando intensa marcacao no conetivo pedal-



pleural, menor marcacédo no conetivo pleural-parietal e, poucas fibras marcadas

no conetivo parietal-visceral.

2.2.1 Ganglio pleural ipsilateral a marcagao

Em cortes dorsais foram observados cerca de 32 neurbnios marcados
sendo que, ao longo da regiao medial foram marcados 21 neurénios (< 20-35 um)
e na regiao lateral 11 neurdnios (J 15-45 um). Na regido média, ao nivel dos
conetivos, foram encontrados cerca de 80 corpos neuronais marcados (<& 15-50
um) e na regido lateral aproximadamente 118 corpos celulares de neurénios (&
15-50 um) (Fig. 11A). Na regidao ventral foram encontrados cerca de 132
neurdnios (< 15-50 um), distribuidos no ganglio sem uma diviséo clara entre

medial e lateral.

2.2.2 Ganglio pleural contralateral a marcagao

Neste ganglio foram encontradas algumas diferencas quanto ao numero e
localizagdo dos neurénios marcados, de acordo com o lado dos nervos pedais em
que foi realizada a infusao de cloreto de cobalto. Independente do lado do nervo
marcado, o ganglio pleural contralateral a marcagédo apresentou fibras marcadas
advindas do ganglio pedal também contralateral 8 marcagdo através do conetivo

pedal-pleural (Fig., 11B).



Em cortes mais dorsais, foram vistas raras fibras marcadas direcionadas
para a regiao lateral e medial do ganglio pleural sem somas marcados, em ambos
os lados dos nervos marcados (Fig. 11B).

Ao nivel dos conetivos, quando a marcagao foi realizada a esquerda, foram
encontrados 2 neurénios (< 15 e 20 um) localizados no ganglio pleural direito,
préximos ao conetivo pleural-parietal direito. E, quando a marcacéo foi realizada a
direita, encontrou-se somente um neurdénio com 20 um de didmetro na margem
antero-lateral do ganglio pleural esquerdo.

Nos cortes ventrais, quando a marcacao foi realizada a esquerda
encontrou-se um neurénio de 20 um de didmetro na margem &antero-medial do
ganglio pleural direito, e quando esta foi realizada a direta, nd&o houveram somas

marcados.

2.3 GANGLIOS PARIETAIS

Estes ganglios também apresentaram algumas diferengcas quanto ao
numero, didmetro e localizagcdo dos neurdnios marcados, de acordo com o lado
dos nervos pedais em que foi realizada a infusdo de cloreto de cobalto.

As fibras marcadas advindas do ganglio pleural ipsilateral a marcagao
penetraram no génglio parietal também ipsilateral através do conetivo pleural-
parietal, marcando somas neuronais e fibras neste ganglio. Algumas das fibras
marcadas que percorriam este ganglio chegaram até o ganglio visceral e, através

do conetivo parietal-visceral contralateral penetraram, embora em numero



bastante reduzido, no ganglio parietal contralateral, o qual também recebe poucas

fibras marcadas através do ganglio pleural contralateral (Fig. 11).

2.3.1 Ganglio parietal ipsilateral a marcacgao

No ganglio parietal direito, em cortes horizontais mais dorsais, foram
encontrados aproximadamente 11 neurdnios, sendo um com 50 um de diametro,
localizado proximo a margem medial do ganglio, 7 na faixa de 35 a 45 um de
didmetro e 3 entre 25 e 30 um de didmetro, todos eles localizados ao longo da
margem anterior do ganglio, proximos ao ganglio pleural direito.

Ao nivel dos conetivos, na regido antero-lateral foram encontrados 4
neurénios sendo 3 deles com didametro entre 20-40 um e um de 60 um. Na regiao
antero-medial proximo ao conetivo pleural-parietal direito foram encontrados cerca
de 11 neurénios marcados (< 15-40 um).

Em cortes ventrais, foram marcados 15 neurénios com diédmetro entre 20—
30 um e um neurdnio com 50 um de diametro, localizados ao longo da margem
anterior, proximos ao ganglio pleural direito.

No ganglio parietal esquerdo, em cortes horizontais mais dorsais, foram
encontrados 6 neurdnios, sendo um com 40 um de didametro, localizado na regido
central ganglionar e 5 na faixa de 20 a 30 um de didmetro localizados
principalmente na regido antero-medial encontrando-se um na regidao postero-
medial.

Ao nivel dos conetivos, na regidao antero-lateral foram encontrados 4

neurénios, trés deles possuindo didmetro entre 20-25 um e um com 60 um, e, na



regido antero-medial, proximo ao conetivo pleural-parietal direito, foram
identificados 10 neurénios marcados (8 com & 15-40 um e 2 com & 40 um) sendo
que destes, dois estavam mais localizados na regido medial do génglio parietal
proximo ao ganglio visceral.

Em cortes ventrais, foram marcados 6 neurénios (& 25-40 um) localizados
ao longo da margem anterior, proximo ao ganglio pleural e um neurénio com

didmetro de 50 um encontrados na regidao na margem antero-medial do ganglio.

2.3.2 Ganglio parietal contralateral a marcagao

Apo6s a infusdo de cloreto de cobalto através dos nervos posteriores pedais
direitos (NP7-NP10) foi visualizado, na regido medial do ganglio parietal
esquerdo, um neurénio (J 35 um) em cortes dorsais do ganglio e dois neurdnios
(0 20 e 30 um) em cortes ao nivel dos conetivos. Em cortes ventrais, foram
encontradas somente algumas fibras marcadas percorrendo o génglio.

Quando a marcacao foi realizada a esquerda ndo houveram neurdnios
marcados em cortes dorsais do génglio parietal direito, mas ao nivel dos
conetivos foram encontrados dois neurdnios (J 20 e 25 um) e em cortes ventrais
trés neurdnios (J 25, 30 e 40 um), sendo que todos estavam localizados na

regiao medial do ganglio, préximos ao conetivo parietal-visceral direito.

2.4 GANGLIO VISCERAL



Neste ganglio foram visualizadas fibras percorrendo a area medial do
neuropilo, projetando-se em direcdo ao conetivo parieto-visceral do lado
contralateral a marcacgéao (Fig. 11A). O numero de fibras marcadas no conetivo
parieto-visceral ipsilateral ao nervo pedal marcado foi maior do que no conetivo
parieto-visceral contralateral (Fig. 11).

Em cortes horizontais mais dorsais foi encontrado um neurénio de 25 um
de didmetro localizado na regido antero-mediana do ganglio visceral, tanto com
marcagao dos nervos posteriores pedais (NP7-NP10) a direita quanto a esquerda.

Em cortes ao nivel dos conetivos e ventrais, foi encontrado um padrao de
distribuicdo ndo simétrica em relagcdo aos lados de infusdo de cloreto de cobalto.
Ao nivel dos conetivos, quando a marcagao foi realizada a direita, na regiao
antero-mediana foram encontrados 2 neurénios (25 e 30 um), enquanto que,
quando esta foi feita a esquerda, marcou 4 neurénios com 20 um de didmetro
cada e um com 40 um de didametro, localizados na regido anterior do ganglio
visceral. Em cortes ventrais, com marcacdo dos nervos realizada a direita, foi
encontrado, na regido antero-mediana do ganglio visceral, um neurénio de 40 um
de didametro, e com marcacao a esquerda, foi encontrado um neurénio de 30 um

de didmetro, na mesma regiao de localizagao.

2.5 GANGLIOS CEREBRAIS

Foram encontradas fibras nervosas marcadas percorrendo os conetivos
cérebro-pedal (Fig. 13) e cérebro-pleural, vindas dos ganglios pedal e pleural

ipsilateral a marcacao, dos nervos NP7-NP10.



Este ganglio ndo apresentou corpos celulares marcados, todavia, fibras
marcadas foram detectadas em regides médias dos ganglios, em cortes ao nivel
da comissura cerebral.

No neuropilo dos ganglios cerebrais, encontraram-se poucas fibras
marcadas, principalmente na regido anterior, entre a regido neuropilar ventral ao
pré-cérebro e o lateral ao mesocérebro (Fig. 15 B). O ganglio cerebral ipsilateral a
marcagao apresentou maior quantidade de fibras marcadas direcionando-se para
a comissura cerebral.

Foram encontradas fibras com terminacdes ramificadas na comissura
cerebral, mais proximas ao ganglio cerebral ipsilateral a marcagéo, assim como
fibras que deste ganglio passam através da comissura, para o lobo pleural do
pos-cérebro do ganglio cerebral contralateral a marcagao (Fig. 15 A).

Também foram detectadas, no ganglio cerebral ipsilateral a marcagao, no
mesmo plano em que se encontra o neurdnio gigante, terminacdes de fibras
nervosas na regido do mesocérebro (Fig. 14).

Em cortes ventrais e dorsais destes ganglios, ndo foram visualizados

corpos celulares e fibras nervosas marcadas.

TABELA 3 - Namero de somas neuronais marcados nos ganglios
parietais, pleurais, visceral e cerebrais de M. oblongus apés infusdo

retrégrada de CoCl; dos nervos posteriores mediais NP7-NP10



A REGIAO NiVEL DOS REGIAO
GANGLIO DORSAL CONETIVOS VENTRAL
LADO DA MARCAQAO DIR ESQ DIR ESQ DIR ESQ
IPSILATERAL 32 32 198 198 132 132
PLEURA | cONTRALATER | © 0 1 2 0 1
L
AL
IPSILATERAL 11 6 15 14 15 7
PARIETAL
CONTRALATER 1 0 2 2 0 3
AL
VISCERAL 1 1 2 S 1 1
0 0 0 0 0 0
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3. MARCAGAO ANTERGGRADA

De acordo com os resultados referentes a distribuicdo anatdbmica dos
nervos pedais, previamente descritos, os nervos mediais do tronco posterior
direito e esquerdo (NP7-NP10), os quais emergem na porgao ventral dos ganglios
pedais, se dirigem para o tergco posterior do pé do caracol pulmonado M.
oblongus. Apo6s a infusdo anterégrada de CoCl, através destes nervos, foram
realizados cortes transversais da porcdo posterior do musculo, onde pode ser
visualizado o trajeto das fibras nervosas marcadas.

Os feixes nervosos mais calibrosos marcados, foram identificados ao longo
da regidao medial da musculatura pediosa dirigindo-se para a extremidade
posterior do pé. Ao longo do trajeto destes feixes, foi possivel visualizar
ramificagbes originando grupos de fibras cada vez menores as quais se
apresentaram direcionadas para uma regiao muito préxima a borda lateral do pé
(Fig. 16A).

Observou-se fibras nervosas marcadas passando entre as fibras
musculares (Figs. 17 e 18), entre as quais foi possivel examinar a presenca de

varicosidades (Fig. 16B).



Fibras muito finas marcadas foram encontradas no epitélio ventral,
alcangando a superficie pediosa ventral (Fig.19). Nao foi observado nenhum
corpo celular marcado ao longo do segmento distal das fibras que se estendem
entre as células epiteliais.

Apesar de muitas fibras direcionarem-se para a regiao subepitelial dorsal
(Fig. 16B, 16C e 20), ndo foi possivel verificar claramente fibras marcadas no
epitélio dorsal do pé deste animal, devido a sua auséncia ou por sua presenca ter
sido mascarada pela intensa reagao inespecifica das glandulas exdcrinas, as
quais se localizam em maior numero nesta regido do integumento.

Nao foi possivel verificar a presenga de terminagdes de fibras nervosas
marcadas nos ganglios dos plexos pedioso e subepitelial. Ndo se pode afirmar,
pela espessura dos cortes escolhida para observar a distribuigcdo da inervagéo da
musculatura pediosa e do integumento, que as fibras marcadas que foram
encontradas juntas aos agrupamentos celulares que constituem os ganglios
periféricos, estivessem exatamente nos mesmos planos horizontais ou coronais,
ou seja, que as fibras estivessem passando por dentro dos ganglios periféricos e
fazendo conexdes com estes neurénios.

Também nao foram encontrados corpos celulares marcados em ganglios
periféricos, os quais poderiam estar enviando proje¢coes através dos nervos

pedais posteriores NP7-NP10, para os ganglios centrais.



DISCUSSAO

1 INERVAGAO PEDIGSA DE MEGALQBULIMUS QBLONGUS

Em M. oblongus, os ganglios pedais encontram-se na regido cefalica do
corpo do animal, posicionados ventralmente no complexo ganglionar
subesofageal, repousando sobre a glandula suprapediosa, de maneira muito
similar a descrita em Strophocheilus lorentzianus (SCOTT, 1939) e em Helix
(BULLOCK; HORRIDGE, 1965; KERKUT; WALKER, 1975).

Em gastropodes, a maioria dos nervos emergem lateralmente a partir dos
ganglios pedais e dirigem-se para o interior do pé suprindo as regides anterior,
média e posterior da musculatura pediosa e do integumento, alguns nervos
direcionam-se para a parede corporal dorsal a borda do pé e para o sistema
reprodutivo (HYMAN, 1967; DORSETT, 1986; LUCHTEL et al., 1997).

Muitos autores descreveram os nervos que emergem dos ganglios pedais,
em varias espécies de moluscos gastropodes, demonstrando grande divergéncia
quanto ao numero e areas inervadas pelos mesmos em diferentes espécies
(BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Estas diferengas quanto ao numero de nervos
que emergem dos ganglios pedais podem ter relagdo com o processo evolutivo,
com a variagdo de locais de origem dos nervos nos ganglios nas diferentes
especies e com o fato de que muitos nervos n&o possuem seus nomes

estabelecidos. Assim como, podem ser decorrentes de denominagcdes nao



uniformes utilizadas pelos autores em suas descri¢gdes, por considerar os nervos
em troncos ou separadamente. Ressalta-se que sequer as convengdes referentes
a nomenclatura dos nervos sao padronizadas (BULLOCK; HORRIDGE, 1965;
GRASSE, 1968; ROSENBERG, 1996)

Dentro de uma ampla variedade de convencgdes para a nomenclatura dos
nervos, pode-se utilizar numerais romanos para identificar os principais nervos
que emergem do ganglio e numeros arabicos ou letras na sequéncia para
identificar as ramificagdes de primeira ordem. De acordo com a origem dos nervos
em cada ganglio, estes devem ser numerados de maneira seriada crescente de
anterior para posterior (em uma dire¢cado horaria do lado direito e anti-horaria do
lado esquerdo) (BULLOCK; HORRIDGE, 1965; WILLOWS et al., 1973) e com o
mais dorsal assumindo numeragdo maior que o mais ventral (ROSENBERG,
1996).

No presente estudo, foi adotada a seguinte nomenclatura para os troncos e
nervos pedais, de acordo com sua origem em cada ganglio pedal. Os troncos
nervosos foram identificados por letras, de acordo a regido de origem no ganglio,
e foram ordenados de anterior para posterior e de dorsal para ventral, através de
nuameros romanos. Da mesma forma, as ramificagdes ocorridas na porgao
proximal da maioria dos troncos nervosos, foram identificadas dentro de seu
subgrupo, através de letras indicando a localizagdo, seguidas por numeros
arabicos para diferenciar os nervos de uma mesma regiao.

Em geral, os nervos pedais dos gastrépodes pulmonados, assim como em
M. oblongus, sao bilateralmente simétricos, partindo dos ganglios pedais também
simétricos. A existéncia de alguns casos de assimetria, ocorre devido a um nervo

que supre 6rgaos presentes em um sé lado do corpo, como é o caso do pénis,



presente somente do lado direito do animal, o que favorece o desenvolvimento
maior do ganglio pedal direito (DORSETT, 1986; LAWRENZ-MILLER,1977;
BULLOCK; HORRIDGE, 1965). A presenca deste foi descrita em gastrépodes
prosobranquios como truncatelideos (ROSENBERG, 1996) e opistobranquios
como Tritonia (WILLOWS et al., 1973) e Aplysia punctata (EALES, 1921 apud
BULLOCK; HORRIDGE, 1965).

Em Lymnaea stagnalis (gastrépode, pulmonado, basomatdéforo), foram
encontrados trés nervos pediosos oriundos ventralmente de cada ganglio pedal,
suprindo as regides anterior, central e posterior da musculatura pediosa e
integumento, e trés nervos com emergéncia mais dorsal, dois deles inervando o
integumento da parte da regido cefalica (préoxima aos tentaculos e aos labios) e a
regido antero-lateral da parede corporal, € um inervando o musculo columelar e
integumento da parte pdstero-lateral da parede corporal do pé, o qual foi descrito
emergindo medialmente em relagdo ao nervo pedioso posterior (JANSE, 1974;
DE VLIEGER, 1968; GRASSE,1968).

Em gastrépodes pulmonados estilomatéforos o numero de nervos pedais e
suas areas de inervagcdo aparecem descritos em varios trabalhos. Segundo
Essawy (1994) a partir de cada ganglio pedal de Eremina ehrenbergi, emergem
muitos nervos que inervam todas as partes do pé. Embora o numero destes
nervos seja dificil para estimar, a maioria dos animais dissecados apresentou 7
nervos principais de cada lado, alguns dos quais demonstraram mais de uma
ramificagcéo principal, e varias outras menores.

Em Helix foram descritos, no ganglio pedal, trés nervos cutadneos pedais
com origem na por¢ao antero-dorsal do ganglio, de 9 a 10 nervos originando-se

ventralmente e se dirigindo para a musculatura pediosa inferior (este numero



pode variar ligeiramente), um nervo que se originou um pouco mais dorsal que os
outros inervando a musculatura pediosa superior € dois nervos para a artéria
pedal (anterior e posterior) (BANG, 1916; BULLOCK; HORRIDGE, 1965; HYMAN,
1967; GRASSE, 1968; KERKUT; WALKER, 1975).

Em Stenogyra decollata foram descritos 8 nervos pedais emergindo de
cada ganglio pedal (WILLE, 1915 apud HYMAN, 1967), porém, neste mesmo
molusco, Grassé (1968) identificou a presenca de 11 a 13 nervos pedais. Em
Achatina fulica e Acavus phoenix foram encontrados 15 nervos e 11 nervos
pedais, respectivamente (WIGNARAJAH, 1960 apud HYMAN, 1967).

Scott (1939) descreveu os nervos que partem dos ganglios pedais em
Strophocheilus lorentzianus (pulmonata, stylommatophora). Um conjunto de
varios nervos passa ventral ao musculo retrator tentacular primeiro e inervam o
extremo anterior do pé e a zona vizinha a saida da glandula suprapediosa; um
grupo de nervos no lado direito passa ventral ao oviduto e chega até a éarea
genital; outro conjunto de nervos também originados na porg¢ao anterior do ganglio
que acompanha a artéria cervical penetrando na musculatura a da frente a
complexo ganglionar subesofageal; lateralmente, um nervo que passa dorsal ao
oviduto (a direita) penetrando na musculatura pediosa e inerva a porgao lateral do
pé; outro nervo que penetra na musculatura pediosa medialmente ao anterior
ventral ao oviduto (a direita); ainda varios nervos posteriores que se fundem na
musculatura entre os fasciculos dos retratores do pé em ambos os lados da
glandula suprapediosa; outras raizes posteriores dao nervos que penetram na
musculatura atras dos anteriores, concentrada préxima a linha mediana;
finalmente, o pacote de nervos posteriores, corresponde aos ultimos nervos

posteriores mediais do pé.



Os nervos de M. oblongus foram visualizados penetrando em diferentes
areas do pé, fornecendo inervagdo para toda a musculatura pediosa e
integumento pedioso, musculatura retratora do pé e glandula suprapediosa. Estes
nervos partem ao longo da superficie ventral e dorsal dos ganglios pedais, como
também foi visto em Lymnaea stagnalis (JANSE, 1974; DE VLIEGER, 1968;
GRASSE, 1968) e em Helix (KERKUT; WALKER, 1975; BULLOCK; HORRIDGE,
1965; BANG, 1916).

Em M.oblongus foram encontrados 10 troncos nervosos emergindo de
cada ganglio pedal, sendo que a maioria ramificou-se em sua por¢gao mais
proximal, originando um total de 41 nervos pedais. Com base no grande numero
de nervos originados a partir dos troncos supomos que as descrigdes dos nervos
pedais de diferentes espécies descritas acima se referem-se a troncos nervosos.
Sendo assim, o numero de troncos encontrados em M. oblongus esta préximo ao
numero descrito para outros gastropodes pulmonados terrestres, 7 em Eremina
ehrenbergi (ESSAWY, 1994), 15-16 em Helix (KERKUT; WALKER, 1975;
BULLOCK; HORRIDGE, 1965; BANG, 1916), 8-13 em Stenogyra decollata
(WILLE, 1915 apud HYMAN, 1967; GRASSE, 1968), 15 em Achatina fulica e 11
em Acavus phoenix (WIGNARAJAH, 1960 apud HYMAN, 1967). Em
Strophocheilus lorentzianus (SCOTT, 1939) o numero de nervos nao é definido,
mas o trajeto deles € muito semelhante ao dos nervos de M. oblongus.

Em cada ganglio pedal, o tronco posterior ramifica-se proximalmente,
originando dez nervos. Dentre estes, quatro estdo mais proximos da linha
mediana do pé, sendo dois nervos mais calibrosos (NP9, NP10) e dois mais finos
(NP7, NP8). Estes foram utilizados para a realizagdo de experimentos com

marcagao anterograda e retrograda, do presente trabalho, escolhidos dentre os



outros, devido a algumas facilidades em relagdo aos outros, como o calibre e a
localizagdo do grupo de nervos, faciltando a identificagdo e acesso; o
comprimento dos nervos, chegando a dois tercos do pé em NP10 e a sua
provavel importancia funcional por inervar uma grande area pediosa.

Como em M. oblongus, muitos moluscos apresentaram estes nervos
posteriores descritos como os mais calibrosos do pé, seguindo 0 mesmo trajeto
(paralelo a linha mediana do pé) e inervando a mesma regido pediosa. Este é o
caso de Phylloculis variegatus (SOARES, 2001), V. solea (GRASSE,1968),
Lymnaea stagnalis (JANSE, 1974; DE VLIEGER, 1968; GRASSE,1968), Eremina
ehrenbergi (ESSAWY, 1994), Strophocheilus lorentzianus (SCOTT, 1939) e Helix
(KERKUT; WALKER, 1975; BULLOCK; HORRIDGE, 1965; BANG, 1916).

Os troncos nervosos pedais de M. oblongus que emergem do ganglio
pedal, originaram nervos de diametros variados, com os mais calibrosos na
superficie ventral do ganglio. Dos cinco troncos ventrais partem 27 nervos para
todas as regides da musculatura e do integumento pedioso e um para a porgao
anterior da glandula suprapediosa. Dentre os nervos dorsais, seis nervos finos
enviam suas ramificacbes para o musculo retrator do pé e sete para musculatura
pediosa e superficie corporal dorsal, os quais geralmente apresentam uma
coloragao do tecido conjuntivo mais escura e penetram em local mais distante do
ganglio, quando comparado a muitos nervos ventrais.

Conforme o estudo anatémico previamente realizado por Peres (1994),
foram descritos 15 nervos emergindo de cada ganglio pedal de M. oblongus.
Destes, 13 dirigem-se para a musculatura pediosa, sendo dois para a regiao
anterior, cinco para a regido antero-medial, quatro para a regiao postero-medial e

dois para a regido posterior. Esta descricdo apresenta muitas divergéncias em



relagdo aos dados encontrados no presente trabalho, sugerindo que tenham sido
considerados somente os nervos mais calibrosos que emergem da superficie
ventral do ganglio. Os outros dois nervos descritos pela mesma autora, neste
animal, sao nervos finos responsaveis pela inervacéo da glandula suprapediosa.
No entanto, o que encontramos, neste mesmo animal, foi que a glandula
suprapediosa é inervada por um nervo (NAV1) o qual é o primeiro nervo que se
origina do tronco nervoso antero-ventral de cada ganglio pedal.

Scott (1939) também encontrou em Strophocheilus lorentzianus um nervo
que se origina entre as raizes anteriores e supre a glandula suprapediosa. Em
Veronicellidae, este nervo direciona-se para os bordos anteriores da glandula
suprapediosa, partindo também regido anterior do ganglio pedal (GRASSE,1968).
O suprimento nervoso através do nervo pedal para a glandula suprapediosa
também foi encontrado em Cyclophorus (BULLOCK; HORRIDGE, 1965).

Conforme o estudo anatbmico realizado por Peres (1994) no caracol
pulmonado M. oblongus, ndao foram descritos nervos pedais penetrando na
musculatura retratora do pé. Entretanto, foram encontrados, a partir do presente
trabalho, dois troncos nervosos (um anterior e um latero-posterior) que enviam
nervos, direcionados lateralmente, para as fibras da musculatura retratora do pé.
O numero maior de nervos foi encontrado inervando as fibras anteriores desta
musculatura. Conforme Faccioni-Heuser (1999), o musculo columelar deste
animal, inserido na columela da concha, direciona-se para a porgcao anterior do
pé, dividindo-se em varios fasciculos musculares, sendo que a maioria destes
projeta-se ventralmente para inserir-se na musculatura pediosa. Assim, estes
fasciculos musculares, denominados retratores do pé, apresentam uma estrutura

mais compacta, posteriormente, e mais ramificada anteriormente. Esta



distribuicdo dos feixes musculares e uma maior ramificagdo dos troncos
anteriormente, indicam um suprimento nervoso mais especifico a grupos de
células musculares, o que sugere movimentos mais finos de controle muscular da
regido anterior do pé deste caracol. Os movimentos de retragdo corporal fazem
parte do comportamento aversivo de Megalobulimus oblongus, cujo estudo
farmacoldgico foi descrito por Penha (2001).

Os nervos pedais que suprem o musculo columelar também foram
descritos em Cyclophorus (BULLOCK; HORRIDGE, 1965) e Lymnaea stagnalis
(JANSE, 1974; DE VLIEGER, 1968; FERGUSON; BENJAMIN, 1991), assim como
em Aplysia, suprindo o musculo retrator da cabeg¢a (BULLOCK; HORRIDGE,
1965).

Os nervos possuem a fungao de conduzir, através de suas fibras, impulsos
nervosos centrais para a periferia ou 6rgao efetor (impulsos eferentes) e da
periferia, através dos receptores, para o sistema nervoso central (impulsos
aferentes) (BERRY et al.,, 1995). Em gastrépodes ficou demonstrado que os
nervos que emergem dos ganglios pedais sao geralmente mistos, contendo
unidades motoras e sensitivos (BULLOCK; HORRIDGE, 1965; JAHAN-PARWAR,;
FREDMAN, 1978a; KANEKO; KATER, 1973).

Em Helix, os nervos mais dorsais que emergem dos ganglios pedais
possuem funcdes essencialmente sensoriais e 0s nervos de origem ventral estao
envolvidos diretamente com a locomogédo do animal (BULLOCK; HORRIDGE,
1965).

Embora em M. oblongus, ainda ndo se tenham bases suficientes para
caracterizar os nervos dorsais e ventrais como sensoriais ou motores, pode-se

inferir possiveis fungdes destes grupos, baseados nas areas de inervagao. Assim,



como 0s nervos ventrais mostraram-se direcionados para toda a extensdo da
musculatura e integumento pedioso, e para a glandula suprapediosa, estes
podem estar envolvidos diretamente na locomocéo, a qual € mantida por ondas
pedais (envolvendo a contragdo da musculatura pediosa) e secre¢ao de muco
para aderéncia e deslizamento do pé sobre o substrato. Estes nervos ventrais
também podem estar transmitindo informagbdes sensoriais oriundas do
integumento do pé e plexo periférico. Alguns nervos dorsais podem ter fungao
predominantemente sensitiva, ja que penetram na parede corporal podendo estar
inervando o integumento dorsal do pé. Porém, ndo € provavel que os outros
nervos dorsais que inervam 0s musculos retratores pedais, tenham papel
essencialmente sensitivo, ja que as ramificagdes nervosas penetram em células
musculares, sugerindo isto uma fungédo motora.

Deve-se reconhecer, entretanto, que a anatomia ndo é em si uma base
segura para dedugbes das fungdes, pois € importante considerar, por exemplo,
que embora o0s ramos ventrais estejam direcionando-se e penetrando na
musculatura, estes podem ainda assim, representar uma inervacao sensorial
proprioceptiva. Apenas estudos neurofisiolégicos, associados aos achados
anatbmicos, poderiam assegurar estas suposi¢coées, como as expostas acima.

Em gastréopodes, as fibras nervosas percorrem trajeto entre as células
musculares, e a medida que ocorre a aproximacao, apresentam intensa
ramificagcéo, originando varias fibras nervosas terminais que contactam com uma
ou mais células musculares adjacentes, embora uma unica célula muscular pode
apresentar varias terminagoes nervosas. Estas terminacdes nervosas possuem

aparéncia de grande continuidade protoplasmatica com o tecido muscular,



visualizadas como espessamentos das fibras nervosas, proximos as células
musculares (BULLOCK; HORRIDGE, 1965; FACCIONI-HEUSER et al., 1999a).

No presente trabalho, em M. oblongus, através da marcacgédo anterograda
dos nervos pedais NP7-NP10, foi possivel mapear o trajeto das fibras nervosas e
visualizar a localizagao das terminagdes nervosas. Os feixes nervosos, emitiam
ao longo de seu trajeto, varias ramificagbes, cada vez de menor diametro, as
quais se apresentaram muito finas em sua por¢ao terminal, algumas
demonstrando a presenca de varicosidades e terminando muito préximas as
células musculares. Este padrao foi descrito de forma semelhante por Faccioni-
Heuser et al. (1999a) em terminagdes neuromusculares, sugerindo que feixes
nervosos vindos diretamente do complexo ganglionar subesofageal em direcéo a
sola do pé de M. oblongus, possuem fibras que inervam diretamente as células
musculares.

Os nervos pedais freqientemente comunicam-se com outras ramificagdes
de nervos vizinhos, formando os plexos (BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Em M.
oblongus foi identificado um plexo subepitelial dorsal e um ventral e um plexo
pedioso localizado mais medialmente. Na regiao dorsal da musculatura pediosa,
ramos nervosos formam um plexo de fibras menos apertadas que na regiao
ventral da musculatura pediosa (FASSIONI-HEUSER et al., 1995; RIGON et al.,
1998; FACCIONI-HEUSER, 1999; MORIGUCHI-JECKEL, 2001).

A sensibilidade a varios estimulos quimicos e mecanicos € propriedade do
integumento localizado sobre a superficie dos moluscos, e com isso em todas as
regides do pé e parede corporal dorsal (LUCHTEL et al., 1997). Abaixo do epitélio
em todas as areas do integumento, podem ser encontrados corpos neuronais de

células receptoras sensoriais, as quais podem apresentar uma ou mais



ramificacbes dendriticas, que se estendem para a superficie entre as células
epiteliais e formam terminacdes nervosas livres na superficie do epitélio, e uma
fibra proximal, simples ou ramificada para dentro de um plexo nervoso subepitelial
(HYMAN, 1967; BULLOCK; HORRIDGE, 1965).

Conforme Luchtel et al. (1997), além de células aferentes primarias
localizadas nos ganglios dos plexos subepiteliais, existem também células
ganglionares que podem ser motoneurbnios, 0s quais enviam seus processos
para células musculares (BULLOCK; HORRIDGE, 1965). No presente estudo,
através da técnica utilizada e pela espessura dos cortes, ndo foi possivel
comprovar a presencga de fibras nervosas terminando diretamente nos ganglios
periféricos de M. oblongus. Mas, a aparente organizacado ramificada das fibras
nervosas marcadas encontradas no pé, sejam subepiteliais ou musculares,
permitem sugerir que provavelmente os ganglios periféricos, os quais também
fazem parte desta rede, devem estar relacionados aos nervos oriundos dos
ganglios pedais. Outras técnicas de marcagdo e cortes histolégicos com
espessuras menores serao realizadas para testar esta hipotese.

A intensa inervagao serotoninérgica no pé M. oblongus, demonstrada tanto
em fibras nervosas quanto em ganglios periféricos (FACCIONI-HEUSER, 1999), e
o grande numero de neurdnios serotoninérgicos encontrados nos ganglios pedais
deste animal (ZANCAN, et al. 1997), também reforcam a sugestdo de que os
neurbnios destes ganglios inervem ganglios periféricos, através dos nervos
pedais, mesmo que o procedimento técnico realizado no presente trabalho nao
permita esta verificagao.

A inervacado do pé (integumento + musculatura) de M. oblongus, também

mostrou intensa imunorreatividade a neuropeptidios, tais como substancia P e



FMRF-amida (RIGON et al., 1998; MORIGUCHI-JECKEL, 2001). Nao se pode
descartar assim a possibilidade de que algumas fibras marcadas com cloreto de
cobalto sejam peptidérgicas.

Corpos de células nervosas centrais com processos sensoriais distais ndao
sdo conhecidos em gastropodes, mas como sua ocorréncia foi vista em anelideos
e artropodes, ndo seria surpresa encontra-las (BULLOCK; HORRIDGE, 1965).
Conforme Luchtel et al. (1997), ja foram identificados axdnios sensoriais de
quimiorreceptores tentaculares projetando-se diretamente para o ganglio cerebral
de pulmonados aquaticos.

Neste estudo, fibras nervosas vindas diretamente dos nervos posteriores
mediais (NP7-NP10), sem contato sinaptico com ganglios periféricos,
apresentaram-se marcadas pelo transporte anterégrado de cloreto de cobalto, na
regido subepitelial ventral, chegando até a superficie pediosa ventral. A presenca
de axdnios constituintes dos nervos pedais posteriores terminando diretamente na
periferia do integumento, entre as células epiteliais indica que também seguem
pelos nervos pedais fibras sensoriais primarias.

Assim pode-se inferir que a partir das células neuronais de ganglios
centrais de M. oblongus, partem fibras aferentes, as quais chegam até a
superficie subepitelial ventral e fibras eferentes as quais inervam diretamente as

células musculares.



2 MARCAGAO RETRGGRADA

Com a realizacao da infusao retrograda de CoCl, através dos nervos NP7,
NP8, NP9 e NP10 seccionados, dos ganglios pedais direito e esquerdo, foi
possivel demonstrar a organizagao dos corpos celulares e fibras nervosas
marcadas em ganglios do SNC de Megalobulimus oblongus.

Com a utilizacao deste tipo da infusdo de cloreto de cobalto, foi possivel
identificar neurdnios isolados o0s quais enviam projecdées para 0S nhervos
seccionados (ALTRUP; PETERS, 1982; DAVIES, 1982). Assim, 0s corpos
neuronais marcados no SNC de M. oblongus, enviam fibras nervosas diretamente
para os nervos pedais NP7-NP10, através das quais o transporte de cloreto de
cobalto foi realizado.

As proje¢cdes que aparecem marcadas nos ganglios centrais e nao
terminam em somas neuronais, podem ser advindas de corpos de neurdnios
localizados ao longo dos nervos, em receptores subepiteliais das regides do
integumento (FACCIONI-HEUSER, 1999), nos ganglios periféricos ou em
diferentes ganglios centrais. Estas fibras provavelmente terminam no neuropilo
dos ganglios, onde ocorre o maior numero de sinapses (BULLOCK; HORRIDGE,
1965), e assim, podem estar integrando informagdes aferentes vindas de corpos
neuronais localizados ao longo dos nervos, nos ganglios periféricos e entre os
diferentes ganglios centrais, através de corpos celulares localizados em um
ganglio e que enviam projegdes para outro ganglio central. Como pode ser o caso
das fibras nervosas marcadas isoladamente nos ganglios cerebrais de M.

oblongus, através da marcagao dos nervos pedais, as quais podem ser advindas



de somas neuronais localizados em ganglios subesofageais que emitem
projecdes através dos conetivos cérebro-pedais e/ou cérebro-pleurais.

Em M. oblongus, através da infusdo de CoCl, nos nervos pedais NP7-
NP10, encontraram-se neurbnios (somas e proje¢cdes) marcados em todos os
ganglios, exceto nos ganglios cerebrais, os quais demonstraram somente a

presenca de fibras nervosas marcadas.

2.1 COMPLEXO GANGLIONAR SUBESOFAGEAL

Foi observado grande numero de neurénios marcados, ao longo de todo o
complexo ganglionar subesofageal deste animal. Os corpos celulares marcados
foram encontrados em maior niumero nos ganglios pedais, pleural e parietal
ipsilaterais a marcagao e, em menor numero no ganglio visceral e nos ganglios
pleural e parietal contralaterais a marcagdo. A grande quantidade de neurdnios
marcados encontrados em todo o complexo ganglionar subesofageal deste
animal, pode ser um forte indicio sobre a importancia funcional destes nervos em
M. oblongus.

Semelhantemente, a marcagdo de nervos pedais de Lymnaea stagnalis
(FERGUSON; BENJAMIN,1991), os quais suprem os musculos longitudinal dorsal
e columelar, muito importantes na retracdo do animal para dentro da concha,
revelou neurbnios localizados em todos os ganglios do SNC deste animal,
especialmente nos ganglios ipsilaterais a marcagéo.

Em M. oblongus, as fibras neuronais marcadas por cloreto de cobalto

apresentaram-se distribuidas por todo o complexo ganglionar subesofageal,



localizadas no neuropilo dos ganglios, comissuras pedais e conetivos. A
quantidade destas fibras mostrou-se proporcional ao numero de corpos neuronais
marcados nos diferentes ganglios. No ganglio visceral e nos ganglios parietal e
pleural contralaterais a marcagdo, poucos corpos de neurdnios assim como
poucas fibras apresentaram marcagdo. Estas fibras mostraram-se em maior
quantidade, proximas as regides de corpos neuronais marcados, como aconteceu
com fibras marcadas que passam do ganglio parietal ipsilateral a marcacgao para o
ganglio visceral, através da regiao anterior do conetivo parieto-visceral, regido do

ganglio visceral que apresenta maior numero de células marcadas.

Nos moluscos, os ganglios pedais estdo envolvidos na geragao e controle
dos padrbées locomotores (BULLOCK; HORRIDGE, 1965; DORSETT, 1986;
BULLOCH; RIDGWAY, 1995; PANCHIN et al. 1995a).

Os estudos referentes a locomocédo de moluscos indicam os neurbénios
localizados nos ganglios pedais como os responsaveis pelo programa motor
pedioso. Estes neurbnios, através de suas projecbes em nervos pedais,
transmitem impulsos gerados espontaneamente, cuja freqiéncia tem sido
correlacionada com ondas pedais em Helix (SCHUTT et al., 2000), Melampus
(MOFFETT, 1990) e Aplysia (JAHAN-PARWAR; FREDMAN, 1980).

Em M. oblongus, grande numero de neurénios localizados nos ganglios
pedais foram identificados com a infusdo de CoCl, nos cotos de nervos NP7-
NP10 que penetram no ter¢co posterior do pé. O ganglio pedal ipsilateral a
marcacao foi o0 que mostrou maior niumero de somas neuronais marcados.
Embora em menor quantidade, no ganglio pedal contralateral a marcagéo também

foi encontrada intensa marcagao de somas e fibras neuronais, principalmente em



regides ventrais deste ganglio. O padrao de marcacao dos dois ganglios pedais
nao mostrou diferencas em relacdo ao lado da marcacdo dos nervos, isto €, a
distribuicdo de fibras e corpos celulares marcados nos ganglios pedais ipsilateral
e contralateral a marcagao foi o mesmo, independente dos nervos marcados
(NP7-10 direitos ou esquerdos).

Muitos autores identificaram corpos celulares de neurdnios nos ganglios
pedais de espécies distintas de moluscos, através da marcagao retrograda de
nervos pedais. De uma maneira geral, ficou evidenciado que em nervos distintos
de diversos animais, a marcagao retrograda também demonstrou simetria no
padrdao de marcagao dos ganglios pedais, entre a marcagao realizada com nervos
da esquerda e a realizada com os mesmos nervos da direita. Os autores também
evidenciaram menor numero de neurdnios marcados no ganglio contralateral a
marcagao e intensa marcagao no ganglio ipsilateral. Este foi o caso da marcagao
realizada em nervos pedais de Clione (ZAKHAROV; IERUSALIMSKY, 1992) e
Tritonia (WILLOWS et al., 1973), em nervos columelares pedais (FERGUSON;
BENJAMIN, 1991) e troncos pedais de Lymnaea stagnalis (SLADE et al., 1981),
nervos pedais de Eremina ehrenbergi (ESSAWY, 1994), nervo parapodial
(McPHERSON; BLANKENSHIP, 1991a) e nervos pedais de Aplysia, a partir dos
quais também foi verificada a presenca de fibras marcadas no conetivo pedal-
pleural e na comissura pedal (HENING et al., 1979).

Em Megalobulimus oblongus, as comissuras pedais apresentaram
marcagao de fibras nervosas, as quais eram advindas do ganglio pedal ipsilateral
a marcagdo passando através destas para o ganglio pedal contralateral a
marcacgao. A quantidade de fibras marcadas foi maior na comissura anterior,

provavelmente devido a sua maior proximidade com regido de emergéncia dos



nervos marcados no ganglio pedal e com o grande numero de neurdnios
marcados na regido ventral do ganglio pedal contralateral a marcagéo, sugerindo
que as fibras marcadas na comissura anterior sejam projecdes destes neurdnios.

As comissuras pedais possuem um importante papel de mediacdo da
coordenagao entre o ganglio pedal direito e esquerdo, e logo, sobre o padréao
locomotor pedal (SLADE, 1981, ESSAWY, 1994, JAHAN-PARWAR; FREDMAN,
1980; FREDMAN; JAHAN-PARWAR, 1980). Segundo Willows et al., (1973), a
comissura pedal contém axdnios de numerosos neurénios que carregam impulsos
sensoriais, motores e associativos através da linha mediana para o ganglio pedal
oposto. Quando a comissura pedal € seccionada, deixando os ganglios pedais
sem conexao entre si, ocorre perda da coordenacao entre os dois lados do pé
(FREDMAN; JAHAN-PARWAR, 1980). Com isso podemos sugerir que em M.
oblongus, os corpos neuronais e fibras nervosas que apareceram marcados no
ganglio pedal contralateral tenham importante papel na coordenagédo entre os
ganglios pedais e, logo, entre os dois lados musculatura pediosa posterior do
caracol durante a locomocao deste animal. Isto explicaria parcialmente o fato de
que em situacdes normais, as ondas pedais ocorrem coordenadamente e
simetricamente em ambos os lados do pé.

O controle de movimentos unilaterais pediosos de Tritonia € promovido
principalmente por neurdnios localizados no ganglio pedal ipsilateral (WILLOWS,
et al.,, 1973). Em Aplysia, apesar da maioria dos motoneurbnios pedais
projetarem-se ipsilateralmente para a musculatura parapodial, foram também
encontrados motoneurdnios pedais que se projetam diretamente para a
musculatura parapodial contralateral (McPHERSON; BLANKENSHIP, 1991b). Isto

sugere a possivel existéncia de neurdnios motores no ganglio pedal contralateral



a marcagao de M. oblongus.

Os neurbnios do ganglio pedal que enviam proje¢cdes através de nervos
pedais, estdo localizados em maior quantidade proximos a emergéncia dos
nervos. Os nervos com origem na superficie ventral dos ganglios pedais possuem
funcdes essencialmente motoras (BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Este pode ser
um indicio da presencga de intensa atividade motora na regido ventral dos ganglios
pedais de M. oblongus, nos quais foram identificados grande numero de
neurénios marcados (ipsilaterais e contralaterais a marcagéo) que se projetam
para a musculatura pediosa posterior deste caracol. Apesar de um extenso grupo
de neurdnios pedais com atividade acetilcolinesterasica (AChE) terem sido
descritos por Zancan et al., (1994) também localizados em regides ventrais e
medioventrais dos ganglios pedais, ndo projetam fibras pelos nervos NP7-NP10.

No ganglio pedal ipsilateral a marcagdo, os neurdGnios marcados
concentraram-se em trés grupos principais, 0 grupo antero-medial, o grupo
postero-medial e o grupo péstero-lateral (regido préxima ao conetivo pedal-
pleural). Similarmente, no ganglio pedal contralateral a marcagédo, estes
apresentaram-se dispostos principalmente na regidao pdstero-central e péstero-
medial do ganglio, mas alguns neurdnios marcados também puderam ser
visualizados na regido antero-medial. No neuropilo dos ganglios pedais foi
possivel observar a marcagao intensa das fibras nervosas que se dirigem para
estes grupos, a qual se apresentou maior no ganglio pedal ipsilateral.

Em M. oblongus, além de intensa marcagao no neuropilo € nas comissuras
pedais, grande numero de neurdnios serotoninérgicos médios foi identificado nos
ganglios pedais circundando as comissuras, organizados ao longo da margem

medial de cada ganglio, prevalecendo em maior numero, entre a comissura



principal e a anterior (ZANCAN, 1996; ZANCAN et al. 1997). Parte destes
neurdnios identificados coincidem com a localizacdo de neurbnios marcados no
ganglio pedal ipsilateral de nervos posteriores pedais. No ganglio contralateral,
muitos neurdnios possuem distribuicdo semelhante, porém em menor numero.

Além de outros neurdnios médios imunorreativos a 5-HT terem sido
encontrados nesta mesma regido descrita em Lymnaea, em M. oblongus, um
neurdnio de 156 um, fracamente imunorreativo a serotonina, foi encontrado junto
a margem antero-medial em cortes ventrais de cada ganglio pedal. Este neurdnio
apresenta-se colocalizado com um neurdnio grande com aproximadamente o
mesmo diametro, marcado com cobalto, no génglio pedal ipsilateral aos nervos
marcados, em cortes proximos ou ao nivel da comissura anterior, sugerindo que
este par de neurbnios seja serotoninérgico, assim como muitos neurdnios também
marcados com cobalto nesta mesma regido.

Neurbnios pedais moduladores da natagdo em Aplysia (McPHERSON,;
BLANKENSHIP, 1991c) mostraram imunorreatividade a 5-HT. Em Tritonia, a
serotonina aumenta a atividade locomotora (McCLELLAN et al., 1994), assim
como em Clione (ARSHAVSKY et al., 1993) e Melampus (SNYDER; MOFFETT,
1989). Em Helix aspersa, ficou demonstrado que um grupo de neurbnios 5-HT
pedais tem acéo facilitadora na retragao corporal (BALABAN; CHASE, 1990). Nos
ganglios pedais de Lymnaea foi identificado um conjunto neuronal simétrico,
serotoninérgico, nos limites antero-mediais, o qual responde a estimulagdo com
excitagdo dos cilios pedais e aumento na producdo de muco, 0 que ocorre
também quanto a serotonina € injetada no pé deste animal (SYED et al., 1988).
Situacdo semelhante foi encontrada em M. oblongus, onde a aplicagdo de um

derivado analogo da serotonina no pé deste caracol aumentou o numero de



ondas pedais (ZANCAN et al.,, 1997) e a injegcdo de 5-HT no pé aumento das
ondas pedais e na quantidade de secreg¢dao de muco (PENHA, 2001).

Segundo Faccioni-Heuser (1999), tanto em fibras nervosas pedais quanto
em ganglios periféricos do pé deste caracol, foram detectadas fibras
serotoninérgicas. Estes fatores, somados as indicagdes referentes ao papel da
serotonina em outros moluscos, fornecem fortes indicacdes sobre o envolvimento
de neurdnios serotoninérgicos na atividade locomotora pedal em M. oblongus.

Dentre os neuropeptideos, foram identificados nos ganglios pedais de M.
oblongus, neurbnios imunorreativos a substancia P, metionina-encefalina e
FMRF-amida (ZANCAN, 1996; MORIGUCHI-JECKEL, 2001). Os ganglios pedais
apresentaram intensa reagao a substancia P (SP-ir) tanto em corpos celulares
quanto em fibras do neuropilo (ZANCAN, 1996). Na regiao antero-medial a
comissura principal (em planos ventrais e ventromediais dos ganglios) e
lateralmente aos conetivos pedais-pleurais foram detectados varios neurdnios
reativos a substancia P. Esta grande concentragdo de células SP-ir na regiao
ventral do ganglio pedal, coincide com a regido proxima a penetracdo das
numerosas fibras nervosas marcadas com CoCl, através dos nervos pedais.

Também foram observadas projecées MEnk-ir (imunorreativas a metionina-
encefalina) em direcao aos nervos pedais ventrais. Assim como grande numero
de neurbnios MEnk-ir dos ganglios pedais foram localizados em sua maioria em
cortes entre as comissuras principal e anterior (ventromediais), nas regides
mediais de cada ganglio (ZANCAN, 1996). No presente estudo, nestas regides e
no neuropilo do ganglio pedal ipsilateral a marcagédo, foi encontrada intensa
marcagao por cloreto de cobalto, sugerindo que muitos destes podem coincidir

com os SP-ir e os MEnk-ir.




Em M. oblongus, tanto fibras nervosas quanto os pequenos ganglios que
constituem os plexos periféricos, revelaram a presenca de fibras SP-
imunorreativas (RIGON et al.,, 1998). Poucos estudos fisiologicos e
comportamentais tém sido realizados, referentes ao papel da substancia P no
sistema nervoso de moluscos, apesar de existirem indicios baseados na
distribuicdo desta substdncia na medula espinhal de mamiferos, que esta
substancia esteja envolvida em mecanismos de percepg¢ao sensorial. Contudo,
informacdes a cerca da distribuicdo de neurdnios SP-ir, no sistema nervoso
central e periférico de M. oblongus e sua possivel relagdo com a inervagao
pediosa posterior, podem servir de indicios para a compreensio a cerca de sua
funcao.

Muitos dos varios neurénios MEnk-ir encontrados nos géanglios centrais de
M. oblongus podem estar envolvidos em fungdes modulatérias no amplo
repertério comportamental aversivo, pelo qual os animais detectam e reagem aos
estimulos nociceptivos (ZANCAN, 1996). O mapeamento dos somas que enviam
projecdes para nervos responsaveis pela inervagao da musculatura e integumento
pedioso posterior deste animal, realizada no presente trabalho, pode fornecer
embasamento referente a organizacdo anatomo-funcional para trabalhos
referentes ao envolvimento de neuropeptideos opidides no comportamento
aversivo.

Os neurbnios imunorreativos a FMRF-amida identificados em cortes
dorsais e ao nivel da comissura anterior dos ganglios pedais, na margem pdstero-
lateral, proxima ao conetivo pedal-pleural (MORIGUCHI-JECKEL, 2001), estao
localizados em regides onde também ocorreu grande concentragdo de neurdnios

marcados com cloreto de cobalto. Muitas fibras nervosas imunorreativas também



foram encontradas no neuropilo dos ganglios pedais e nas comissuras pedais, em
regides similares as mostradas com marcagdo com cobalto. Fibras com
imunorreatividade @ FMRF-amida, também foram localizadas na musculatura
pediosa e nos plexos subepiteliais e pedioso de M. oblongus. Este neuropeptideo
proporcionou a identificagcdo do plexo subepitelial dorsal, o qual ndo havia sido
localizado através de estudos com substdncia P (RIGON et al., 1998),
monoaminas € AChE (FACCIONI-HEUSER, 1999). A realizagdo de técnicas que
permitam a utilizagdo simultdnea de tracadores neurais e anticorpos pode
esclarecer sobre a possivel identidade quimica dos neurdnios que inervam o pé.

Neurbnios em outros ganglios centrais tém sido mostrados com axdnios
nos nervos pedais, e podem ter um papel importante na locomogédo (MOFFETT,
1990). Apds a infusdo de cobalto por nervos pedais, alguns autores relataram a
presengca de neurbnios marcados em outros ganglios do complexo ganglionar
subesofageal além dos ganglios pedais. Em Eremina ehrenbergi (ESSAWY,
1994), Tritonia (WILLOWS et al., 1973) e Aplysia (HENING et al., 1979;
MCPHERSON; BLANKENSHIP, 1991a), foram encontrados neurdnios marcados
também no ganglio pleural ipsilateral a marcagao. Em Clione além de marcagao
no ganglio pleural ipsilateral, Zakharov; lerusalimsky (1992), encontraram
neurénios marcados no ganglio parietal ipsilateral a marcagédo. Da mesma forma,
foi verificado a presengca de neurbnios marcados também no ganglio parietal
ipsilateral a marcagao e no ganglio visceral de Lymnaea stagnalis (SLADE et al.,
1981).

Assim como ficou demonstrado em Lymnaea stagnalis (KYRIAKIDES et al.,
1989; FERGUSON; BENJAMIN, 1991), em Clione (ZAKHAROV; IERUSALIMSKY,

1992), e em Eremina ehrenbergi (ESSAWY,1994), como também nos ganglios



pedais de M. oblongus, os neurbnios marcados no ganglio pleural ipsilateral a
marcagao, apresentaram simetria tanto para a marcacao realizada a partir dos
nervos pedais direitos quanto para aquela realizada a partir dos nervos pedais
esquerdos. Esta simetria ndo foi observada para os ganglios parietais, como
discutido adiante.

Em M. oblongus, os ganglios pleurais nao emitem nervos e apresentam-se
unidos com os ganglios pedais pelos conetivos pedais-pleurais, com os cerebrais
pelos conetivos cérebro-pleurais e com os parietais através dos conetivos pleuro-
parietais (PERES, 1994). Com isso, devido ao fato de ndo possuirem nervos é
provavel que o0s neurbnios localizados nestes ganglios enviem seus
prolongamentos para outros ganglios e/ou nervos de outros ganglios. De acordo
com este estudo, grande quantidade de neurénios pleurais ipsilaterais a marcagao
enviam seus prolongamentos para os nervos pedais NP7 e NP10, o que foi
demonstrado pela intensa marcacao de fibras e corpos celulares neuronais nestes
ganglios.

Em Aplysia foi evidenciado que o ganglio pleural serve para modular
neurbnios pedais envolvidos no padrédo gerador locomotor. Este sistema
modulador pleural ajusta a resposta motora através do conetivo pedal-pleural,
atuando nos neurbnios pedais geradores de padrdes locomotores, influenciando a
frequéncia da locomogao. Através dos conetivos cérebro-pleurais, os neurénios
pleurais atuam sobre os neurdnios comando cerebrais para iniciar a locomogao
para fuga ou para fazer a transigdo da locomogdo normal para a fuga. Os
neurénios comando dos ganglios cerebrais também interferem no sistema
modulador da locomogéo, controlado pelos ganglios pleurais, através de

conexdes sinapticas excitatdrias e inibitdrias localizadas em ambos os ganglios,



entre neurbnios cerebrais e neurdnios pleurais (JAHAN-PARWAR; FREDMAN,
1978b; 1979; 1980; FREDMAN; JAHAN-PARWAR, 1983; 1979; McPHERSON;
BLANKENSHIP, 1991a).

Em gastrépodes pulmonados, os nervos pedais possuem fibras de conexao
também com o ganglio pleural do lado oposto, indicando o ganglio pleural fornece
um importante centro de correlacdo para aferéncias e eferéncias pedais
(BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Isto explicaria o fato de terem sido encontradas
fibras marcadas em Megalobulimus oblongus, no ganglio pleural contralateral a
marcagao, as quais penetraram neste ganglio através do conetivo pedal-pleural
contralateral a marcacao.

Em M. oblongus, foi identificado grande numero de neurdnios
imunorreativos a FMRF-amida nos ganglios pleurais, os quais estavam
distribuidos de maneira uniforme ao redor do neuropilo e praticamente simétrica
nos ganglios pleurais esquerdo e direito (MORIGUCHI-JECKEL, 2001). Nesta
mesma espécie, através da marcagao de nervos pedais, foram identificados
neurénios marcados em grande numero no ganglio pleural ipsilateral a marcagao,
distribuidos lateral e medialmente ao neuropilo, da mesma forma que os
neurénios imunorreativos a FMRF-amida. O neurbnio gigante imunorreativo a
FMRF-amida identificado no ganglio pleural esquerdo nado foi marcado por
cobalto.

Segundo Small et al. (1992, apud MORIGUCHI-JECKEL, 2001), em Aplysia
foi demonstrado o envolvimento de neurénios FLI no comportamento reflexo de
retirada do sifao, quando submetido a estimulos nocivos. Os ganglios pleurais de
Tritonia, estao envolvidos em amplos movimentos corporais, principalmente nos

que envolvem contragbes musculares bilaterais para iniciar movimentos bruscos



(WILLOWS et al., 1973). O envolvimento dos ganglios pleurais no comportamento
aversivo de Lymnaea stagnalis também é ressaltado por Ferguson; Benjamin
(1991).

Estas evidéncias sugerem fortes indicios do envolvimento dos neurdnios
pleurais de M. oblongus, que se projetam para nervos posteriores pedais, em
alguma etapa do repertério comportamental aversivo deste animal. Esta reagéo
aversiva também envolve neurdnios parietais (FERGUSON; BENJAMIN, 1991).

Em M. oblongus, os ganglios parietais apresentam-se unidos aos pleurais
através dos conetivos pleuro-parietais e ao visceral através dos conetivos parieto-
viscerais. O ganglio parietal direito apresenta-se maior que o esquerdo, com
tamanho similar ao visceral (PERES, 1994). A marcagao realizada através dos
nervos pedais do ganglio pedal direito demonstrou diferengas entre o numero de
neurénios marcados nestes ganglios, quando comparado com a marcagao
realizada a esquerda.

Na marcacao realizada a esquerda, devido ao fato do ganglio parietal
esquerdo ser menor que o direito, a distancia entre o ganglio pedal esquerdo e o
ganglio visceral € menor do que a distancia do ganglio pedal direito ao visceral.
Com a infusdo realizada a esquerda, ocorreu um menor numero de células
marcadas no ganglio parietal esquerdo e maior marcagao de células no ganglio
visceral, do que nos ganglio parietal direito e visceral, em marcagao através do
ganglio pedal direito. Esta assimetria pode ser resultado do processo de torgéo
dos gastropodes na evolugédo. Apos a torgao corporal foram suprimidas algumas
estruturas de um dos lados do corpo (brénquias, por exemplo), e é discutida a
possibilidade de fusdo ganglionar resultante deste processo nos gastrépodes

(BULLOCH; HORRIDGE, 1965). Isto explicaria a diferengca de tamanho dos



ganglios parietal esquerdo e direito mostrados pelos moluscos pulmonados e a
assimetria que estes ganglios mostram na inervagéo.

Nos ganglios parietais contralaterais a marcacéo de nervos pedais direitos
e esquerdos, escassos corpos celulares apareceram marcados, assim como
poucas fibras nervosas. Estas fibras podem ser advindas do ganglio visceral, e
portanto do ganglio pedal ipsilateral a marcagdo, ou do ganglio pleural
contralateral a marcacgao, e portanto do ganglio pedal contralateral a marcagéo.

Segundo Dorsett (1986) os neurdnios do complexo de ganglios visceral e
parietais direito e esquerdo inervam o coragdo, o intestino, as gbnadas, as
glandulas anexas do aparelho reprodutor, a regido do pneuméstoma e o manto.
Segundo Peres (1994), em M. oblongus, a partir dos ganglios viscerais partem
quatro nervos que suprem o intestino, coragao, rim, gbnadas, manto e musculo
columelar. E, a partir do ganglio parietal direito partem 3 nervos que inervam a
cavidade palial direita, e do ganglio parietal esquerdo partem 2 nervos que
inervam a cavidade palial esquerda.

No ganglio parietal direito e esquerdo, com a marcagdo com cloreto de
cobalto através de nervos pediosos, os neurbnios marcados apresentaram-se
concentrados ao longo da regido anterior, proximos ao ganglio pleural direito e
esquerdo. E, no ganglio visceral a marcagao ocorreu em maior quantidade na
regido anterior do ganglio. Nessas regides, também foram encontrados neurdnios
com tamanho similar aos descritos apresentando imunorreatividade a FMRF-
amida (MORIGUCHI-JECKEL, 2001) e a metionina-encefalina (ZANCAN, 1996).

Estas evidéncias, somadas a presenga muitas fibras MEnK-ir nos conetivos
pedais-pleurais e muitos corpos celulares imunorreativos nos ganglios pedais,

proximos a emergéncia dos nervos pedais ventrais (ZANCAN, 1996) e, a



presenca de muitos somas neuronais imunorreativos a FMRF-amida em ganglios
pleurais e ganglios pedais, podem fornecer indicios referentes a presenca de
neurénios neuropeptidérgicos em proje¢cdes nos nervos pedais NP7-NP10 e
envolvimento de diferentes ganglios.

Assim, neurénios localizados nestes ganglios e que enviam proje¢des para
outros ganglios centrais, inclusive para nervos pedais, podem estar promovendo
funcao integrativa entre fungdes viscerais e de retragdo do animal para dentro da
concha através da contragdo do musculo columelar (FERGUSON; BENJAMIN,
1991), associadas as varias fungdes pedais, inclusive o comportamento aversivo.

Muitos pesquisadores descrevem o envolvimento de uma circuitaria de
varios ganglios durante o processamento de informagdes. A hipétese é que exista
um forte mecanismo de retro-acdo entre estes centros (SCHUTT et al., 2000).
Estudos tém sido realizados sobre conexdes sinapticas de neurbnios dos
diferentes ganglios envolvidos no padrdo gerador central do comportamento
respiratorio de Lymnaea stagnalis (SYED et al.,1990; SYED et al.;1991; SYED,;
WINLOW, 1991a; 1991b; INOUE et al., 1996), no envolvimento do sistema
nervoso no aumento da freqliéncia cardiaca associada com a locomogao de
Megalobulimus sanctipauli (ROMERO; HOFFMANN, 1991) e no comportamento
aversivo de Lymnaea stagnalis o qual conta com a participagdo dos ganglios
centrais, especialmente nos ganglios pleurais, cerebrais e parietal esquerdo

(FERGUSON; BENJAMIN, 1991).




2.2 GANGLIGS CEREBRAIS

Em gastropodes, os ganglios cerebrais apresentam-se localizados
anteriormente no animal, e em posicdo dorso-mediana sobre o esb6fago. Os
ganglios cerebrais estdo unidos através da comissura cerebral, e conectados com
0s ganglios pedais e pleurais, através dos conetivos cérebro-pedais e cérebro-
pleurais. Os nervos cerebrais partem da regido ventral destes ganglios e os
conetivos emergem na regido medial, préximos a comissura cerebral (PERES,
1994).

Os nervos cerebrais sao mistos, contendo axénios derivados de receptores
primarios localizados centralmente e perifericamente e interneurdnios de primeira
ordem os quais analisam os estimulos tateis e quimiosensoriais e enviam a
informacédo para outros ganglios (DORSETT, 1986; SCOTT, 1939; KERKUT,;
WALKER, 1975).

Em pulmonados, assim como em M. oblongus, os ganglios cerebrais séo
divididos em pro-cérebro, mesocérebro e pos-cérebro. O pds-cérebro é subdivido
nas seguintes regides: o lobo comissural localizado na porgao 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; PERES, 1994).

Os ganglios cerebrais sado estruturas nervosas onde as informacgdes
sensoriais s&do integradas e as agdes motoras desencadeadas e moduladas
(RATTE; CHASE, 1997). Podem ser considerados como centro de integragao
nervosa, através conexdes diretas com outros ganglios como o pleural, pedal e

bucal. Devido a grande quantidade de informacbes recebidas, os ganglios



cerebrais sdo capazes de processa-las e gerar impulsos motores de comando,
podendo servir como centro de diferentes comportamentos. Como a via de
translacao dos sinais sensoriais para impulsos de comando nao € bem conhecida,
tornam-se necessarios os estudos sobre o principio de organizagdo do sistema
nervoso central (HERNARDI, 1992).

Muitos autores relacionam os ganglios cerebrais de gastropodes com os
comportamentos alimentar (BULLOCH; RIDGWAY, 1995) e locomotor (CHASE;
TOLLOCZKO, 1989; DELIAGINA; ORLOVSKY, 1990b, GAMKRELIDZE et al.,
1995), de orientagao espacial (PANCHIN et al., 1995b), comportamento sexual
(CHASE, 1986) e fungdes sensoriais olfativas (CHASE; TOLLOCZKO, 1993).

A realizagdo de marcacao retrograda através dos nervos pedais NP7-
NP10, em M. oblongus, nédo revelou corpos celulares marcados no ganglio
cerebral. Porém, foram encontradas fibras marcadas em cortes horizontais ao
nivel da comissura cerebral destes ganglios, advindas dos conetivos cérebro-
pedal e cérebro-pleural, concentradas principalmente em areas mediais destes
ganglios.

Embora tenham sido visualizadas poucas fibras marcadas no neuropilo dos
ganglios cerebrais, estas apresentaram-se mais concentradas na regido
neuropilar ventral ao pro-cérebro e lateral ao mesocérebro.

O pré-cérebro é considerado um alto centro sensorial especialmente de
receptores tentaculares, os quais sao provavelmente quimiorreceptores
(BULLOCK; HORRIDGE, 1965). O pré-cérebro em pulmonados terrestres
apresenta envolvimento no processo olfatério (CHASE, 1986; CHASE;
TOLLOCZKO, 1989; RATTE; CHASE, 1997). Estudos em Achatina fulica

revelaram que o pré-cérebro recebe aferéncias pelo nervo tentacular e emite



projecdes para um grupo de neurdnios no ganglio pedal, através do conetivo
cérebro-pedal. Esta conexdo poderia representar um papel do pré-cérebro na
intermediacao da informacgao olfativa como um determinante do comportamento
locomotor (CHASE; TOLLOCZKO, 1989). As fibras identificadas nos ganglios
cerebrais, através da marcagao retrograda dos nervos pedais posteriores NP7-
NP10, localizadas proximas ao pro-cérebro, poderiam estar conectadas com
axbénios de neurbnios desta regido que se projetam para a regidao neuropilar do
pré-cérebro, sugerindo uma integragdo de informagdes advindas de estruturas
cefalicas, com informagdes ou comandos motores pedais.

A comissura cerebral e a regido anterior do neuropilo dos ganglios
cerebrais foram as areas que apresentaram intensa imunorreatividade ao
peptideo substancia P (ZANCAN, 1996). Esta localizagdo coincidiu com as fibras
marcadas por cloreto de cobalto, nestes ganglios, sugerindo a possibilidade de
que estas possam ser de neurdnios SP-ir.

Também foram encontrados neurbnios pedais imunorreativos a SP,
localizados na regiao lateral dos conetivos pedais-pleurais, os quais emitem fibras
SP-ir para o conetivo cérebro-pedal, o qual se encontra exatamente no limite
entre os ganglios pedal e pleural (ZANCAN, 1996). Da mesma forma, os
neurénios pedais SP-ir estdo localizados na mesma regido em que foram
encontrados somas neuronais marcados por CoCl, nos ganglios pedais
ipsilaterais a marcagdo. Assim como, as fibras SP-ir que se projetam para os
conetivos cérebro-pedais, também estdo localizadas na mesma regido que as
fibras marcadas com CoCl,, no conetivo cérebro-pedal ipsilateral a marcagao.
Assim, sugere-se que neurdnios pedais postero-laterais reativos a substancia P,

possuam projecdes na musculatura pediosa posterior e nos ganglios cerebrais, e



que possam estar, assim participando da integracao entre diferentes centros.

Na regido do mesocérebro de M. oblongus onde foram encontradas fibras
marcadas por CoCl,, foi coincidente com a localizagdo de corpos celulares
reativos a FMRF-amida (MORIGUCHI-JECKEL, 2001) descritos nos ganglios
cerebrais deste animal. O mesocérebro € bem desenvolvido somente em
estilomatoforos adultos (BULLOCK; HORRIDGE, 1965). De acordo com estudos
realizados em Helix aspersa, referentes ao comportamento sexual, o
mesocérebro estaria envolvido com esta atividade, possuindo neurbnios que
direcionam suas fibras para o nervo peniano (CHASE, 1986). Conforme relatado,
em M. oblongus, fibras marcadas com CoCl, ascendem de nervos pedais do
mesmo lado passando pelo ganglio pedal e/ou pleural ipsilateral a marcacéo, e
através de vias ipsilaterais diretas até o ganglio cerebral do mesmo lado
marcando fibras localizadas no mesocérebro. A presenca destas vias marcadas
no mesocérebro pode estar indicando uma possivel atividade aferente integrativa
da atividade locomotora com o comportamento sexual de M. oblongus.

No presente estudo, foram identificadas fibras marcadas nos conetivos
cérebro-pedal e cérebro-pleurais, no neuropilo do pds-cérebro ipsilateral a
marcagao de nervos pedais, assim como cruzando a comissura cerebral e
enviando projegdes para o pés-cérebro contralateral. Em Helix, foram observadas
fibras ascendentes do ganglio pedal percorrendo vias aferentes ipsilaterais a
nervos pedais e terminando no pds-cérebro de ganglio cerebral. Também foram
observadas fibras de origem desconhecida, mas possivelmente advindas do
pleural ou outros ganglios subesofageais, que percorrem o conetivo cérebro-
pleural e enviam colaterais para o neuropilo do pds-cérebro ipsilateral e também

no contralateral, passando através da comissura (BULLOCK; HORRIDGE, 1965).




Foram identificados neurénios localizados no pds-cérebro de Helix que
enviam projecdes eferentes para os conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural
(BULLOCK; HORRIDGE, 1965). Estes neurdnios poderiam estar conectados com
fiboras aferentes pedais do poés-cérebro, marcadas com cloreto de cobalto e
também descritos em Helix, porém, com os experimentos realizados nao foi
possivel marcar neurdnios pos-sinapticos, ja que a técnica marca apenas Corpos
celulares e projegdes de neurdnios isolados.

Foram encontrados varios neurbénios imunorreativos a FMRF-amida do
pos-cérebro de M. oblongus (MORIGUCHI-JECKEL, 2001) assim como muitos
neurénios SP-ir na regiao postero-medial do pds-cérebro deste animal, o que
reforca indicacbes de envolvimento destes neuropeptideos em vias cerebrais
envolvidas na locomocao deste caracol.

A existéncia de neurbnios do pds-cérebro que enviam projegcdes para 0s
tentaculos e palpos labiais de M. oblongus (STABILE et al.,, 1998) sugere uma
possivel relacdo de envolvimento de vias possivelmente locomotoras que
ascendem do complexo ganglionar subesofageal (marcadas com cloreto de
cobalto no presente estudo) com neurbnios do pos-cérebro que inervam
tentaculos e palpos labiais.

Em Clione limacina os neurOnios cerebrais que afetam o controle da
locomogao estdo localizados na zona rostromedial, caudomedial e central do
ganglio cerebral (PANCHIN et al., 1995b; ARSHAVSKY, et al., 1993). Neste
ganglio foram identificados grupos de neurbnios distintos que enviam fibras
nervosas através dos conetivos cérebro-pedal e/ou cérebro-pleural ipsilateral,
contralateral ou ambos. Similarmente, em M. oblongus, fibras marcadas nos

ganglios cerebrais, através de nervos pedais, foram encontradas principalmente



em regides mediais dos ganglios, comissura, mesocérebro e pds-cérebro.

Existem evidéncias sugerindo que as fibras que seguem do complexo
ganglionar subesofageal para os ganglios cerebrais sdo aferentes. Segundo
Panchin et al. (1995a), a maioria das informagdes sensoriais que afetam os
movimentos das nadadeiras e da cauda de Clione limacina projeta-se para o
ganglio cerebral. Em Aplysia, os conetivos cérebro-pedal e cérebro-pleural
conduzem informacdes aferentes para os neurbnios comando cerebrais e
eferentes, destes para o complexo subesofageal, possuindo papel fundamental no
inicio e término da locomoc¢&o. Quando os conetivos entre o ganglio cerebral e os
outros ganglios periesofageais foram seccionados, a locomogéao é eliminada tanto
no rastejamento (A. californica) quanto na natagao (A. brasiliana), mas os animais
lesionados continuam sendo capazes de gerar ocasionais ondas pedais ou
parapodiais (JAHAN-PARWAR; FREDMAN 1979), com os impulsos dos nervos
mais lentos, menos vigorosos e menos frequentes, sugerindo que os ganglios
cerebral e pleural afetam o controle do ganglio pedal e logo da locomogéao
(JAHAN-PARWAR; FREDMAN,1980). Em Planorbis corneus, o0s conetivos
cérebro-pedais funcionam como "vias de comando", as quais transmitem
informacdées dos neurdnios cerebrais para neurbnios efetores pedais
(McPHERSON; BLANKENSHIP, 1991a).

Em Melampus, eletrodos colocados nos conetivos cérebro-pedais e
cérebro-pleurais revelaram que durante o inicio da locomog¢ao, a maior parte da
atividade nos conetivos cérebro-pedais segue em direcdo ao ganglio pedal,
possivelmente por atuacdo de neurbnios ‘comando cerebrais”. E a maioria da
atividade do conetivos cérebro-pleural € seguida em dire¢cao ao ganglio cerebral,

intensamente durante a locomocgao, refletindo o ritmo pedal (MOFFETT, 1990;



SNYDER; MOFFETT, 1990).

Estas relagdes entre diferentes centros ganglionares do SNC tém
estimulado muitos pesquisadores a relacionar projecdes de neurdnios dos nervos
pedais, especialmente com os ganglios cerebrais.

A marcacao retrograda com cloreto de niquel através do nervo parapodial
de Aplysia, revelou a presenga de fibras marcadas ascendendo para o ganglio
cerebral através do ganglio pleural (McPHERSON; BLANKENSHIP, 1991a).
Essawy (1994) por meio da mesma técnica aplicada ao nervo mais calibroso e
posterior do ganglio pedal de Eremina ehrenbergi, detectou alguns axdnios
tracados no conetivo cérebro-pleural, sem a marcacido de somas neuronais no
ganglio cerebral. Com a marcagao do nervo pedal N9 (o nervo mais posterior) de
Clione limacina, o qual supre o grupo ventral de células musculares e o epitélio,
também nao foram encontrados neurénios marcados no ganglio cerebral. Porém,
através da marcacdo de outros nervos pedais desta mesma espécie foram
identificados  neurbnios marcados no ganglio cerebral (ZAKHAROV;
IERUSALIMSKY, 1992). Slade et al. (1981) encontraram células marcadas no
ganglio cerebral ipsilateral e algumas ocasionais no contralateral a marcagao de
nervos pedais de Lymnaea stagnalis. Demonstrou-se a existéncia de neurdnios
localizados no ganglio cerebral e no conetivo cérebro-pedal, os quais enviam seus
processos através de um nervo pedal responsavel pela inervacdo do musculo
retrator do pénis de Helix pomatia (EBERHARDT; WABNITZ, 1979). Em Lymnaea
stagnalis, quando os nervos columelares sdo marcados, ocorre marcagao similar
dos lados direito e esquerdo, como uma imagem em espelho, corando neurénios
no ganglio cerebral ipsilateral a marcacdo (FERGUSON; BENJAMIN, 1991.

Segundo Hening et al. (1979), através dos nervos pedais de Aplysia, foram



marcadas fibras no conetivo cérebro-pedal e somas no ganglio cerebral.

Os experimentos de marcacao realizados no presente trabalho forneceram
diversas suposi¢coes sobre as relagdes anatomo-funcionais entre os ganglios
centrais de M. oblongus. Com base nas hipoteses sugeridas, trabalhos futuros
que enfoquem estudos sobre os circuitos neurais subjacentes as rotinas
comportamentais que envolvam os mecanismos locomotores pedais, poderao ser

desenvolvidos.




CONCLUSOES

A descricdo anatbmica dos nervos que emergem dos ganglios pedais de

Megalobulimus oblongus permitiu concluir que:

1. O numero, a projecao e as areas de inervacdo dos nervos pedais a partir
dos ganglios pedais direito e esquerdo, sao simétricas. Pequenas variagdes foram
encontradas na posi¢cao e numero das ramificagcdes dos nervos do lado esquerdo
e direito.

2. Os nervos pedais projetam-se ipsilateralmente de cada ganglio pedal e
inervam a musculatura e integumento pedioso, musculo retrator do pé e glandula
suprapediosa.

3. Dez troncos nervosos emergem de cada ganglio pedal, sendo cinco dorsais
e cinco ventrais. Os troncos ventrais dividem-se logo apdés a sua emergéncia
originando um grande numero de nervos. Esta situacdo ocorre também com
alguns troncos originados na superficie dorsal, porém, outros dividem-se mais
distalmente. A medida que os troncos nervosos afastam-se dos ganglios, se
direcionando para o érgao efetor, seus didametros diminuem (em diferentes niveis,

dependendo do nervo) e a ramificagdo aumenta.



4. O primeiro tronco nervoso pedal (TADS), logo apds sua emergéncia na
superficie dorsal na regido anterior do ganglio pedal, origina cinco nervos finos
(NADS1-5) que suprem as fibras mais anteriores da musculatura retratora do pé.
5. O segundo tronco nervoso pedal (TADI) logo apds sua emergéncia na
superficie dorsal na regido anterior do ganglio pedal, origina dois nervos (NADI1-
2) que suprem a musculatura pediosa e integumento da regido antero-lateral do
terco anterior do pé.

6. O terceiro tronco nervoso pedal (TAV), logo apds sua emergéncia na
superficie ventral na regido anterior do ganglio pedal, origina cinco nervos (TAV1-
5) que suprem a porcao anterior da glandula suprapediosa (NAV1) e a
musculatura pediosa anterior (NAV2-4).

7. O quarto tronco nervoso pedal (TLAD), logo apdés sua emergéncia na
superficie dorsal na regiao latero-anterior do ganglio pedal, origina quatro nervos
(NLAD1-4) que suprem a musculatura e o integumento pedioso desta regido no
terco anterior do pé.

8. O quinto tronco nervoso pedal (TLAV), logo apdés sua emergéncia na
superficie ventral na regido latero-anterior do ganglio pedal, origina dois nervos
(NLAV1-2) que suprem a musculatura pediosa desta regido, no tergo anterior do
pé.

9. O sexto tronco nervoso pedal (TLPD), logo apdés sua emergéncia na
superficie dorsal na regiao latero-posterior do géanglio pedal, origina varias
ramificagbes distais ao ganglio pedal que suprem a musculatura e integumento
pedioso da regido péstero-lateral, no terco médio do pé.

10. O sétimo tronco nervoso pedal (TLPV), logo apds sua emergéncia na

superficie ventral na regiao latero-posterior do ganglio pedal, origina cinco nervos



(NLPV1-5) que suprem a musculatura pediosa desta regiao, entre o terco anterior
€ 0 médio do pé .

11. O oitavo tronco nervoso pedal (TPLD), origina-se na superficie dorsal e
regido poéstero-lateral do ganglio pedal, proximo ao ganglio pleural, e inerva a
regido mais posterior do musculo retrator do pé

12. O nono tronco nervoso pedal (TPLV), logo apés sua emergéncia na
superficie ventral na regiao péstero-lateral do ganglio pedal, origina seis nervos,
(NPLV1-6) que suprem a musculatura desta regiao, no ter¢co médio do pé.

13. O décimo tronco nervoso pedal (TP) apds sua emergéncia na superficie
ventral e posterior do ganglio pedal, origina dez nervos (NP1-10) que suprem a
musculatura pediosa posterior. Destes nervos os NP1-NP6 penetram no terco
médio do pé e N7-NP10, seguem ao longo da linha média do pé e inervam o tergo

posterior do pé deste caracol.

Através da infusdo de cloreto de cobalto através de coto distal e proximal

dos nervos NP7-NP10 seccionados de M. oblongus, foi possivel concluir que:

14. Estes nervos seguem através da regido medial do pé passando entre as
células musculares, direcionando-se para a extremidade posterior do pé e
enviando ramificacbes laterais ao longo do trajeto. A partir destas, as fibras
inervam a musculatura pediosa e a regido do integumento dorsal e ventral.

15. Fibras nervosas advindas destes nervos inervam diretamente células
musculares pedais e integumento pedioso ventral.

16. As fibras axonais que constituem os nervos NP7 a NP10 originam-se de

neurénios de todos os ganglios centrais, exceto dos cerebrais.



17. Os neurbnios dos ganglios pedais e pleurais que se projetam pelo tronco
nervoso posterior estdo distribuidos de forma simétrica nestes ganglios, ou seja
um numero igual de somas de neurdnios, localizados simetricamente nestes
ganglios, possuem projecdes que seguem pelo tronco nervoso posterior direito e
esquerdo. Isto sugere uma inervagao de forma simétrica para a porgao posterior
do pé.

18. Os nervos NP7 a NP10 originam-se principalmente de neurdnios ipsilaterais
a regidao de inervagcdo do pé, embora um pequeno numero de neurbnios que
inervam o pé por estes nervos estdo localizados em ganglios contralaterais a
regido de inervacao do pé.

19. Os neurdnios dos ganglios pedais que se projetam para o pé através do
tronco nervoso posterior estdo principalmente localizados nas regides
ventromedial e ventral destes ganglios. Os neurbnios do ganglio pedal
contralateral ao lado inervado do pé estdo localizados principalmente na porgéao
mais ventral do ganglio pedal e projetam-se para os nervos contralaterais
provavelmente pela comissura pedal anterior, deduzido pela quantidade bem
maior de fibras marcadas nesta comissura em comparagéo a comissura principal
medial. Esta inervacao realizada pelos ganglios contralaterais sugere um papel
importante na coordenacéo bilateral dos movimentos do pé.

20. Grande numero de corpos celulares neuronais distribuidos em toda a regiao
cortical dos ganglios pleurais, enviam suas proje¢des ipsilateralmente, para a
regido pediosa inervada pelos nervos NP7-NP10. Esta inervacéo fornecida pelos
ganglios pleurais ipsilaterais a inervagao sugere sua participagdo na modulagéo

dos movimentos do pé e no repertdrio comportamental aversivo.



21. Neurdnios localizados principalmente na regidao antero-medial dos ganglios
parietais e visceral enviam projecées que seguem um trajeto ipsilateral através
dos conetivos e neuropilo dos ganglios parietal, pleural e pedal e penetram em
nervos pedais do mesmo lado (NP7-NP10), inervando a regido posterior do pé de
M. oblongus. Estes neurbnios podem estar integrando fungdes viscerais a
atividade locomotora pediosa.

22. Os ganglios cerebrais recebem aferéncias advindas de neurdnios com
projecdes dos nervos NP7-NP10 através dos conetivos cérebro-pedal e cérebro-
pleural ipsilateral a inervacao pediosa. Estas fibras terminam no mesocérebro
ipsilateral a inervagao pediosa, pds-cérebro de ambos os ganglios cerebrais, no
neuropilo ganglionar e comissura cerebral. Estas fibras sugerem que as
informacgdes recebidas através das fibras nervosas sejam aferentes e estejam
relacionadas com vias neurais envolvidas no repertério comportamental deste
animal.

23. Em fungao do aspecto calibroso e longo do conjunto de nervos pedais NP7 a
NP10 em comparagao aos demais nervos pedais e pelo fato de sua marcagao ter
resultado na identificagdo de um numero consideravelmente grande de somas
neuronais ganglionares e de terminagcbes nervosas em fibras musculares e
regides subepiteliais do pé de Megalobulimus oblongus, pode-se concluir que
estes nervos possuem importante papel no suprimento nervoso de uma extensa

area do pé deste caracol.
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APENDICE

Relagdo das espécies ou grupos de esp6eies citadas no trabalho, de
acordo com a classificagdo zoologica (HYMAN, 1967, BARNES et al. 1993,
RUPPERT e BARNES, 1994). Alguns grupos de seres vivos nao citados no
trabalho podem constar nesta listagem apenas para auxiliar na posigao dos
animais citados na escala zooldgica. Ao, lado do nome dos grupos segue, entre
parénteses, descrigdo geral e nomes populares ou cientificos, como exemplos de
seus representantes mais conhecidos.

SUPER-REINOS
Procariote
- Bactérias, virus, cianoficeas.
Eucariote
REINOS
Protistas (unicelulares)
Plantae (multicelulares)
Fungi
Animalia
FILOS
Porifera (esponjas)
Cnidaria = Celenterados (simetria radial. hidras, medusas, anémonas,
corais)
Platyhelminthe (vermes achatados.' plancirias., Schistosoma, Taenia)
Nematoda (verme com simetria radial no eixo longitudinal; Caenorhabitis)
Echiura (vermes celomados ndo-segmentados, marinhos, Urechis)
Annelida (corpo vermiforme dividido em segmentos)
CLASSES
Polycheta (corpo com cerdas; marinhos. Nereis)
Clitellata
SUBCLASSE
Oligocheta (predominantemente terrestre ou de agua doce,
minhocas, Lumbricus)
Hirudinea (sanguessugas, Hirudo; Haemopis)

Mollusca

- Corpo altamente variavel em forma, mas freqiientemente cénico
e alongado no plano dorsoventral, formando uma "corcunda
visceral"; com uma cabecga anterior que origina os olhos e
tentaculos sensoriais e um grande pé ventral achatado. Mas
todas estas caracteristicas estdo sujeitas a consideraveis
modificagdes. Possui 8 classes, das quais 2, gastrépodes e
bivalvos, possuem 98% das espécies vivas de moluscos.
Algumas destas classes s&o citadas abaixo.



CLASSES

Polyplacophora (corpo achatado dorsoventraimente, alongado; a
concha dorsal constitui-se de 8 placas seriadas superpostas; cabeca
pouco desenvolvida; quiton)

Gastropoda (maior numero de representantes; o plano basico
corporal é constituido de um pé ratejador bem desenvolvido, cabega
bem definida, contendo uma radula (aparelho mastigador), um par
de olhos e um ou mais pares de tentaculos sensoriais. A cabecga e o
pé sdao completamente retrateis para dentro de uma concha em
forma hélico-espiral)

SUBCLASSE

Prosobranchia (a cavidade do manto esta localizada anteriormente)
Ordem Archeogastropoda (Haliotis, marinho)
Ordem Mesogastopoda (Pomacea, ag. doce; Littorina, mar.;
Cicloforos (terrestres), Truncatelideos (terrestres)
Ordem Neogastropoda (Murex, Rapana, Buccinum, Conus)

Opistobranchia (redugdo ou perda da concha e da cavidade do
manto, com 2 pares de tentaculos, marinhos)
Ordem Cephalaspidea (Phifine, Bulla)
Ordem Aplysiacea (Aplysia)
Ordem Notaspidea (Pleurobranchea)
Ordem Nudibranchia (Tritonia, Clione, Hermissenda)

Pulmonata (branquias ausentes, cavidade do manto no lado direito

convertida em uma camara vascularizada para trocas
gasosas com o ar; maior centralizagdo do SN)

Ordem Basommatophora (com um par de tentaculos, olhos
situados préximos a base do tentaculo; a maioria de
agua doce; possui 11 familias)

Superfamilia Lymnaeacea
Familia Lymnaeidae (Lymnaea)
Superfamilia Ancylacea
Familia Planorbidae (Biomphalaria, Planorbarius,
Planorbis, Helisoma)
Ordem Systellomatophora
Familia Verocinellidae (Laevicaulis altae)
Ordem Stylommatophora (terrestres, com ou sem concha; 2

pares

de tentaculos, sendo que o par posterior sustenta

o olho

na extremidade; possuem 58 familias. A

classificacédo é



baseada na morfologia do sistema excretor, o
qual
define 4 subordens)
Subordem Orthurethra
Subordem Mesurethra
Familia Megalobulimidae (Megalobulimus oblongus)
Familia Strophocheilidae (Strophocheilus)
Subordem Heterurethra
Familia Succineidae (Succinea, habito anfibioso)
Subordem Sigmurethra
Familia Achatinidae (Achatina)
Familia Bulimulidae (Bulimus)
Familia Arionidae (Arion, Ariolimax - concha reduzida,
envolvida pelo manto; lesmas)
Familia Limacidae (Limax, Agriolimax ou Deroceras,
Cryptozona)
Familia Helicidae (Cepeaea, Helix, Theba, Hellicela)

Bivalvia (corpo completamente contido dentro de um par de
conchas ou
valvas articuladas ao longo da linha médio-dorsal,
relativamente
sedentarios ou sésseis, nao existe cefalizagcédo (sem
radula,
olhos ou tentaculos); poucos possuem olhos na margem
do
manto)
mexilhdes, mariscos, Mytifus (marinho), Anodonta (agua doce),
Unio, Macoma, Pactinopecten, Mercenaria

Cephalopoda (marinhos, podem atingir grande comprimento, possui

SN mais desenvolvido dentre os invertebrados, ao
invés de pé, possui varios tentaculos prénseis ao
redor da boca. Animais pelagicos que nadam
por jato-propulsk, predadores)
lulas e polvos, Sepia; Loligo, Octopus

Os trés filos listados abaixo constituem os artropodos, invertebrados com
patas articuladas. Possuem corpo revestido por exoesqueleto com cuticula
endurecida e articulado. Possuem o maior numero de espécies dentre os
invertebrados.

Chelicerata (corpo dividido em apenas 2 regides: cefalotorax e
abdomem)
CLASSES
Merostomata (a maioria fosseis, Limulus)
Arachnida (constitui 98% dos quelicerados; aranhas, escorpides,
acaros)
Uniramia



SUBFILO
Myriapoda (centopéias, milipede)
Hexapoda (insetos; 6 classes)
CLASSE
Pterygota (insetos com asas; Calliphora,. Drosophila, Locusta,
Leucophaea)
Crustacea (10 classes)
CLASSE
Malacostraca (a mais importante em numero de espécies;
caranguejos, Uca, Carcinus, lagostins e lagostas, Procambarus,
Homarus, camardes)

Os proximos filos constituem os deuterostomados, os quais se
caracterizam, entre tantos aspectos desenvolvimentais, estruturais e
bioquimicos distintos dos filos listados acima, pelo fato de no
desenvolvimento embrioldgico inicial, o blastéporo ndo formar a boca, a
qual se origina de uma abertura secundaria do intestino (dai o nome
"deuterostomado").

Echinodermata (estrela-do-mar, ourigo-do-mar, pepino-do-mar)

Chordata (presenga, em algum estagio da vida, de notocorda e
de parede da faringe perfurada por fendas para o
exterior. Possui 3 subfilos, sendo 2 dos quais
constituido de animais invertebrados e um de
vertebrados)

SUBFILO
Urochordata = Tunicados (corpo revestido por uma tunica ou
cobertura secretada de celulose e proteina;
a maioria sdo sésseis)

CLASSE

Ascidiacea (Ascidea, Ciona)

Cephalochordata (corpo lateralmente comprido, forma de peixe,
notocorda por toda a vida, vida livre; Amphioxo)
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