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RESUMO 

Utilizando as técnicas de imunoistoquímica e densitometria óptica, foi 

investigada a localização e a expressão da proteína c-Fos no SNC do caracol 

Megalobulimus abbreviatus. Neurônios imunorreativos foram encontrados nos 

gânglios cerebrais, pedais, parietal direito e visceral de caracóis submetidos ao 

estímulo térmico aversivo (50oC), e sacrificados em diferentes tempos (3, 6, 12, 18 e 

24 h) após a estimulação. A análise da imunorreatividade à c-Fos através do método 

de medida da densidade óptica (DO) revelou uma diferença significativa no sentido 

de apresentar uma maior expressão (p<0,05) na área do lobo pedal do pós-cérebro 

do gânglio cerebral em relação às outras regiões analisadas no mesmo gânglio 

(mesocérebro, pró-cérebro e lobo pleural do pós-cérebro). Além disso, também 

houve expressão significativamente maior (p<0,05) quando comparada a 

densitometria da região do mesocérebro em relação ao lobo pleural do pós-cérebro 

nos grupos controle, 3h e 18h. O lobo pleural do pós-cérebro apresentou uma 

expressão significativamente menor (p<0,05) na imunorreatividade da proteína c-Fos 

quando comparado ao pró-cérebro em animais sacrificados 12h e 24h após e 

estímulo aversivo. Em relação ao grupo controle, a DO da proteína c-Fos não variou 

nos diferentes tempos de sacrifício quando comparada a mesma região do gânglio 

(cerebral, pedal, parietal direito ou visceral) ao longo do tempo na maioria das 

regiões. A única diferença estatisticamente significativa (p<0,05) foi encontrada no 

mesocérebro do gânglio de animais sacrificados 12 h após o estímulo térmico 

aversivo, mostrando uma diminuição da imunorreatividade. 

Nos animais tratados com salina (1ml) ou morfina (20mg/kg) 15 min antes do 

estímulo térmico aversivo, os mesmos grupos neuronais nos gânglios do SNC de M. 

abbreviatus mostraram imunomarcação à proteína c-Fos. Em relação ao grupo 
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controle, observou-se uma expressão significativamente menor (p<0,01) na DO da 

imunorreatividade da proteína c-Fos nos neurônios anteriores do gânglio pedal nos 

animais sacrificados 3 h e 6 h após o estímulo térmico aversivo. No momento em 

que a comparação foi feita entre os grupos salina e morfina de animais sacrificados 

ao mesmo tempo, na grande maioria dos grupos observou-se uma diminuição na 

imunorreatividade da proteína c-Fos. Esta diferença, porém, mostrou-se significativa 

(p<0,01) no mesocérebro de animais do grupo 3h, no lobo pedal do pós cérebro de 

animais dos grupos 3 h, 6 h e 18 h, nos neurônios anteriores do gânglio pedal nos 

grupos 6 h e 12 h, nos neurônios mediais do gânglio pedal do grupo 3 h, nos 

neurônios posteriores do gânglio pedal do grupo 6 h, nos neurônios da região 

anterior do gânglio parietal direito no grupo 12 h e nos neurônios do gânglio visceral 

no grupo experimental 12 h. A diferença na DO da proteína c-Fos apresentou uma 

diminuição extremamente significativa (p<0,001) nos neurônios mediais do gânglio 

pedal de animais sacrificados 12 h após o estímulo térmico aversivo, nos neurônios 

posteriores do gânglio pedal dos animais sacrificados 12 h após o estímulo e nos 

neurônios do gânglio visceral dos animais do grupo experimental 6 h. 

A partir destes dados e da correlação com estudos realizados em M. 

abbreviatus para detecção de mediadores químicos envolvidos na nocicepção, 

podemos concluir que as áreas imunorreativas que apresentaram estas variações na 

densidade óptica da imunorreatividade à proteína c-Fos em diferentes tempos de 

sacrifício e tratamento com morfina estão envolvidas no processo nociceptivo neste 

caracol. 

 

Palavras-chave: nocicepção, c-Fos, densidade óptica, imunoistoquímica, caracol, 
estímulo térmico, morfina. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 

 

1.1- DOR E NOCICEPÇÃO EM INVERTEBRADOS 

 

 

A nocicepção é uma sensação produzida por injúrias ou estímulos com 

intensidade suficiente para serem potencialmente lesivos, provocando uma série de 

comportamentos protetores dos tecidos lesados, como reflexos de retirada, fuga ou 

imobilização da zona danificada, compondo uma função importante do sistema 

sensorial nociceptivo, que é a prevenção da lesão e dos agentes que a provocam 

(ACHAVAL, 1991). A expressão de respostas nociceptivas é determinada pela 

anatomia, morfologia, fisiologia neural, além da modulação por vários fatores 

biológicos endógenos e exógenos (KAVALIERS, 1988a; BALABAN, 2002).  

A habilidade de responder a estímulos aversivos do meio é uma característica 

básica dos animais. Este comportamento adaptativo implica na presença de 

nociceptores e de efetores que respondem às aferências sensoriais com 

comportamentos reflexos ou não reflexos. Os nociceptores podem ser 

preferencialmente sensíveis a um estímulo nocivo, podendo codificar a sua 

intensidade. Além disso, as respostas dos efetores devem ser apropriadas à 

informação dos receptores e a capacidade de resposta central e/ou periférica deve 

também estar presente. Assim, a nocicepção e o conceito relacionado de 

estimulação nociva, é definida mais pela natureza da resposta do que pela natureza 

física do estímulo (KAVALIERS, 1988a; CHASE, 2002). 
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Comportamentos nociceptivos em um organismo podem ser considerados 

como aqueles associados com a apreciação da transmissão do estímulo “doloroso” e 

aversivo. Já a dor é uma experiência perceptual complexa que é essencial para a 

existência do organismo. A percepção da dor age como um sistema de aviso, 

alertando o indivíduo à possíveis danos corporais (SANBERG et al., 1988). Dor em 

humanos é definida pela Associação Internacional de Estudo da Dor como : “uma 

experiência desagradável sensorial e emocional associada com dano tecidual real 

ou potencial, ou descrita em termos de tal dano”. Esta definição foi ampliada ao 

incluir a expressão de “comportamentos de dor”, os quais podem variar de 

comportamentos visíveis ou audíveis a comportamentos aversivos e/ou modificações 

comportamentais aprendidas. A dor em animais não humanos tem sido definida 

como: “uma experiência sensorial aversiva causada por uma injúria potencial ou real 

que provoca reações vegetativas e motoras protetoras, resultando em aversão 

aprendida e pode modificar comportamentos específicos da espécie, incluindo 

comportamento social (KAVALIERS, 1988a). 

Considerada como um fato objetivo, a dor corresponde à atividade de 

nociceptores como uma conseqüência de estimulações nocivas. As qualidades 

emocionais desagradáveis envolvidas nas sensações de dor e forte motivação de 

remover a fonte da estimulação nociva geralmente parecem compreender a 

experiência amplamente conhecida como sofrimento. A ocorrência do sofrimento em 

animais é freqüentemente inferida de mudanças comportamentais e fisiológicas tais 

como reflexos flexores, aumento da pressão sangüínea ou vocalizações, todas elas 

sendo concomitantes de dor severa em humanos. A sugestão de que os animais 

podem sofrer por certas estimulações implica na inferência da existência de uma 

analogia neural com o sofrimento de sensações de dor em humanos. Entretanto, a 
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idéia de um “senso de dor” em animais parece progressivamente menos defensível 

quando se considera animais filogeneticamente distantes de humanos (FIORITO, 

1986). 

É difícil para o observador humano interpretar o comportamento animal de 

forma completa e objetiva. Descrições de posturas, movimentos e vocalizações que 

estão associados com a nocicepção podem ser objetivas e quantificáveis, mas a  

interpretação destes comportamentos está fortemente associada a conotações da 

experiência humana, e muitas pesquisas em animais de laboratório têm considerado 

explícita e implicitamente “nocicepção” e “dor” como equivalentes (SANBERG et al., 

1988; KAVALIERS, 1988a). Entretanto, a atividade induzida em nociceptores e em 

vias nociceptivas por estímulos nocivos não deve necessariamente ser sempre 

considerada como indicativo de dor. 

Não é correto assumir que todos os animais devem ter sentimentos 

conscientes e sofrimento comparáveis aos humanos tanto em grau quanto em tipo, 

mas se deve reconhecer que muitos animais têm algum nível de “sentimento” e 

“consciência”, “expectativa” e “efeito”, e que existe uma marcada graduação e 

especialização entre estes níveis entre os taxons animais, desde os mais “simples” 

aos mais “avançados”. Os moluscos estão incluídos no filo “avançado” de 

invertebrados, juntamente com os anelídeos, artrópodes e equinodermos, 

desenvolvendo comportamentos e respostas a fatores biológicos e físicos 

relativamente mais sofisticados do que o filo “simples” de invertebrados (poríferos, 

cnidários e platelmintos). Estas capacidades corporais e os níveis de discriminação 

ambiental são compatíveis com o desenvolvimento e a expressão de 

comportamentos defensivos e respostas nociceptivas mais diversificados 

(KAVALIERS, 1988a). 
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A maioria, senão todos os invertebrados tem a capacidade de detectar e 

responder a estímulos nocivos ou aversivos, exibindo respostas nociceptivas 

análogas àquelas mostradas por vertebrados (SMITH, 1991). Além disso, a hipótese 

de que os invertebrados sentem dor pode ser suportada pela analogia entre a 

nocicepção como ela é conhecida em humanos e como ela é sugerida em 

vertebrados superiores. Analogias neurais são, entretanto, uma condição 

necessária, mas insuficiente para inferir que os animais sofrem. Assim, para contar 

com os invertebrados como um padrão de referência para se basear na estrutura e 

função do sistema nervoso destes animais, parece fundamental procurar indicadores 

comportamentais de experiência de dor. Embora não exista prova conclusiva  de que 

um invertebrado possa experimentar algo parecido com a dor humana, análises 

experimentais de exemplos conhecidos de comportamentos e fisiologia de 

invertebrados podem facilitar uma decisão racional (FIORITO, 1986). 

O sistema nervoso (SN) mais sofisticado dos invertebrados é encontrado no 

filo dos Moluscos, sendo que o maior grau de desenvolvimento do SN  aparece nos 

cefalópodes, tal como Octopus vulgaris, onde se têm referido a presença de vias ou 

tratos de “dor” em seu sistema nervoso central. Embora outras classes de moluscos 

apresentem o SN menos complexo do que o dos cefalópodes, eles também são 

capazes de desenvolver o que pode ser chamado de respostas nociceptivas 

(KAVALIERS, 1988a). 

Um processo doloroso pode resultar de uma estimulação interna ou externa; o 

sentimento ou a percepção de dor pode produzir uma reação para minimizar o 

estímulo, onde o animal retira ou neutraliza o agente causador, e age para proteger 

partes feridas de injúrias adicionais. Muitos tipos de respostas estão envolvidas 
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neste processo, incluindo retirada, agressão, aversão aprendida ou agressão 

aprendida (FIORITO, 1986). 

Exemplos adicionais do paralelo entre as respostas nociceptivas de 

mamíferos e moluscos são providas pelo gastrópodo Aplysia californica, que 

responde à estimulação nociva mecânica ou elétrica na superfície do corpo com um 

conjunto de respostas nociceptivas que incluem retirada local do corpo e liberação 

de muco, retirada das brânquias e do sifão, liberação de tinta e opalina, locomoção 

de fuga e comportamento respiratório elevado (WALTERS & ERICKSON, 1986; 

KAVALIERS, 1988a). 

Um estímulo térmico a temperaturas elevadas é considerado nocivo para o 

caracol Megalobulimus abbreviatus (ACHAVAL et al., 2005), gerando 

comportamentos defensivos, semelhante ao comportamento aversivo após estímulo 

térmico em caracóis, tais como, Cepaea nemoralis, Megalobulimus sanctipauli e 

Aplysia californica (KAVALIERS et al., 1983; WALTERS et al., 1987; KAVALIERS, 

1988a; ROMERO et al., 1994). No comportamento aversivo, os caracóis apresentam 

uma reação de retirada acompanhada de secreção mucosa. Megalobulimus 

abbreviatus, após colocado em uma placa quente (220C), somente apresenta um 

comportamento exploratório, ficando o complexo cabeça-pé (CP) estendido, tocando 

o substrato e mostrando movimentos ondulatórios lentos da região parapodial. Na 

região anterior do complexo CP do caracol, o parapódio mostra uma elevação. Os 

palpos labiais e tentáculos orais estão em constante movimento e quando tocam o 

substrato apresentam uma rápida retração, mostrando novamente uma imediata 

palpação tentacular do substrato, explorando o ambiente. O caracol mostra uma 

pequena elevação da região da cabeça, e então realiza movimentos de virada do 

corpo, sem rotação da concha e sem atividade locomotora. Não se observa 
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nenhuma alteração na produção de muco ou na coloração do mesmo (ACHAVAL et 

al., 2005).  

Quando submetido a um estímulo térmico de 50oC, o M. abbreviatus 

apresenta um comportamento aversivo bifásico, exibindo na primeira fase uma 

retração do corpo para dentro da concha e na segunda fase protração e movimentos 

de procura (ACHAVAL et al., 2005), semelhante ao descrito em Cepaea nemoralis 

(DYAKONOVA et al., 1995). Após colocado na placa quente, o caracol inicia a 

primeira fase do comportamento aversivo, exibindo uma distensão do pé, o qual 

imediatamente se eleva nas porções laterais. Ao mesmo tempo, os tentáculos orais 

e os palpos labiais retraem-se, o que é seguido de uma retração medial-ventral do 

complexo CP, iniciando-se na região rostral e estendendo-se para a região caudal. 

Assim, apenas a porção lateral do pé permanece tocando o substrato, exibindo uma 

parcial retração do corpo para dentro da concha. Quando observado de frente, o 

complexo CP mostra um aspecto triangular (Fig. 1-A). Em uma segunda fase, os 

tentáculos orais e palpos labiais começam a protrair-se e o caracol desenvolve 

movimentos de procura, seguidos por ondas parapodiais laterais, caracterizando um 

movimento exploratório. Em seguida o animal exibe uma elevação do complexo CP 

a 1 cm ou mais do substrato (Fig. 1-B), caracterizando o comportamento aversivo 

(ACHAVAL et al., 2005). 

 Os moluscos liberam uma secreção mucosa na superfície do corpo, 

composta principalmente de água, que contém mucopolissacarídeos ácidos 

fosfatados, proteínas e substâncias exógenas derivadas da hemolinfa. Esta 

secreção é proveniente de glândulas que secretam continuamente para proteger a 

pele. A principal função desta secreção nos moluscos aquáticos é diluir e lavar 

substâncias irritantes, porém, também exerce importante função como mecanismo 
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de defesa. No entanto, os pulmonados terrestres necessitam de uma secreção 

mucosa para realizarem sua locomoção, além de ser uma estrutura protetora à 

perda de água em ambientes quentes e secos, é importante na alimentação e no 

processo reprodutivo destes animais. Quando relacionado à locomoção, o muco 

apresenta propriedades adesivas importantes. Ele é secretado sob o pé 

principalmente por uma pequena glândula localizada ao longo da linha média na 

metade anterior do corpo, denominada glândula suprapediosa. Os caracóis 

terrestres e lesmas exibem uma série de comportamentos que parecem estar 

adaptados à conservação de água, o que permite a certas espécies viver em 

ambientes quentes e secos, embora geralmente os caracóis terrestres pulmonados 

sejam encontrados apenas em habitats úmidos (CHASE, 2002). Os pulmonados 

com conchas reagem para impedir a dessecação fixando-se a troncos de árvores, 

pedras e paredes e secretando um fino filme de muco, denominado epifragma, na 

abertura da concha. Sobre este epifragma é depositada uma fina cobertura calcárea, 

fazendo com que o caracol se feche dentro de uma estrutura impermeável à água, 

na qual eles podem permanecer até que as condições do ambiente tornem-se 

novamente favoráveis a sua sobrevivência (CHASE, 2002). As lesmas reagem à 

dessecação escavando a terra e cobrindo seu corpo contraído com muco (HYMAN, 

1967; CHASE, 2002). 

Tem-se observado que a secreção de muco é aumentada pelos moluscos 

quando estímulos muito fortes são aplicados a eles, de uma maneira geral, 

sugerindo a relação desta secreção com um mecanismo de defesa destes animais. 

Em Aplysia, por exemplo, a secreção do muco do corpo como um todo é geralmente 

interpretada como defensiva, prevenindo-se predação e outros perigos aos quais o 

animal está exposto no meio. Porém, esta liberação é pequena quando comparada à 
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liberação de muco durante uma estimulação nociva, confirmando a ação defensiva 

desta secreção (CHASE, 2002).  O M. abbreviatus, quando submetido a um estímulo 

térmico aversivo, apresenta uma maior produção de muco e a coloração deste torna-

se mais amarelada (ACHAVAL et al., 2005), enquanto que em seu estado normal, o 

muco apresenta um aspecto claro e fluído. Após serem retirados da placa quente e 

colocados novamente nos terrários, os caracóis não ficam isolados. Eles se colocam 

em grupos, uns sobre as conchas dos outros, continuando a secreção de muco 

translúcido por pelo menos 30 min após o estímulo térmico.  

 

 

 
 
 
Figura 1- A: Representação esquemática do caracol M. abbreviatus na primeira fase 
do comportamento aversivo. Observar os tentáculos orais e palpos labiais retraídos 
e o aspecto triangular do complexo cabeça-pé quando o caracol é colocado na placa 
quente. B: Representação esquemática da segunda fase do comportamento 
aversivo do caracol M. abbreviatus. Observar que, após protração, o caracol exibe 
uma elevação anterior do complexo cabeça-pé a 1 cm do substrato, caracterizando o 
comportamento aversivo (Reproduzido de Achaval et al., 2005). 
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1.2 - CIRCUITOS NEURAIS E NOCICEPÇÃO EM INVERTEBRADOS 

 

 

Estudos em Helix lucorum têm demonstrado a existência de um circuito neural 

envolvido no comportamento de retirada após estímulo nociceptivo (ZAKHAROV et 

al., 1995; BALABAN et al., 2001; BALABAN, 2002). Tal circuito está composto de 

grupos neuronais diferenciados que participam do comportamento de retirada: 

neurônios sensoriais, neurônios motores, neurônios modulatórios e neurônios de 

comando. As células pré-sinápticas aos interneurônios de comando, localizadas na 

região anterior dos gânglios parietais e nos gânglios pleurais, são os chamados 

neurônios sensoriais. Os efetores da resposta comportamental são neurônios 

motores, os quais recebem aferências provenientes dos neurônios sensoriais, 

respondendo a todos os estímulos externos e evocando reações comportamentais 

de retirada. Esta resposta usualmente é representada por um pico de duração 

correspondente à resposta comportamental do animal, e não à duração do estímulo. 

Os neurônios modulatórios são serotoninérgicos e estão localizados nos gânglios 

pedais, atuando na modulação da aferência sináptica e da eferência motora durante 

o reflexo de retirada. Os neurônios de comando são 9 interneurônios pré-motores, 

localizados nos gânglios pleurais e parietais  que recebem aferências sinápticas 

convergentes e são capazes de disparar os componentes do comportamento de 

retirada. Tais neurônios estão conectados a receptores periféricos do animal 

(mecanorreceptores, termorreceptores, quimiorreceptores e fotorreceptores). Ao 

serem ativados por um estímulo nocivo, os neurônios comando ativam os neurônios 

motores (BALABAN, 2002).  
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Os neurônios de comando podem ser assim considerados por satisfazerem 

os três critérios para neurônios comando introduzidos por Kupfermann e Weiss 

(1978): o critério da “participação”, pois eles respondem a um estímulo tátil nocivo 

por uma descarga que precede a resposta comportamental; o critério da 

“suficiência”, onde a ativação intracelular de um neurônio libera uma parte da 

resposta de retirada; e o critério da “necessidade”, uma vez que a hiperpolarização 

do neurônio promove a eliminação do comportamento de retirada. Os neurônios 

comando reproduzem toda a informação sensorial em uma resposta 

comportamental. Sabe-se, porém, que um único grupo celular não controla 

exclusivamente o comportamento em H. lucorum, no entanto, estas células são 

fundamentais no circuito do comportamento de retirada. Desta maneira, nesta 

espécie de caracol terrestre, um estímulo nocivo promove uma ativação dos 

neurônios sensoriais, os quais estimulam os neurônios comando que, por sua vez, 

ativam os neurônios motores, promovendo o comportamento de retirada. Todas as 

etapas descritas do circuito são reguladas pelos neurônios modulatórios (Fig. 2) 

localizados nos gânglios pedais (BALABAN, 2002).  

 
Figura 2 – Representação esquemática do circuito de retirada proposto para Helix 
lucorum (Modificado de Balaban, 2002). 
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Fazendo parte deste grupo, aparece um neurônio grande denominado Pd4 

(Fig. 3), que estaria envolvido na facilitação da resposta sináptica nesta rede de 

comunicação neural. Esta célula envia processos através das áreas neuropilares e 

de comissuras até um neurônio comando gigante de retirada localizado no gânglio 

parietal deste caracol (BALABAN et al., 2001; BALABAN, 2002). 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 3 – Representação esquemática da morfologia e localização dos 
neurônios modulatórios e comando em Helix lucorum. A: Localização das 
células marcadas com cloreto de cobalto, identificando a localização da célula 
Pd4 no gânglio pedal. B: Distribuição das ramificações do neurônio gigante no 
gânglio parietal, que controla o comportamento de retirada neste caracol. ped: 
gânglio pedal direito; pee: gânglio pedal esquerdo; pae: gânglio parietal 
esquerdo; pad: gânglio parietal direito; v: gânglio visceral (Modificado de 
Balaban, 2002). 
 

 

Em M. abbreviatus, a imunorreatividade à 5-HT foi detectada em localização 

similar a neurônios serotoninérgicos modulatórios descritos em Helix lucorum 

(BALABAN et al., 2001; BALABAN, 2002), tais como os neurônios 5HT-ir anteriores 

nos gânglios pedais e o neurônio grande 5HT-ir, similar ao neurônio Pd4 (Fig. 4), 

sugerindo que eles possam ser responsáveis pela modulação do comportamento de 
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retirada, participando do circuito nociceptivo neste caracol (SWAROWSKY et al., 

2005). 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 4 – A: Secção da região ventral do gânglio pedal de M. abbreviatus 
mostrando um grupo de neurônios anteriores 5HT-ir (asterisco branco), grandes 
neurônios 5HT-ir localizados medialmente e um grupo de neurônios posteriores 
positivos (seta). A1: No detalhe, em maior aumento, um grande neurônio 5HT-ir 
(cabeça de seta) neste gânglio, provavelmente correspondente ao neurônio Pd4 de 
H. lucorum situado em posição similar e de tamanho semelhante. Barra: 200 µm. 
(Modificado de Swarowsky et al., 2005). 
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O molusco Aplysia responde a estímulos nociceptivos com um reflexo de 

retirada do corpo e liberação de muco, bem como um reflexo de retirada do sifão e 

das brânquias, e fuga. Tem-se sugerido que esta função nociceptiva seja provocada 

pela estimulação de neurônios mecanoaferentes específicos que inervam a cauda, o 

parapódio, parte do pé e das paredes do corpo da Aplysia. Estas células aumentam 

a descarga a mudanças de pressão progressivas, com respostas máximas a 

estímulos que podem causar dano tissular (WALTERS, 1987). Os opistobrânquios, 

tais como Aplysia californica, têm uma cabeça e muitos apêndices (tentáculos 

anteriores, tentáculos posteriores, sifão e brânquias) desprotegidos. Cada um destes 

órgãos mostra um reflexo de retirada defensiva graduado em resposta ao estímulo 

aplicado. A cabeça, os tentáculos anteriores e os tentáculos posteriores reagem ao 

toque. O sifão da Aplysia tipicamente se projeta para fora, partindo do meio do 

parapódio, e as brânquias freqüentemente projetam-se da cavidade do manto; 

ambos são reflexivamente retirados quando o sifão é tocado, e a intensidade da 

retirada é relativa à intensidade do estímulo. Existem 5 células motoras localizadas 

no gânglio abdominal deste molusco que movem apenas as brânquias (LDG1,LDG2, 

L9G1, L9G2, RDG), 7 células motoras que movem apenas o sifão (LBS1, LBS2, LBS3, 

LDS1, LDS2, LDS3, RDS), e uma célula que move o sifão, as brânquias e as paredes 

do manto (L7) (Fig. 5). Além disso, há um grupo de aproximadamente 30 células 

motoras do sifão localizadas perifericamente (neurônios motores periféricos). As 

células motoras centrais e as periféricas são inervadas por vários interneurônios 

sensoriais e por dois grupos de neurônios sensoriais mecanorreceptores 

(aproximadamente 24 neurônios em cada grupo). Um destes grupos inerva a pele do 

sifão e a parede posterior do manto, e o outro inerva a parede anterior do manto 

(KANDEL, 1979).  
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Figura 5 -  Esquema do circuito neural que controla os reflexos de retirada do sifão e 
das brânquias em  Aplysia em resposta a um estímulo tátil aplicado ao integumento 
do sifão. Um estímulo fraco ativa um número de células mecanorreceptoras que 
excitam todas as células motoras das brânquias e do sifão, bem como os dois 
interneurônios excitatórios (L22 e L23) e um interneurônio inibitório (L16). 
Interneurônios inibitórios (Inh. Int.), interneurônios excitatórios (Exc. Int.), 
interneurônio secundário (Int. II) (Modificado de Kandel, 1979). 

 

 

Assim, o estímulo do tecido promove o processo de transdução ou ativação 

do receptor, onde a energia produzida pelo agente causal é convertida em impulso 

nervoso eletroquímico, sendo transmitida às estruturas do SNC, onde se produz a 

sensação nociceptiva (ACHAVAL, 1991). Esta mensagem provoca as respostas 

comportamentais relativas à proteção tecidual, como as respostas de retirada. 
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1.3 – MODULAÇÃO DA RESPOSTA NOCICEPTIVA EM INVERTEBRADOS 
 

 

Existem vias descendentes supressoras da dor em diferentes níveis do SNC, 

ativadas por opióides ou por serotonina (5-HT). Estudos têm demonstrado a 

possibilidade de medir a analgesia produzida por estas vias, em modelos animais 

para estudo de dor crônica, através da estimulação elétrica e da administração de 

opióides ou de 5-HT, diminuindo eficientemente a dor (LEVINE et al., 1980; ABBOTT 

& MELZACK, 1982; BARDIN et al., 2000). Existem evidências de mecanismos 

modulatórios básicos que foram filogeneticamente conservados em gastrópodos, 

destacando o envolvimento de peptídeos opióides e de 5-HT na nocicepção, de 

potenciação de longa duração (LTP) e a sensibilização de nociceptores, além da 

facilitação e inibição de reflexos de retirada (DYAKONOVA et al., 1995; KAVALIERS  

et al., 1997; KAVALIERS   et al., 2001).  

Peptídeos opióides e seus receptores bioquímicos foram identificados em 

várias espécies de invertebrados através de análises comportamentais, 

eletrofisiológicas e bioquímicas, mostrando que estas substâncias são semelhantes 

às dos vertebrados e estão envolvidas na mediação de respostas comportamentais 

a estímulos térmicos em alguns gastrópodes. Parece que o sistema opióide presente 

nos invertebrados é análogo ao seu correspondente em mamíferos (KAVALIERS & 

HIRST, 1984). Assim, sabendo-se das respostas de mamíferos a agentes 

estressores, que mostram que o seu encéfalo possui sistemas neuroquímicos 

opióides e não-opióides envolvidos na resposta a estímulos ambientais aversivos e 

nocicepção, existem evidências de que os opióides também participem na 

modulação de comportamentos e na fisiologia de invertebrados. Os moluscos podem 

servir de modelos experimentais nas avaliações dos efeitos comportamentais de 
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peptídeos biologicamente ativos encontrados em vertebrados, bem como de seus 

análogos sintéticos (KAVALIERS et al., 1983). 

Em M. abbreviatus, a administração de diferentes concentrações de morfina 

antes do estímulo térmico promoveu um aumento da resposta de latência no 

comportamento de retirada do caracol, o qual apresenta uma primeira fase 

comportamental menos intensa do que a observada em animais sem tratamento, e 

uma segunda fase com uma parcial protração dos palpos e tentáculos orais, os 

quais apresentaram-se flácidos. Ao receber altas doses de morfina, o caracol mostra 

uma rigidez muscular antes mesmo de receber o estímulo térmico aversivo. Por 

outro lado, a administração de naloxone promoveu uma diminuição na resposta de 

latência do caracol, o qual exibe o comportamento bifásico mais rapidamente do que 

o animal que não recebe o tratamento. Assim, com a administração de morfina, o 

caracol aumenta a latência ao estímulo aversivo e, no entanto, com naloxone, 

diminui a latência ao estímulo (ACHAVAL et al., 2005). A resposta comportamental 

em Cepaea nemoralis, Limax maximus e Megalobulimus sanctipauli (KAVALIERS & 

HIRST, 1986; HIRST & KAVALIERS, 1987; ROMERO et al., 1994) após a 

administração de morfina antes da exposição dos animais ao estímulo térmico 

aversivo resultou em um significativo aumento na latência do comportamento 

aversivo destes caracóis. Além disso, a latência aumentada em resultado à 

administração de morfina após o estímulo térmico pode ser suprimida pelo 

antagonista opióide  naloxone (KAVALIERS & HIRST, 1986; WALTERS, 1987; 

ROMERO et al., 1994). Assim, nestes gastrópodes a habilidade do naloxone em 

produzir um completo bloqueio da analgesia pela morfina indica que um receptor µ  
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está relacionado a tal comportamento (ROMERO et al., 1994; NESTLER et al., 

2001), o que também é sugerido para M. abbreviatus (ACHAVAL et al., 2005). 

Estudos realizados em modelos de invertebrados, incluindo gastrópodes, 

mostram que a 5-HT funciona como um neurotransmissor e neuromodulador no SNC 

e exerce um importante papel nas condições homeostáticas básicas nestes 

moluscos, incluindo alimentação, reprodução, locomoção, secreção neuro-hormonal, 

função cardiovascular, aprendizado, sensitização e comportamento de retirada 

(ZANCAN, 1996; SWAROWSKY et al., 2005). Por outro lado, no SNC de humanos a 

5-HT atua como neurotransmissor, desempenhando importantes papéis fisiológicos 

na modulação do humor, impulso, apetite, temperatura corporal, secreção 

neuroendócrina, sono e nocicepção, encontrando-se também envolvida em 

distúrbios psiquiátricos, como agressividade, suicídio violento, ansiedade e 

depressão, transtornos obssessivo-compulsivo e do apetite, psicose e outros. 

Estudos realizados em invertebrados e vertebrados permitiram chegar à conclusão 

de que a 5-HT está amplamente distribuída nestes dois grupos animais, mediando 

inúmeras funções fisiológicas graças à multiplicidade de receptores (WALCOURT et 

al., 1994; TIERNEY, 2001).  

O comportamento de M. abbreviatus quando tratado com 5-HT e logo após 

submetido a um estímulo térmico aversivo mostram a existência de circuitos neurais 

serotoninérgicos responsáveis por comportamentos básicos, como a resposta a 

estímulos aversivos. Tal estudo comprova a existência de receptores 5-HT em M. 

abbreviatus, uma vez que a administração desta substância promove modificações 

motoras e comportamentais, além de causar uma diminuição nas respostas de 

latência do comportamento aversivo deste animal. A utilização de metisergida, um 

antagonista não seletivo dos receptores 5-HT, quando administrada isoladamente 
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também é capaz de diminuir as respostas de latência do M. abbreviatus, produzindo 

também um efeito nociceptivo, semelhante ao da 5-HT, talvez por se ligar de 

maneira antagônica e específica a um determinado tipo de receptor e facilitar a ação 

da 5-HT endógena sobre os demais tipos de receptores. Porém, quando associada a 

5-HT, a metisergida anula os efeitos nociceptivos da serotonina, o que pode estar 

relacionado com o bloqueio da ação da 5-HT endógena sobre um tipo específico de 

receptor (PENHA, 2001). 

A presença de neurônios serotoninérgicos já foi determinada no SNC de M. 

abbreviatus em experimentos usando injeções da neurotoxina agonista 5,7-

diidroxitriptamina (5,7-DTH), por detecção histoquímica usando ácido glioxílico 

(ZANCAN et al., 1997) e por imunoistoquímica (SWAROWSKY et al., 2005). Assim, 

os estudos comportamentais e histoquímicos realizados nesta espécie revelam 

homologias celulares e comportamentais com outros moluscos, tais como Aplysia 

californica, Tritonia diomedea (FICKBOHM et al., 2001), Helix lucorum (BALABAN et 

al., 2001; BALABAN, 2002) e Cepaea nemoralis (DYAKONOVA  et al., 1995)  

 

 

1.4 – REGULAÇÃO DA EXPRESSÃO GÊNICA POR ESTÍMULOS EXÓGENOS: A 

AÇÃO DOS PROTO-ONCOGENES 

 

 

A integração da resposta celular a uma molécula sinalizadora se dá através 

de um acoplamento do estímulo extracelular à via efetora intracelular. Quando tais 

estímulos não são capazes de atravessar a membrana celular, eles irão promover 

modificações na molécula de segundo mensageiro, o que pode levar à indução de 
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genes precoces imediatos que codificam fatores de transcrição, os quais irão regular 

a expressão de genes-alvo secundários (MORGAN & CURRAN, 1989). Assim, 

estímulos extrínsecos induzem a expressão gênica, cujos produtos proteicos 

acoplam sinais extracelulares a alterações fenotípicas, através da sua atuação no 

sistema de transcrição dos genes-alvo, por meio de moléculas nucleares que 

formam parte da cascata do acoplamento estímulo-transcrição, promovendo o 

aparecimento de respostas de longa duração (MORGAN & CURRAN, 1991; TÖLLE 

et al., 1994; SAADÉ et al., 1997; HARRIS, 1998; PRADO & DEL BEL, 1998; 

COBELLIS et al., 1999). 

Tem sido postulado que alguns proto-oncogenes nucleares, aqueles que 

funcionam como fatores de transcrição que são de rápida indução, constituiriam o 

terceiro elo de sinalização intracelular ao atuarem como terceiros mensageiros no 

acoplamento de mudanças na expressão gênica que serão a base de processos de 

resposta/adaptação celular a médio ou longo prazo. Dentre estes proto-oncogenes 

nucleares os membros das famílias Fos e Jun são os mais estudados (GOELET et 

al., 1986; MORGAN et al., 1987; SAADÉ, et al., 1997; HARRIS, 1998; PRADO & 

DEL BEL, 1998; COBELLIS et al., 1999). 

O proto-oncogene c-fos codifica a proteína c-Fos, com 380 aminoácidos e 

peso molecular de 55-62 Kd, localizada principalmente no núcleo celular, 

pertencente à família Fos, a qual é composta também por outras proteínas como 

FosB, FRA-1, FRA-2 e seu “spliced” alternativo ∆FosB (33Fos-like), codificadas por 

genes diferentes, apresentando pesos moleculares, tempos de meia-vida e 

características também diferenciadas (MORGAN & CURRAN, 1989; FONTA et al., 

1995; KOVÁCS, 1998; NESTLER et al., 2001) (Tabela 1). 
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Proteína 

Peso Molecular 

[KDa] 

 

Meia-Vida 

 

Gene 

 

Características 

c-Fos 55 2h c-fos Rápida indução 
por mudanças 

agudas 
FosB 46/48 9,5h fosB Indução lenta por 

mudanças agudas
33Fis-like 33 10h fosB/∆fosB Induzido por 

mudanças agudas
Fra-1 35 28h fosB/∆fosB Em resposta a 

estímulo 
crônico/repetido 

Fra-2 37 208h fosB/∆fosB Em resposta a 
estímulo 

crônico/repetido 
  

Tabela 1 – Algumas características selecionadas dos fatores de transcrição da 
família Fos (Modificado de Kovács, 1998). 

 

 

Após a estimulação, observa-se em mamíferos que a transcrição do c-fos é 

um processo rápido e transitório (MORGAN & CURRAN, 1989; FONTA et al., 1995; 

HARRIS, 1998) no qual o RNA mensageiro (RNAm) se acumula no citoplasma por 1 

a 2 horas e a proteína c-Fos é traduzida. Em seguida, tal proteína é deslocada para 

o núcleo celular, através da formação de um heterodímero com a proteína c-Jun, o 

que é necessário para a ligação ao sítio regulador AP-1, do DNA (TGACTCA) onde 

age para regular a expressão de genes-alvo (Fig. 6) (MORGAN & CURRAN, 1989; 

MORGAN & CURRAN, 1991; NARANJO et al., 1991a,b; HARRIS, 1998). Por possuir 

também uma vida relativamente curta, a proteína c-Fos apresenta características de 

um sistema de sinalização (MORGAN & CURRAN, 1989). 
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Figura 6 – Papel da c-Fos e c-Jun na transdução do sinal nuclear. Um 
estímulo extracelular exerce mudanças na molécula de segundo 
mensageiro levando a uma indução da transcrição de c-fos e c-jun. 
Segue-se a tradução no citoplasma e as proteínas c-Fos e c-Jun 
codificadas por tais genes, respectivamente, são rapidamente 
translocadas para o núcleo onde elas formam um complexo 
heterodimérico que se liga com alta afinidade ao sítio AP-1 do DNA, 
regulando a transcrição de genes-alvo (Adaptado de Morgan & Curran, 
1989). 

 
 

Nesta região regulatória do gene c-fos também podem agir outros elementos, 

tais como o elemento de resposta ao Ca2+/AMPc (CRE), elemento de resposta ao 

soro (SER) e o elemento sis-induzível (SIE) (Fig. 7). Esta particularidade confere 

uma variedade de sinais sinápticos, comumente mediados através de vias de 

transdução de sinais interdependentes, como as cascatas da proteína quinase A 

(PKA), proteína quinase C (PKC), proteína quinase dependente de cálcio-

calmodulina (CaMK) e da poteína quinase ativada por mitógeno (MAPK) (KOVÁCS, 

1998).  
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Figura 7 – Representação esquemática da região regulatória do gene c-fos 
indicando os principais elementos regulatórios: o elemento de resposta ao cálcio e 
AMPc (Ca/CRE), o elemento de resposta do soro (SER), o sítio de ligação ativador 
de proteína (AP-1RE) e o elemento sis-induzível (SIE). O fator de resposta do soro, 
o fator complexo ternário ElK-1 (TCF/ElK-1) e a proteína de ligação do elemento de 
resposta ao AMPc (CREB) são alvos de diferentes sistemas de transdução, incluindo 
proteínas quinases A e C (PKA e PKC), proteína quinase dependente de cálcio-
calmodulina (CaMK) e quinases ativadas por mitógeno (MAPK). Outras abreviações: 
PDGF, fator de crescimento derivado de plaqueta; GF, fatores de crescimento; 
VSCC, canal de cálcio dependente de voltagem (Reproduzido de Kovács, 1998). 

 

 

Tal cascata de sinalização opera em todas as células em resposta a diversas 

formas de estímulos que podem provocar a expressão da proteína c-Fos no sistema 

nervoso central em vertebrados. A proteína se expressa temporariamente em 

neurônios após estimulação sináptica, visto que a expressão basal de c-Fos é 

relativamente baixa na maioria das regiões do SNC, o que permite correlacionar a 
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atividade neuronal com a presença da proteína c-Fos (MORGAN et al., 1987; HUNT 

et al., 1987). Assim, a expressão de c-Fos é uma chave da cascata de eventos 

moleculares os quais seguem à ativação neuronal (SAADÉ et al., 1997). 

No entanto, tem sido observado que em animais não mamíferos, como 

anfíbios, por exemplo, também ocorre uma expressão crônica da proteína c-Fos, 

mas as mudanças na atividade da proteína parecem não ser restritas a períodos tão 

curtos como descritos em mamíferos. Além disso, a expressão da proteína c-Fos em 

Rana esculenta varia de acordo com as estações do ano, onde neurônios Fos-ir 

foram encontrados no encéfalo de animais coletados em março, de maio a julho e de 

setembro a novembro, sendo que a maior densidade de corpos celulares 

imunorreativos foram encontrados em animais coletados em julho. Em contraste, o 

encéfalo de rãs coletadas em janeiro, fevereiro, abril e dezembro não exibiram 

nenhuma imunorreatividae à c-Fos. Surpreendentemente, além da localização 

nuclear, a proteína c-Fos foi também detectada no citoplasma. Em particular, nos 

animais coletados em março a Fos-ir foi detectada tanto no núcleo quanto no 

citoplasma de diferentes corpos celulares. Os animais coletados em maio, junho, 

setembro, outubro e novembro exibiram somente imunorreatividade citoplasmática à 

c-Fos, ao passo que animais coletados em julho apresentaram uma alta densidade 

de imunomarcação apenas no núcleo. Estes resultados mostram que a localização 

exclusiva do complexo AP1 no compartimento nuclear da célula não deve ser 

considerada um dogma, uma vez que a imunorreatividade à c-Fos aparece 

exclusivamente no citoplasma de neurônios durante períodos bem determinados do 

ano (COBELLIS et al., 1999). Confirmando estes dados, as células do encéfalo de 

abelhas, também expressaram imunorreatividade à c-Fos  no citoplasma, além de 

sua localização nuclear (FONTA et al., 1995). Em anfíbios da espécie Rana 
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catesbeiana, após lesão periférica ocasionada por secção do nervo ciático da pata 

posterior do animal, a expressão da proteína c-Fos é predominantemente 

encontrada no núcleo em neurônios motores da medula, na porção medial do corno 

ventral, na banda médio-lateral e nos funículos dorsal, ventral e lateral. O contrário é 

observado nos gânglios da raiz dorsal, tanto ipsi quanto contralaterais à lesão, onde 

a imunorreatividade à c-Fos predomina no citoplasma neuronal (ROSSATO, 

comunicação pessoal). 

O promotor c-fos responde a agentes que ativam tanto a via da proteína 

quinase C intracelular como a via da adenilato ciclase (MORGAN & CURRAN, 

1991). Tem-se sugerido que a indução da expressão da proteína c-Fos depende da 

elevação dos níveis de Ca2+ intracelular, que decorre de seu influxo através de 

canais de Ca2+ tipo NMDA ou dependente de voltagem, após a ativação de 

receptores por aminoácidos excitatórios. Outras evidências sugerem que a 

expressão da proteína c-Fos depende da interação entre o Ca2+ que entra na célula 

por canais tipo NMDA e a estimulação de segundos mensageiros ligados a 

receptores metabotrópicos, como o diacilglicerol (DAG), ativando proteínas quinases 

(PRADO & DEL BEL, 1998). 

No SNC de mamíferos a indução do proto-oncogene c-fos tem sido observada 

após a aplicação de agentes convulsivantes, estimulação elétrica, estimulação 

sensorial e estresse (MORGAN et al., 1987; DRAGUNOW & ROBERTSON, 1987; 

HUNT et al., 1987; NARANJO et al., 1991a; COBELLIS et al., 1999). Esta situação é 

rápida e transitória, e relaciona-se à indução imediata de genes que codificam 

proteínas como a tirosina hidroxilase, encefalinas, dinorfinas, fatores de crescimento, 

que mediariam a resposta posterior do sistema (SONNENBERG et al., 1989; 

NARANJO et al., 1991 a, b; ACHAVAL, 1991). 
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Na medula espinhal de ratos, após a estimulação nociceptiva somática e 

visceral, pela ativação de termorreceptores, quimiorreceptores e mecanorreceptores 

de alto limiar, produz-se uma ativação do proto-oncogene fos nos neurônios das 

diferentes lâminas do corno dorsal (HUNT et al., 1987; MENÉTREY et al., 1989). 

Além destas áreas medulares, também tem sido demonstrada a expressão da 

proteína c-Fos em outras regiões do neuro-eixo envolvidas na nocicepção (BULLITT, 

1990; ACHAVAL, 1991). Assim, a detecção de c-Fos pode ser utilizada para fazer 

uma fina marcação das áreas precisas que são ativadas por estimulação nociva, 

bem como para revelar a distribuição geral das populações neuronais que 

respondem à estimulação (HARRIS, 1998). Isso sugere que c-Fos pode representar 

um marcador de atividade neuronal (MORGAN & CURRAN, 1989; FONTA et al., 

1995; JENNINGS & FITZGERALD, 1996; BEREITER, 1997; COBELLIS et al., 1999). 

No entanto, a maior limitação desta tecnologia é que aproteína c-Fos não marca 

células com uma rede sináptica inibitória (KOVÁCS, 1998). 

A imunoistoquímica para detectar c-Fos tem sido freqüentemente usada como 

marcador para atividade neuronal em vários níveis no SNC. A descrição inicial da 

expressão da c-Fos na medula espinhal seguida da estimulação periférica levou a 

vários estudos na tentativa de correlacionar a expressão diferencial do gene c-fos e 

o processamento da informação nociceptiva (SAADÉ et al., 1997). 

Estudos visando estabelecer a relação entre o comportamento animal e os 

circuitos neurais envolvidos nas respostas nociceptivas, mostraram que existem vias 

descendentes supressoras da dor localizadas em diferentes níveis do sistema 

nervoso central, as quais são ativadas por opióides ou por serotonina (5-HT), 

produzindo analgesia quando mensuradas por testes como “hot plate” e “tail flick” em 

modelos de dor crônica (LEVINE et al., 1980; ABBOTT & MELZACK, 1982; BARDIN 
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et al., 2000). A maioria das pesquisas tem sido realizadas em ratos, mas se tem 

mostrado que a estimulação nociva induz a expressão de c-Fos em camundongos, 

gatos, cobaias (HARRIS, 1998), anfíbios (COBELLIS et al., 1999; ROSSATO, 

comunicação pessoal), abelhas (FONTA et al., 1995). Na grande maioria destes 

estudos, a expressão da proteína c-Fos foi utilizada como um marcador funcional 

para identificar atividade em neurônios responsivos à estimulação nociva, 

estabelecendo onde a nocicepção é modulada por uma dada manipulação. Assim, 

cada um deles tem confirmado a relação entre nocicepção e expressão da proteína 

c-Fos, estabelecendo sua identificação como uma valiosa ferramenta para estudos 

de correlatos neurais e nocicepção (HARRIS, 1998).  

Na medula espinhal, a ligação entre nocicepção e expressão de c-Fos é 

estabelecida pelo fato de que a maioria das manipulações que afetam reflexos 

nociceptivos e outros comportamentos relacionados à dor similarmente modificam a 

expressão de c-Fos. Esta expressão de c-Fos induzida por nocicepção em neurônios 

espinhais é suprimida pela administração de drogas analgésicas, incluindo morfina, 

indometacina e ketoprofen, bem como por outras drogas que interferem no 

processamento nociceptivo ao nível espinhal, tais como noradrenalina, antagonistas 

dos receptores NMDA para glutamato e compostos que inibem a síntese de óxido 

nítrico (HARRIS, 1998). 

Inúmeros estudos em mamíferos têm mostrado que o pré tratamento com 

morfina reduz a expressão de c-Fos induzida por estímulos nocivos (TÖLLE et al., 

1994; BEREITER, 1997; SAADÉ et al., 1997; HARRIS, 1998; TAYLOR et al., 1998). 

A expressão de c-Fos em neurônios espinhais de rato induzida por estimulação 

térmica nociva (imersão da pata em água a 50oC) é fortemente suprimida por 

morfina (HARRIS, 1998). 
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Manipulações que causam antinocicepção, tal como a estimulação dos 

núcleos da rafe ou a administração de agonistas µ-opióides perifericamente ou 

centralmente, reduzem o número de neurônios Fos-ir no corno dorsal da medula 

espinhal. Também drogas analgésicas como morfina ou somatostatina podem 

reduzir o número de neurônios imunorreativos entre os subnúcleos interpolar e 

caudal e também na transição entre os subnúcleos caudal e superior cervical da 

medula (BEREITER, 1997). O número de neurônios Fos-ir responsivos à 

estimulação nociceptiva também parece ser menor na presença de anestésicos e 

maior na sua ausência, mostrando forte correlação entre presença de c-Fos em 

neurônios envolvidos na via da dor e nocicepção (MORGAN & CURRAN, 1989; 

MENÉTREY et al., 1989). 

 

 

1.5 – SISTEMA NERVOSO CENTRAL DO M. abbreviatus 
 

 

O SNC do caracol terrestre M. abbreviatus está formado por 11 gânglios: 7 

formam o complexo subesofageano (2 gânglios pedais, 2 gânglios pleurais, 2 

gânglios parietais e 1 gânglio visceral), 2 gânglios cerebrais, conectados ao 

complexo subesofageano por conetivos cérebro-pedais e cérebro-pleurais, e 2 

gânglios bucais, conectados aos gânglios cerebrais através dos conetivos cérebro-

bucais (Fig. 8). Os gânglios que formam o anel subesofageano estão organizados ao 

redor da artéria cefálica, e encontram-se unidos entre si por conetivos neurais 

extremamente     curtos. Os gânglios de cada lado     são     geralmente similares em 
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tamanho e forma, sendo apenas o gânglio parietal direito consideravelmente maior 

que o esquerdo (ZANCAN, 1996). 

. 

 

Figua 8 – A: Esboço de um caracol pulmonado, em vista lateral, 
locomovendo-se, para a visualização das posições relativas dos 
gânglios bucais (B), cerebrais (C) e do complexo ganglionar 
subesofageal (S), unidos entre si pelos conetivos neurais cérebro-
bucal (1), cérebro-pedal (2) e cérebro-pleural (3). B: Representação 
esquemática dos gânglios que constituem o sistema nervoso central. 
EA, artéria cefálica; BB, bulbo bucal; CD, corpo dorsal; EA, esôfago 
anterior; PA, gânglios parietais; PE, gânglios pedais; PL, gânglios 
pleurais; V, gânglio visceral. Orientação da figura: Dorsal (D), Ventral 
(V), Anterior (A), Posterior (P).(Reproduzido de Zancan, 1996). 

 

O par de gânglios pedais está conectado entre si por duas comissuras 

bastante curtas: uma central, ou comissura principal, de maior diâmetro, e uma 

menor ântero-ventral, ou comissura anterior (fig. 9-A). Os gânglios cerebrais também 

encontram-se unidos por uma curta comissura, a comissura cerebral, e podem ser 

divididos em três áreas: pró-cérebro, mesocérebro e pós-cérebro. Este último, por 

sua vez, está subdividido em lobo comissural, localizado na posição póstero-medial; 
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lobo pleural, situado entre a área comissural e a emergência do conetivo cérebro-

pleural; e o lobo pedal, entre as emergências dos conetivos cérebro-pleural e 

cérebro-pedal (BULLOCK & HORRIDGE, 1965; ZANCAN, 1996) (fig. 9-B). 

 

 

 
Figura 9 – A: Representação esquemática do complexo subesofageano. AC, artéria 
cefálica; pe, gânglio pedal; ca, comissura anterior; cp, comissura principal; pl, gânglio 
pleural; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; prolongamento do corpo dorsal 
(asterisco branco). B: Representação esquemática do gânglio cerebral. mc, 
mesocérebro; prc, pró-cérebro, psc, pós-cérebro: lpe, lobo pedal; lpl, lobo pleural; lc, 
lobo comissura; cd, corpo dorsal. A este nível de secção não se observa a comissura 
cerebral (Adaptado de Zancan, 1996). 

 

 

 

1.6– MEDIADORES QUÍMICOS NO SNC DO M. abbreviatus 

 

 

Os mediadores químicos estão divididos em duas classes gerais de 

sinalizadores: as aminas, que são sintetizadas diretamente de aminoácidos e 

formadas por reações relativamente simples, e os peptídeos, que são modificados 
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por um ou mais genes e sintetizados por uma cascata de reações de transcrição e 

translação. 

Torna-se cada vez mais evidente que as monoaminas e os neuropeptídeos 

exercem um papel importante no controle e na modulação de comportamentos em 

muitos organismos. Estas ações neuromodulatórias podem variar de efeitos 

específicos de membrana, os quais alteram o padrão de atividade de neurônios 

determinados ou de vias neuronais, a papéis obrigatórios em nível de organismo 

(KAVALIERS, 1988a). 

Entre as aminas metiladas, a mais amplamente difundida em transmissões 

sinápticas é a acetilcolina (ACh), que é encontrada em todos os grupos animais, com 

exceção dos poríferos (FLOREY, 1963; BULLOCH & HORRIDGE, 1965). O  

estabelecimento da ACh como mediador químico nas sinapses nervo-nervo e nervo-

músculo tem sido sido proposto em diversos grupos de invertebrados (BULLOCH & 

HORRIDGE, 1965; WALKER & HOLDEN-DYE, 1989). A junção neuromuscular é 

uma localização comum da ACh, reconhecida como neurotransmissor excitatório 

nestas sinapses em invertebrados como nematodas, anelídeos e moluscos 

(WALKER & HOLDEN-DYE, 1989). A ampla distribuição da ACh e das enzimas de 

síntese e degradação, em organismos como bactérias, fungos, protozoários e 

mesmo em plantas, fornece evidências consideráveis de que a ACh precedeu em 

termos evolutivos o surgimento do SN e de sinapses funcionais. Mesmo em 

organismos superiores a ACh é encontrada no tecido não-nervoso, como a córnea, 

alguns epitélios ciliados, no baço de ungulados e na placenta humana, existindo 

também algumas evidências de que ela atue no desenvolvimento e diferenciação 

dos tecidos (TAYLOR & BROWN, 1999). O papel funcional da ACh em invertebrados 

é bem conhecido, e sua ação farmacológica, assim como de seus antagonistas e 
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agonistas, foi amplamente investigada, sendo que o conhecimento de seus efeitos 

nos invertebrados é provavelmente tão antigo quanto as observações de suas ações 

nos vertebrados (FLOREY, 1963). A ação da ACh varia, dependendo do filo de 

invertebrados, sendo que nos gastrópodes ela atua como mediador químico nas 

sinapses motoras e interneurais (WALKER & HOLDEN-DYE, 1989; ELLIOTT & 

KEMENES, 1992). Dentre as enzimas com capacidade de catalisar a hidrólise da 

ACh (esterases) está a acetilcolinesterase (AChE), promovendo a ocorrência desta 

hidrólise nas sinapses colinérgicas, tanto em vertebrados quanto em invertebrados. 

Grande atividade da AChE foi descrita para gânglios nervosos de cefalópodes e 

insetos, onde a concentração desta é bem superior à encontrada no SNC de 

mamíferos (PROSSER, 1991). Além dos cefalópodes, uma alta concentração de 

ACh também foi descrita para outros moluscos (GERSCHENFELD, 1973). 

No SNC de M. abbreviatus foi demonstrada histoquimicamente a atividade 

enzimática da AChE. Esta reação foi observada na camada neuronal cortical e 

neuropilo dos gânglios, comissuras, conetivos e nervos, sendo que a mais forte 

reação positiva neuronal ocorreu nos gânglios pedais e bucais. Também observou-

se uma reação AChE de intensidade forte através de todo o neuropilo dos gânglios 

pedais. Estes dados sugerem que estas áreas positivas à AChE estejam envolvidas 

em circuitos colinérgicos, sendo que a atividade AChE está associada à presença de 

ACh atuando como neurotransmissor nestes circuitos (ZANCAN et al., 1994). Estes 

dados foram confirmados através da detecção da AChE em fibras nervosas de 

diferentes diâmetros e gânglios de tamanhos variados por toda a extensão da 

musculatura pediosa deste caracol, além de neurônios positivos distribuídos entre as 

células epiteliais no epitélio do pé do animal (FACCIONI-HEUSER, 1999).  Assim, 

pode-se fazer uma correlação da atividade da AChE no plexo pedioso de M. 
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abbreviatus com a presença de prováveis circuitos colinérgicos nos gânglios pedais, 

sugerindo que estruturas nervosas deste plexo estejam também envolvidas nestes 

circuitos, promovendo a locomoção (ZANCAN, 1996; FACCIONI-HEUSER, 1999). 

Além disso, a presença de neurônios positivos à AChE nos gânglios cerebrais desta 

espécie de caracol sugere o seu envolvimento no metabolismo de neuropeptídeos 

(ZANCAN, 1996). 

As monoaminas são moléculas amplamente conhecidas como 

neurotransmissores, sendo derivadas de aminoácidos. Entre elas estão as 

catecolaminas, termo que se refere aos compostos orgânicos que possuem um 

núcleo catecol (um anel benzeno com dois substituintes hidroxila adjacentes) e um 

grupo amina. Entre as catecolaminas destacam-se a dopamina 

(diidroxifeniletalamina) e seus produtos metabólicos, a noradrenalina e a adrenalina. 

A dopamina é sintetizada a partir do aminoácido tirosina, através da tirosina 

hidroxilase. Outro composto relacionado às catecolaminas é a octopamina 

(fenolamina), que também é sintetizada a partir da tirosina e possui apenas uma 

hidroxila no anel benzeno. Outras monoaminas são a serotonina (indolalquilamina), 

sintetizada a partir do aminoácido triptofano pela triptofano hidroxilase, e a histamina 

(imidazolamina), formada a partir da histidina pela histidina descarboxilase (KANDEL 

et al., 1995). Em invertebrados, as monoaminas atuam como neurotransmissores, 

neuromoduladores e até como neuro-hormônios. Entre elas, as catecolaminas são 

amplamente encontradas nos animais em geral, podendo ser sintetizadas por 

protozoários, planárias, nematodas, trematodas, celenterados, anelídeos, moluscos 

e artrópodes. A catecolamina mais importante entre os invertebrados é a dopamina, 

enquanto que a noradrenalina está geralmente ausente ou ocorre em pequenas 

quantidades (WALKER & HOLDEN-DYE, 1989). No SNC de M. abbreviatus, corpos 
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celulares catecolaminérgicos foram identificados através do método do ácido 

glioxílico. Estas células catecolaminérgicas estão presentes em regiões dos gânglios 

cerebrais e dos gânglios pedais. Os grupamentos neuronais mostrando 

catecolaminas no gânglio cerebral desta espécie de caracol apresentou uma 

distribuição similar aos neurônios imunorreativos à dopamina e à tirosina hidroxilase 

de Helix pomatia o que, juntamente com o fato de que a dopamina é a catecolamina 

mais abundante no SNC de diversas espécies de gastrópodos, sugere que estes 

neurônios observados nos gânglios cerebrais de M. abbreviatus sejam 

dopaminérgicos. Nos gânglios pedais deste caracol, os neurônios 

catecolaminérgicos estão organizados em colunas localizadas lateralmente, 

estendendo-se desde a região dorso-medial até o nível da comissura principal do 

gânglio. Todos os neurônios catecolaminérgicos do SNC de M. abbreviatus são de 

pequena dimensão, e o neuropilo destes gânglios apresenta uma grande quantidade 

de fibras catecolaminérgicas, podendo significar um aporte de fibras 

catecolaminérgicas originadas de neurônios sensoriais periféricos (ZANCAN et al., 

1997). 

A octopamina recebeu esta denominação por ter sido primeiro detectada na 

glândula salivar de Octopus, e ocorre provavelmente em todos os filos, tendo um 

papel fisiológico importante em insetos como neurotransmissor (WALKER & 

HOLDEN-DYE, 1989). 

A serotonina (5-HT) é outro importante neurotransmissor nos filos de 

invertebrados, tanto no SNC como no periférico (SNP), atuando nas vias motoras 

interneural e sensorial (WALKER & HOLDEN-DYE, 1989). Nos vertebrados, a 

serotonina é mais importante como neurotransmissor central, tendo uma ação 

periférica mais limitada. Em M. abbreviatus  foram identificados diferentes grupos 
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neuronais e tratos de fibras imunorreativos à 5-HT nas diferentes porções do SNC. 

Técnicas de marcação fluorescente do ácido glioxílico (GA) e a injeção da 

neurotoxina 5,7-diidroxitriptamina (5,7-DTH) foram utilizadas para a localização de 

neurônios serotoninérgicos, revelando o maior número de células nos gânglios 

pedais, dentre os gânglios centrais (ZANCAN et al., 1997). A técnica de 

imunoistoquímica comprovou a presença de um grande número de células 5HT-ir no 

gânglio pedal desta espécie de caracol (SWAROWSKY et al., 2005). No SNP de M. 

abbreviatus também foi encontrada imunorreatividade à 5-HT, especialmente do 

plexo pedioso do músculo do tarso. A imunorreatividade foi detectada nos ramos dos 

nervos pedais, nos gânglios e nas fibras do plexo pedioso em toda a extensão da 

musculatura pediosa, bem como na região associada ao integumento ventral. Na 

região subepitelial ventral encontrou-se uma arborização de fibras varicosas que se 

originam no plexo pedioso, terminando na região basal do epitélio, e às vezes alguns 

prolongamentos imunorreativos estendendo-se por entre estas células, alcançando a 

porção apical epitelial (FACCIONI-HEUSER et al., 2004). Estes dados, associados à 

presença dos neurônios 5HT-ir nos gânglios pedais do caracol, imunomarcados 

após o animal ser submetido a um estímulo térmico aversivo (SWAROWSKY et al., 

2005), sugerem o envolvimento da 5-HT no circuito nociceptivo serotoninérgico. 

Existem evidências que peptídios estejam envolvidos em vários aspectos 

relacionados a nocicepção, e conseqüentemente às respostas aos estímulos 

nocivos, tanto em invertebrados quanto vertebrados. Os peptídios podem atuar 

como neurotransmissores, sendo constituídos de moléculas grandes com cadeia 

linear de 5-40 aminoácidos, armazenados e liberados de vesículas sinápticas em 

terminais axonais (RANG et al., 1997). São classificados em famílias por possuírem 

seqüências de aminoácidos e ações semelhantes. Dentre estas famílias pode-se 
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destacar as taquicininas, secretinas, insulinas, gastrinas e opióides (JESSEL, et al. 

1997). 

Os peptídios pertecentes a família dos opióides (encefalinas, dinorfinas, 

opiocortinas) e a FMRFamida (KANDEL,2000) estão envolvidos na regulação  de 

várias funções em moluscos, incluindo locomoção, transmissão sensorial tátil, ritmo 

respiratório, alimentação e nocicepção (ZANCAN,1996). O peptídio FMRFamida 

(Phe-Met-Arg-Phe-NH2) foi descoberto inicialmente no gânglios do bivalve 

Macrocallista nimbosa, e desde então uma variedade de peptídios tem sido 

identificada em várias outras espécies. A FMRFamida tem sido implicada na 

atividade excitatória de tecidos e neurônios sensoriais em moluscos, e essa  

atividade parece estar associada a modulação sensorial, particularmente aquela 

associada a nocicepção (KAVALIERS, 1988a). 

Neurônios e fibras imunorreativos à FMRFamida (FLI) foram detectados nos 

gânglios do SNC e no plexo pedioso do M. abbreviatus. As fibras imunorreativas 

foram identificadas no neuropilo dos gânglios, nas comissuras, nos conetivos e nos 

nervos. Nestes animais, a FMRFamida teria uma função relevante no processo 

modulatório e integrativo das funções motoras, tendo em vista as diversas formas de 

interação com os diferentes neurotransmissores presentes na musculatura pediosa, 

como foi observado com a 5-HT e a ACh. A presença de prolongamentos de somas 

positivos na porção subepitelial da musculatura pediosa pode sugerir uma função 

neurotransmissora, e as fibras imunomarcadas por toda a extensão da musculatura 

pediosa do M. abbreviatus poderia sugerir uma função neurossecretora periférica 

para o peptídeo FMRFamida. Assim, de um modo geral, os neurônios e as fibras FLI 

do plexo pedioso deste caracol podem estar envolvidos em circuitos motores, como 
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a locomoção, e em circuitos sensoriais, como a nocicepção (MORIGUCHI-JECKEL, 

2001). 

As encefalinas são peptídeos presentes também em diversos invertebrados, 

homólogos aos de mamíferos. Elas apresentam a capacidade de interagir com a 

liberação de outros neurotransmissores, como a dopamina e a substância P, o que 

indica o seu envolvimento na regulação de uma variedade de processos biológicos 

(SCHARRER, 1987). Os pentapeptídeos encefalinas, Met-encefalina (Tyr-Gly-Gly-

Phe-Met) e Leu-encefalina (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu) são expressos em sistemas 

neuronais totalmente separados a partir da proteína pró-opiomelanocortina (POMC), 

que origina, dentre vários produtos opióides e hormônios não-opióides, a pró-

encefalina, da qual se originam a Met- e a Leu-encefalina. As características da 

estrutura primária das encefalinas de invertebrados e dos receptores opióides 

descritos nestes animais são similares às dos vertebrados, representando uma 

conservação deste sistema opióide ao longo da evolução (STEFANO, 1988). Os 

peptídeos opióides assumem nos vertebrados um importante papel no controle de 

vários processos comportamentais e fisiológicos que estão envolvidos na 

manutenção da homeostase do organismo (KAVALIERS, 1989). Sabe-se que estes 

peptídeos também estão envolvidos em uma ampla diversidade de funções nos 

moluscos, como termorregulação comportamental, locomoção, comportamento 

alimentar, nocicepção, transmissão sensorial tátil, ritmo respiratório e em atividades 

imunológicas. Tem-se evidenciado em moluscos a interação dos sistemas opióides 

endógenos com outros sistemas de neurotransmissão, porém, pouco se sabe sobre 

a base morfológica da neurotransmissão encefalinérgica e a distribuição destes 

neurônios no SN de moluscos gastrópodes. Em M. abbreviatus, neurônios 

imunorreativos à metionina-encefalina (MEnk-ir) foram encontrados em todos os 
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gânglios nervosos centrais, sendo que a maior porção deles foi detectada nos 

gânglios visceral, parietal direito e pedais (ZANCAN, 1996). Estudos 

comportamentais eletrofisiológicos e farmacológicos realizados em moluscos 

(KAVALIERS, 1989; ROMERO et al., 1994; WALTERS, 1987; KAVALIERS & HIRST, 

1986; ACHAVAL et al., 2005) têm evidenciado que os agonistas e antagonistas dos 

opiáceos exógenos e dos opióides endógenos têm ações similares àquelas 

induzidas nos mamíferos. 

O envolvimento dos sistemas opióides em vários processos fisiológicos e 

comportamentais vem sendo evidenciado em inúmeros trabalhos, antes mesmo da 

obtenção de dados sobre a base morfológica da neurotransmissão encefalinérgica e 

localização dos neurônios contendo opióides no SN dos moluscos gastrópodes. 

Sabe-se que nos moluscos, mecanismos mediados por opióides endógenos podem 

deprimir a sensibilidade à dor (DYAKONOVA et al., 1995) e este efeito 

antinociceptivo pode ser revertido por um antagonista, o naloxone (ROMERO et al., 

1994), o que também já foi demonstrado em M. abbreviatus (ACHAVAL et al., 2005). 

Sendo assim, muitos dos vários neurônios MEnk-ir encontrados nos gânglios 

centrais do M. abbreviatus podem estar envolvidos em funções modulatórias no 

amplo repertório comportamental aversivo, pelo qual os animais detectam e reagem 

aos estímulos nociceptivos. 

Outro neuropeptídeo amplamente detectado em invertebrados é a substância 

P (SP), que faz parte da família das taquicininas ou neurocininas, cujos diferentes 

tipos de receptores participam na modulação da transmissão nociceptiva e anti-

nociceptiva, e também nas respostas cardiovasculares (vasoativas) provocadas na 

medula espinhal de vertebrados (HELKE et al., 1990). No SN de moluscos 

gastrópodes, tem sido demonstrada imunoistoquimicamente a presença de SP 
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relacionada à de mamíferos. No M. abbreviatus, foram encontrados neurônios 

imunorreativos à SP (SP-ir) em quase todos os gânglios nervosos, sendo que o 

maior número destes foi detectada nos gânglios cerebrais (ZANCAN, 1996). No 

plexo pedioso deste caracol também foram encontrados neurônios SP-ir, bem como 

na região associada ao epitélio (plexo subepitelial). As fibras SP-ir dos nervos do 

plexo penetram nos gânglios, sendo que algumas delas o atravessam, emitindo 

projeções que rodeiam os somas neuronais, continuando-se em outro nervo. 

Axônios SP-ir emergem dos nervos, formando arranjos geométricos na região 

subepitelial (RIGON et al., 1998).  
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2–  OBJETIVOS 
 

 

Estudos prévios realizados em nosso laboratório em M. abbreviatus indicam a 

presença de neurônios catecolaminérgicos, peptidérgicos (SP, MEnK, FMRFamida) 

e serotoninérgicos no SNC deste animal, envolvidos com várias funções fisiológicas 

(ZANCAN, 1996; ZANCAN et al., 1997; MORIGUCHI-JECKEL, 2001; SWAROWSKY 

et al., 2005). Porém, nos invertebrados tem-se pouco conhecimento sobre os grupos 

de neurônios envolvidos nos circuitos nociceptivos. Assim, a utilização da proteína c-

Fos como marcador da atividade neuronal permite identificar, após estimulação 

adequada, células ativadas dentro da via nociceptiva em qualquer lugar do sistema 

nervoso (BULLITT, 1990; ACHAVAL, 1991; HARRIS, 1998; PRADO & DAL BEL, 

1998). Existem numerosas vantagens para utilizar a expressão de c-Fos em estudos 

da base neural da nocicepção, como a fácil identificação da localização precisa de 

populações neuronais que respondem a estímulos nocivos e o fato de que sua 

expressão pode ser analisada quantitativamente, simplesmente através da 

contagem de neurônios marcados por imunoistoquímica (HARRIS, 1998). 

Sabe-se que um dos maiores desafios da neurociências é a identificação 

funcional de neurônios envolvidos nos circuitos básicos de certos comportamentos, 

inclusive da nocicepção. Por existirem poucos estudos a respeito da expressão da 

proteína c-Fos no SNC de moluscos, o presente estudo procura determinar uma 

aproximação morfofuncional dos circuitos envolvidos na nocicepção, utilizando o 

modelo experimental estabelecido em nosso laboratório: o caracol terrestre 

Megalobulimus abbreviatus. 

Sendo assim, os objetivos específicos deste trabalho foram: 
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 Localizar mediante o procedimento imunoistoquímico de anticorpo não 

marcado de Sternberger (1979), subpopulações neuronais c-Fos-ir no 

SNC de M. abbreviatus e estudar as prováveis variações desta proteína 

após estimulação térmica aversiva em diferentes tempos. 

 

 Estudar semiquantitativamente as prováveis variações na expressão da 

imunorreatividade à c-Fos em animais controle e tratados, utilizando o 

procedimento de densitometria óptica. 

 

 Observar os efeitos da morfina na expressão da proteína c-Fos no SNC de 

M. abbreviatus, quando administrada antes do estímulo térmico aversivo, 

através de análise imunoistoquímica e de densidade óptica. 
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3 – MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 – ANIMAIS DE EXPERIMENTAÇÃO 

 

 

Os experimentos foram realizados em 36 caracóis, Megalobulimus 

abbreviatus (BECQUAERT, 1948), previamente classificados como M. oblongus 

(THOMÉ et al., 1994), coletados no município de Charqueadas (RS). Os animais 

foram mantidos em terrários telados no Laboratório de Histofisiologia Comparada,  

Departamento de Ciências Morfológicas, Instituto de Ciências Básicas da Saúde 

(UFRGS), sob condições de temperatura ambiente e fotoperíodos naturais, 

alimentados com água e vegetais ad libitum (Fig 10). 

 

 

Figura 10 - Caracol da espécie Megalobulimus abbreviatus em condições de 
manutenção prévias ao experimento.  
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Foram utilizados para o experimento apenas animais adultos, caracterizados 

pela presença da borda da concha “virada”, de coloração rósea (Fig 11). O tamanho 

das conchas dos caracóis variou entre 53-79 mm de comprimento e 27-41 mm de 

largura e com uma faixa de peso de 41-78 g. 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 11 – Animal adulto utilizado para experimentação. CP, complexo cabeça-
pé; asterisco, concha; seta, borda virada de coloração rósea; cabeça de seta, 
tentáculos ópticos; seta dupla, palpos labiais.   
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3.2 – PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS 

 

 

3.2.1 – EXPERIMENTO 1 

 

 

Os caracóis foram divididos em 6 grupos de 6 caracóis, onde 5 grupos 

receberam um estímulo térmico aversivo de 50oC em uma placa quente (Socrel, 

modelo-DS37, Itália) (Fig 12), e foram sacrificados 3, 6, 12, 18 e 24 horas após o 

estímulo, e um grupo controle que não foi submetido ao estímulo térmico. 

 

 

 
 
Figura 12 – Modelo da placa quente utilizada para aplicação do estímulo 
térmico aversivo. 
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Para minimizar o estresse devido à novidade (KAVALIERS, 1987; 1988b), os 

caracóis foram hidratados em câmaras úmidas individuais, 2 h antes do 

experimento. Além disso, para evitar o provável efeito da falta de umidade no 

substrato durante a exposição dos caracóis na placa quente, um filme plástico 

coberto com 10 ml de água foi colocado sobre a placa. Esperava-se então, que a 

placa readquirisse a temperatura pré-determinada (PENHA, 2001). O limiar 

nociceptivo dos caracóis foi individualmente determinado por aferição da latência de 

seus comportamentos aversivo ou de retirada ao estímulo térmico (KAVALIERS & 

PERROT-SINAL, 1996). A aferição da latência iniciou-se no momento em que o 

caracol foi colocado na placa quente e terminou imediatamente após o animal elevar 

o complexo CP a, no mínimo, 1 cm da placa quente (ACHAVAL et al., 2005; PENHA, 

2001). A seguir, os caracóis foram rapidamente removidos da placa quente e 

devolvidos aos terrários até o momento do sacrifício dos mesmos. Todos os 

procedimentos experimentais foram realizados durante o dia. Os animais foram 

estimulados em diferentes tempos para que todos pudessem ser sacrificados no 

mesmo período (11-14 h), para eliminar variáveis, pois os gastrópodos terrestres 

apresentam hábitos noturnos (CHASE, 2002). 

 

 

3.2.2 – EXPERIMENTO 2:  TRATAMENTO COM MORFINA 

 

 

Seis grupos de caracóis hidratados (3 em cada) foram injetados com sulfato 

de morfina (Cristália, Brasil) na concentração de 20 mg/kg, e outros 6 grupos de 

caracóis hidratados (3 em cada) foram injetado com salina (1 ml) na cavidade 
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hemocélica através da zona ventral anterior do pé. Após 15 min da injeção, os 

caracóis foram submetidos ao estímulo térmico, sendo colocado na superfície 

aquecida (50oC). Após o animal ter elevado o complexo CP a no mínimo 1 cm da 

placa quente, o caracol foi rapidamente removido da placa e devolvido para os 

terrários. Os animais que receberam injeção com salina ou morfina foram 

sacrificados em tempos diferentes após o estímulo térmico (3, 6, 12, 18 e 24 h). 

Outro grupo (controle; n=3) de caracóis hidratados não tratados também recebeu o 

estímulo aversivo. 

 

 

3.3 – OBTENÇÃO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 

 

 

Os animais foram anestesiados em uma solução saturada de mentol (Synth, 

Brasil) por 30 min (ZANCAN et al., 1997). Após a remoção da concha, o manto 

anterior e o diafragma foram seccionados, expondo a porção anterior do trato 

digestivo. Os gânglio cerebrais, situados dorsalmente ao bulbo bucal, foram retirados 

após a secção de nervos e conetivos que se localizam lateralmente e ântero-

lateralmente a cada gânglio. Para a exposição dos gânglios subesofageais, o 

músculo retrator da rádula foi seccionado e o saco radular foi rebatido anteriormente. 

Após a secção de nervos e conetivos neurais, a massa ganglionar subesofageal foi 

retirada. 
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3.4 – FIXAÇÃO 

 

 

Para a realização da técnica de imunoistoquímica, todo o material removido 

foi fixado por imersão em paraformaldeído 4%, diluído em tampãp fosfato (TF) 0,1M 

pH 7,4, por 4 horas a temperatura ambiente. Após fixação, o material foi 

crioprotegido em solução de sacarose 15% e, logo após, em solução de sacarose 

30%, diluídas em TF 0,1M, a  4 oC, sob contínua agitação, até os gânglios 

afundarem. 

O processo de fixação deve preservar na melhor forma a capacidade 

antigênica das estruturas a demonstrar. Desta forma, ao aplicar o anticorpo, ocorrerá 

uma reação antígeno-anticorpo nos sítios que corresponderão a sua localização. 

Este procedimento é necessário para imobilizar os compostos teciduais solúveis 

(antígenos) em seu sítio de localização, manter a conformação geral dos tecidos e a 

capacidade antigênica dos mesmos. A perda de antigenicidade é influenciada por 

algumas variáveis que acompanham a solução fixadora. No caso do 

paraformaldeído, o número de pontes tipo metileno formadas depende não só da 

concentração do fixador, mas também da temperatura, pH e do tempo de exposição 

(RODRIGO et al., 1996). O método de fixação mais amplamente aceito para a 

realização da imunoistoquímica em microscopia óptica, por assegurar boa 

preservação do tecido e não destruir a antigenicidade das substãncias em estudo, 

envolve a utilização de solução de paraformaldeído diluído a 4% em TF 0,1M pH7,3-

7,4 (revisão de LARSSON, 1983),  a 4 oC durante o mínimo de tempo necessário, o 

que é também recomendado para tecidos nervosos de invertebrados (NÄSSEL & 

O’SHEA, 1987). 
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3.5 – SECÇÕES HISTOLÓGICAS 

 

 

Segundo ACHAVAL (1991), os métodos imunoistoquímicos, em sua maioria, 

recomendam obter secções de blocos não-incluídos em parafina, uma vez que estes 

processos acarretam, supostamente, a perda de antigenicidade dos tecidos. Desta 

maneira, os gânglios nervosos centrais fixados e crioprotegidos foram orientados 

para cortes coronais (gânglios cerebrais) e horizontais – sentido dorso-ventral 

(complexo subesofageano), em pequenos blocos confeccionados em papel alumínio 

e preenchidos com meio de embebição (Tissue Tek, USA) para congelamento. Estes 

blocos foram rapidamente congelados em isopentano resfriado em nitrogênio líquido 

e colocados por aproximadamente 3 h a -20oC antes de serem realizadas as 

secções, para estabilizar a temperatura dos mesmos. Os tecidos foram seccionados 

a 50 µm em criostato (Leitz 1720 Digital) e coletados em tampão fosfato salino (PBS) 

para realizar o procedimento imunoistoquímico dos cortes em “free-floating”. 

 

 

3.6 – IMUNOISTOQUÍMICA 

 

 

3.6.1 – TRATAMENTO PRÉVIO À INCUBAÇÃO COM O PRIMEIRO ANTICORPO 

 

 

O material seccionado no criostato foi coletado em frascos de vidro contendo 

PBS e lavados duas vezes com o mesmo tampão para a remoção completa do meio 
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de embebição. Para bloquear a atividade da peroxidase endógena, os cortes foram 

tratados com uma solução de metanol 10% diluída em uma solução de peróxido de 

hidrogênio 3% preparada em água destilada, durante 30 min sob agitação constante 

e temperatura ambiente (SANTOS  et al., 2002). 

Após a remoção da solução de peróxido de hidrogênio e metanol, os cortes 

foram lavados por duas vezes, durante 15 min cada, e pré-incubados por 30 min 

com soro normal de cabra (NGS) não imune a 3% preparada com Triton X-100 

(Sigma) 0,4% diluído em PBS (PBS-Tx). A ação detergente do Triton favorece a 

penetração dos anticorpos através das membranas e a reação com o NGS é 

realizada para bloquear os sítios inespecíficos, prevenindo ligações não-específicas 

dos anticorpos com as proteínas básicas dos tecidos. Após este tratamento não é 

necessário realizar lavagens, bastando a drenagem do NGS e leve secagem antes 

da próxima etapa, que é a incubação com o primeiro anticorpo. 

 

 

3.6.2 – APLICAÇÃO DO PRIMEIRO ANTICORPO 

 

 

Foi utilizado o anticorpo policlonal, desenvolvido em coelho contra a proteína 

c-Fos (Calbiochem), em uma diluição de 1:750 em PBS-Tx, durante 48 h a 4 oC, sob 

agitação constante. Logo após a incubação o material foi submetido a duas 

lavagens, de 15 min cada, em PBS. 
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3.6.3 – APLICAÇÃO DO SEGUNDO ANTICORPO 

 

 

O anticorpo secundário funciona como uma “ponte” necessária para fazer a 

ligação entre o anticorpo específico ligado e o complexo PAP (peroxidase anti-

peroxidase). Este anticorpo utilizado, anti-IgG de coelho, desenvolvido em cabra 

(Sigma), foi diluído a 1:50 em PBS-Tx e utilizado para incubação dos cortes por 2 h, 

em temperatura ambiente. Após esta etapa de incubação, os cortes foram lavados 

em PBS (duas lavagens de 15 min cada). 

 

 

3.6.4 – APLICAÇÃO DO TERCEIRO ANTICORPO OU COMPLEXO PAP 

 

 

Esta reação é realizada para ligar a enzima peroxidase, a qual é reponsável 

pela reação final, à cadeia de anticorpos que deverão estar ligados ao antígeno em 

questão. 

O complexo PAP (Sigma) foi diluído a 1:500 em PBS. Os cortes 

permaneceram incubando durante 1 h e 30 min. Novamente foram feitas duas 

lavagens de 15 min cada em PBS. 
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3.6.5 – REVELAÇÃO DA REAÇÃO PEROXIDASE 

 

 

Os cortes foram incubados em uma solução de diaminobenzidina (DAB; 

Sigma) diluída a 0,06% em PBS, durante 10 min. Acrescentou-se, em seguida, 

peróxido de hidrogênio 10% na quantidade de 1µl/ml de solução de DAB, durante 10 

min a temperatura ambiente e agitação constante. A reação produziu um precipitado 

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

 

 

3.6.6 – MONTAGEM DOS CORTES 

 

 

Os cortes foram coletados em lâminas previamente gelatinizadas com 

gelatina-cromo alúmen. Após a secagem, foram desidratados com soluções de 

concentrações crescentes de álcool, diafanizadas em xilol e montadas com 

Permount e lamínulas.  

 

 

3.6.7 – CONTROLE DA ESPECIFICIDADE DA IMUNORREAÇÃO 

 

 

Foi feito este experimento para o controle da técnica imunoistoquímica. Para 

tanto, o anticorpo primário foi omitido do meio de incubação, sendo substituído por 
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PBS, e o restante do procedimento foi realizado da mesma forma descrita 

anteriormente. 

 

 

3.7 – DENSIDADE ÓPTICA 

 

 

A imunorreatividade à proteína c-Fos foi avaliada nos experimentos 1 e 2 

usando densitometria óptica regional através de análise independente entre eles, 

uma vez que foram realizados em dias diferentes, não sendo assim permitida a 

comparação (GONZALES-LIMA & GARROSA, 1991; HEVNER et al., 1995; 

PARTATA et al., 2002; RASIA-FILHO et al., 2002; FERRAZ et al., 2003; 

SWAROWSKY et al., 2005). Para medir a imunorreação da proteína c-Fos, um 

microscópio Nikon-Eclipse E-600 (Japão) acoplado ao Software Image Pro-Plus 4.1 

(media Cybernetics, USA) foi utilizado. Imagens digitalizadas das secções foram 

obtidas usando uma câmara CCD (Pro-Series High Performance). As imagens 

coloridas foram digitalizadas e convertidas em uma escala de cinzas (8 bits - 256 

níveis de cinza) nas regiões analisadas, e uma caixa de amostragem de 44.100 µm2 

(AOI – área de interesse) foi colocada sobre os grupos neuronais anteriores, 

mediais, posteriores e laterais dos gânglios pedais; sobre os grupos neuronais 

anteriores e posteriores ao neuropilo do gânglio parietal direito; sobre os neurônios 

c-Fos-ir isolados do gânglio visceral; e sobre os neurônios do mesocérebro, dos 

lobos pedal e pleural do pós-cérebro e sobre os neurônios do pró-cérebro dos 

gânglios cerebrais (Fig. 13). 
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Figura 13 – Representação esquemática dos gânglios do SNC de M. abbreviatus 
analisados e as regiões cujas medidas de densidade óptica foram adquiridas. A: 
complexo subesofageano; 1, neurônios anteriores do gânglio pedal; 2, neurônios 
mediais do gânglio pedal; 3, neurônios laterais do gânglio pedal; 4, neurônios 
posteriores do gânglio pedal; 5, neurônios anteriores ao neuropilo do gânglio parietal 
direito; 6, neurônios posteriores ao neuropilo do gânglio parietal direito; 7, neurônios 
do gânglio visceral. B: gânglios cerebrais; 8, mesocérebro; 9, pró-cérebro; 10, lobo 
pedal do pós-cérebro; 11, lobo pleural do pós-cérebro.   

 

Todas as condições de luz e magnificações foram mantidas constantes entre 

as secções e áreas, e adicionalmente o investigador não foi informado dos grupos 

experimentais cujas secções analisadas foram obtidas. Além disso, para realizar a 

densitometria, foi necessário que todo o procedimento imunoistoquímico de cada 

experimento fosse realizado com todos os grupos ao mesmo tempo, para eliminar 

variáveis.  

A densidade óptica foi calculada usando a seguinte fórmula: 

 

DO(x,y) = -log [(INTENSIDADE (x,y) – preto)/ (Incidência – preto)]  

 

Onde: DO= densidade óptica; (x,y)= coordenadas de pixel analisado; 

Intensidade= intensidade de luz visível no pixel; Preto= intensidade gerada quando 

a luz não atravessa o material; Incidência= é a intensidade da luza incidente 
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Os resultados obtidos representam a média de densitometria óptica de todos 

os pixels nas áreas selecionadas (GONZÁLEZ-LIMA & GARROSA, 1991; HEVNER 

et al., 1995; PARTATA et al., 1999; FERRAZ et al., 2003; SWAROWSKY et al., 

2005). 

 

 

3.8 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

As medidas de densidade óptica (DO) coletadas das regiões anteriormente 

mencionadas foram comparadas entre os diferentes grupos animais, em diferentes 

tempos de sobrevivência após o estímulo térmico aversivo, usando a análise de 

variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste post hoc de Bonferroni (p<0,05), 

no software SPSS 9.0. 
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4 – RESULTADOS 

 

 

4.1 – ESTÍMULO TÉRMICO AVERSIVO 

 

 

Quando submetidos ao estímulo térmico a 50oC os caracóis apresentaram um 

comportamento aversivo bifásico. Na primeira fase, logo que colocados na superfície 

aquecida, os animais exibiram uma extensão do pé, o qual foi imediatamente 

retraído lateralmente. Ao mesmo tempo, os tentáculos orais e os palpos labiais 

retraíram-se, e este movimento foi seguido por uma retração medial-ventral do 

complexo CP, iniciando-se na região rostral e estendendo-se à região caudal. Desta 

maneira, apenas a porção lateral do pé permaneceu em contato com o substrato, 

com a ocorrência de uma retração parcial do corpo para dentro da concha, de 

maneira que, quando observado de frente, o complexo CP mostrou um aspecto 

triangular (Fig. 1-A). Em uma segunda fase, os tentáculos orais e os palpos labiais  

que encontravam-se retraídos começaram a protrair-se, e o caracol passou a 

realizar movimentos de procura sobre a placa, seguidos de ondas parapodiais 

características de comportamentos exploratórios. Subseqüentemente, os animais 

exibiram uma elevação do complexo CP a 1cm ou mais do substrato (Fig. 1-B). 

Os animais que não receberam a injeção de nenhum veículo durante o 

experimento (controle), apresentaram uma média na latência da resposta aversiva 

de 25,1 s (+ 7,9), apresentando uma intensa secreção de muco, o qual mostrou-se 

amarelado. Os caracóis que receberam a injeção de solução salina (1 ml) 

apresentaram uma média na latência da resposta aversiva de 26,2 s (+ 5,5) e um 
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comportamento similar ao do grupo controle, não havendo uma diferença 

significativa (p>0,05) entre os grupos controle e salina na latência da resposta 

aversiva dos caracóis (Fig. 14). 

Após 15 min da administração de morfina (20 mg/kg) e antes de serem 

colocados na placa quente os caracóis mostraram uma rigidez muscular. Os 

tentáculos ópticos e orais destes caracóis permaneceram protraídos e flácidos em 

todas as fases do teste. Quando colocados na placa quente, estes animais 

apresentaram uma retração parcial do complexo CP, menos intensa do que aquela 

observada nos animais controle e salina. Na segunda fase do comportamento 

aversivo, os caracóis mostraram uma protração parcial dos palpos e dos tentáculos 

orais, os quais continuaram flácidos. Todos os animais deste grupo, pré-tratados 

com morfina antes do estímulo térmico aversivo, apresentaram secreção de um 

muco espesso e amarelado. Com esta administração de morfina, a latência da 

resposta aversiva foi significativamente maior (média de 79,9 s, + 10 s) do que as 

obtidas para os grupos controle e salina (Fig. 14). 

 

 

4.2 – IMUNORREATIVIDADE À PROTEÍNA c-FOS 

 

 

A imunorreatividade para a proteína c-Fos foi observada no citoplasma (Fig. 

15 B) e no núcleo (Fig. 15 A) dos neurônios estimulados, os quais apresentaram 

grânulos de cor parda, intensamente corados. As células não expressaram a 

imunorreatividade para a proteína c-Fos da mesma forma, variando o tipo de 

intensidade (fraca, intermediária e forte) de coloração em todos os gânglios 



 

 

56

 

analisados (Fig. 15 B). Esta variabilidade foi encontrada comparando-se diferentes 

áreas de um mesmo gânglio e até mesmo em diferentes células presentes em uma 

mesma zona. Na determinação da especificidade da reação, onde foi omitido o 

anticorpo primário e o material foi incubado com PBS, os resultados foram negativos, 

com nenhuma marcação existente (Fig. 16), indicando que a imunorreatividade 

observada (Fig. 16 B) não se deve aos anticorpos secundários e terciários, e sim ao 

anticorpo primário. Também identificou-se a presença de axônios imunorreativos 

(Fig. 15 B) em diferentes regiões, partindo de neurônios em direção ao neuropilo dos 

gânglios correspondentes. A intensidade dos axônios marcados, quando observada, 

também apresentou variações (de fraca a forte), sendo que, quando bem 

imunorreativos, as suas ramificações também puderam ser visualizadas. 
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Figura 14 – Efeito do tratamento com salina (1,0 ml) ou morfina (20 mg/kg) na 
latência da resposta aversiva após o estímulo térmico (50oC) 15 min após a injeção 
em animais sacrificados em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 24H). Observar a 
diferença extremamente significativa entre o grupo tratado com morfina (M) (p<0,001) 
em relação ao grupo controle (C) e ao grupo salina (S). (ANOVA de uma via e teste 
post hoc  de Bonferroni). 

 
 
 

Figura 14 – Efeito do tratamento com salina (1,0 ml) ou morfina (20 mg/kg) na 
latência da resposta aversiva após o estímulo térmico (50oC) 15 min após a 
injeção em animais sacrificados em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 
24H). Observar a diferença extremamente significativa entre o grupo tratado 
com morfina (M) (p<0,001) em relação ao grupo controle (C) e ao grupo salina 
(S). (ANOVA de uma via e teste post hoc  de Bonferroni). 
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Figura 15 - A: Fotomicrografia de neurônio medial de tamanho grande do gânglio 

pedal de animal sacrificado 6 h após o estímulo térmico aversivo 

mostrando núcleo imunorreativo (seta). Barra: 400 µm. 

B: Fotomicrografia representativa da intensidade da imunorreação 

citoplasmática em diferentes neurônios da região do mesocérebro do 

gânglio cerebral de animal sacrificado 6 h após o estímulo térmico 

aversivo; intensidade fraca, um asterisco; intensidade média, dois 

asteriscos; intensidade forte, três asteriscos; prolongamento axonal 

imunorreativo, cabeça de seta. Barra: 50 µm. 
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Figura 16 – Fotomicrografia de secções dorsais do gânglio cerebral mostrando a 

reação imunoistoquímica. 

  A: Secção do gânglio incubada apenas com PBS, onde foi omitido o 

anticorpo primário. 

  B: Secção do gânglio processada para o procedimento de 

imunoistoquímica, mostrando neurônios Fos-ir (seta).  

  CD, corpo dorsal; lpl, lobo pleural do pós-cérebro; lpe, lobo pedal do 

pós-cérebro; mc, mesocérebro. 

  Barra: 400 µm. 
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4.2.1 – GRUPO CONTROLE 

 

 

Para descrever a distribuição dos neurônios Fos-ir no SNC do caracol M. 

abbreviatus, os gânglios cerebrais e o complexo subesofageano foram observados 

em três áreas horizontais representativas: dorsal, medial e ventral. 

Nos animais do grupo controle, que não foram submetidos ao estímulo 

térmico aversivo, neurônios Fos-ir foram encontrados em vários gânglios do SNC do 

caracol (Fig. 17). 

 

 

4.2.1.1 – GÂNGLIOS CEREBRAIS 

 

 

Nos gânglios cerebrais, corpos neuronais imunorreativos à c-Fos foram 

observados no mesocérebro em secções ao nível da comissura cerebral (Fig. 18), 

bem como em regiões dorsais e ventrais à mesma. Em secções dorsais, poucos 

neurônios Fos-ir (aproximadamente 8 células) de tamanho médio (20-60 µm de 

diâmetro) foram detectados na região do mesocérebro, e além destas células, um 

grupo de aproximadamente 40 neurônios pequenos (10-15 µm de diâmetro) foi 

identificado junto ao neuropilo (Fig. 19). Estes neurônios pareciam estar dispostos 

em uma coluna que se estende até a região medial do gânglio, aparecendo também 

em cortes mediais. Ainda neste plano de secção, neurônios imunorreativos foram 

encontrados no pró-cérebro, perfazendo um total de aproximadamente 10 células 

pequenas (< 10 µm de diâmetro), distribuídas de forma aleatória (Fig. 20). Também 
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no lobo pedal do pós-cérebro foram identificados alguns neurônios Fos-ir (10-15 

células) com dimensões variando de média a pequena. Um grupo neuronal, de 

aproximadamente 20 células de tamanho pequeno (10-15 µm de diâmetro), 

intensamente marcado, foi identificado nesta região do pós-cérebro, próximo ao 

neuropilo, podendo ser observado um denso feixe de fibras partindo destes 

neurônios em direção ao neuropilo (Fig. 20). Em secções mediais do gânglio 

cerebral, um grupo celular de aproximadamente 20 neurônios de tamanho médio 

(20-60 µm de diâmetro) foi identificado anterior ao neuropilo do mesocérebro, 

organizados em um arranjo semelhante a um “cacho de uvas” (Fig. 18). Neste 

mesmo nível de secção, no lobo pleural do pós-cérebro, poucos neurônios Fos-ir, 

em posição posterior ao neuropilo, foram detectadas aproximadamente 10 células de 

tamanho médio (20-60 µm de diâmetro) (Fig.  21). 

 

 

4.2.1.2 – COMPLEXO SUBESOAGEANO 

 

 

Na descrição da distribuição dos neurônios Fos-ir nos gânglios pedais 

considerou-se quatro localizações neuronais: anterior, medial, posterior 

(SWAROWSKY et al., 2005) e lateral (Fig. 22). Neurônios imunorreativos foram 

encontrados principalmente nas regiões mediais e posterior de secções ventrais dos 

gânglios, perfazendo um total de aproximadamente 30 células de tamanho médio 

(20-60 µm de diâmetro) (Fig. 23). Nos outros níveis de secção (medial e dorsal), 

observou-se um grupo de 15 neurônios pequenos (10-15 µm de diâmetro) 

intensamente imunorreativos localizados lateralmente ao neuropilo (neurônios 



 

 

62

 

laterais), podendo-se identificar fibras partindo destas células em direção ao 

neuropilo (Fig. 24). Tais neurônios parecem estar dispostos em uma coluna, 

estendendo-se desde a porção dorsomedial até o nível da comissura pedal principal. 

Em secções mediais, ao nível da comissura pedal principal, apenas um par de 

neurônios gigantes (180-200 µm de diâmetro) foi identificado na região posterior do 

gânglio (Fig. 25). 

No gânglio parietal direito identificou-se um grupo de aproximadamente 15 

neurônios Fos-ir médios (20-60 µm de diâmetro) localizados nos planos 

ventromedial, medial e dorsal do gânglio e neurônios grandes (90-110 �m de 

diâmetro), posicionado posteriormente ao neuropilo e próximos ao limite com o 

gânglio visceral (Fig. 26 A e C; Fig. 27 A) e ao limite posterior do próprio gânglio. 

Ainda neste nível de secção, um neurônio grande (90-110 µm de diâmetro) Fos-ir foi 

identificado localizado anteriormente ao neuropilo do gânglio, próximo ao limite com 

o gânglio pleural direito, podendo ser identificado claramente seu prolongamento 

axonal em direção ao neuropilo (Fig. 26 B). 

O gânglio visceral também apresentou neurônios Fos-ir em uma localização 

posterior ao neuropilo, próximo ao limite posterior do gânglio e principalmente no 

limite com o gânglio parietal direito. Os neurônios encontrados apresentaram 

tamanhos médio (20-60 µm de diâmetro) e grande (90-110 µm de diâmetro) em 

secções mediais, perfazendo um total de aproximadamente 8 células imunorreativas 

(Fig. 27 B).  
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Figura 17 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus em animais controle. A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista 
medial; E e H, vista dorsal. pe, gânglio pedal; pl, gânglio pleural; pa, gânglio parietal; 
v, gânglio visceral; cd, corpo dorsal; mc, mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-
cérebro; lpe, lobo pedal. Posterior (P), Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Figura 18 – Fotomicrografia de cortes horizontais de gânglios cerebrais. 

A: Corte ao nível da comissura cerebral (cc), mostrando o mesocérebro 

(mc), lobo comissural do pós-cérebro (lc), lobo pleural dos pós cérebro 

(lpl), corpo dorsal (CD). Neurônios Fos-ir estão presentes no 

mesocérebro em arranjo semelhante a um “cacho de uva” (seta). Barra: 

400 µm. 

B: Detalhe do mesocérebro mostrando os neurônios Fos-ir de tamanho 

médio presentes nesta região. Pode-se notar também a 

imunorreatividade dos axônios de alguns neurônios (cabeça de seta) em 

direção ao neuropilo do gânglio. Barra: 80 µm. 
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Figura 19 – Fotomocrografia de corte horizontal dos gânglios cerebrais 

A: Corte no plano dorsal mostrando o mesocérebro (mc), o pró-cérebro 

(prc), os lobos pedal (lpe) e pleural (lpl) do pós-cérebro, e o corpo dorsal 

(CD). Notar a presença de poucos neurônios Fos-ir neste plano de 

secção (seta) no mesocérebro e um grupo de neurônios pequenos 

(cabeça de seta) na mesma região do gânglio. Barra: 400 µm. 

B: Detalhe dos neurônios Fos-ir de tamanho pequeno localizados no 

mesocérebro do gânglio cerebral, junto ao neuropilo (NP), ao lado de 

neurônios imunonegativos de tamanho médio (N). Barra: 40 µm. 
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Figura 20 -  Fotomicrografia de corte horizontal dos gânglios cerebrais. 

A: Secção no plano dorsal dos gânglios cerebrais mostrando o 

mesocérebro (mc), com neurônios Fos-ir de tamanho médio (seta); pró-

cérebro (prc) com neurônios pequenos imunorreativos; os lobos 

comissural (lc) e pleural (lpl) sem neurônios Fos-ir; o lobo pedal (lpe) 

com neurônios imunorreativos de tamanho médio (cabeça de seta) e de 

tamanho pequeno (seta dupla); CD, corpo dorsal. Barra: 400 µm. 

B: Detalhe do pró-cérebro do gânglio cerebral mostrando neurônios 

pequenos imunorreativos à c-Fos (seta), podendo ser identificados seus 

prolongamentos axonais também imunorreativos (cabeça de seta). 

Barra: 80 µm. 

C: Detalhe do lobo pedal do pós-cérebro mostrando um denso 

agrupamento de neurônios intensamente imunorreativos, com 

prolongamentos axonais também bastante imunorreativos (seta) em 

direção ao neuropilo do gânglio (NP). Neurônios negativos (N). Barra: 40 

µm. 
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Figura 21 -  Fotomicrografia de secção do hemigânglio cerebral direito ao nível da 

comissura cerebral (CC), mostrando o lobo pleural do pós-cérebro (lpl) 

com poucos neurônios Fos-ir de tamanho médio (seta) próximos ao 

neuropilo (NP) e neurônios imunonegativos (N). Barra: 160 µ m. 
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Figura 22 – Fotomicrografia de secção horizontal medial dos gânglios pedais 

mostrando os grupos neuronais analisados. Neurônios anteriores (a), 

neurônios mediais (m), neurônios posteriores (p) e neurônios laterais (l). 

CPP, comissura pedal principal; NP, neuropilo; AC artéria cefálica. 

Observar a presença de um par de neurônios gigantes (seta) na região 

posterior dos gânglios. Barra: 400 µm. 
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Figura 23 – Fotomicrografia de secção horizontal ventral dos gânglios pedais 

mostrando neurônios mediais (seta dupla) e neurônios posteriores 

(seta) Fos-ir. Na região anterior (asterisco) não aparecem neurônios 

imunorreativos nesta secção. Barra: 400 µm. 
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Figura 24 – Fotomicrografia de grupo de neurônios laterais intensamente 

imunorreativos (seta) com axônios também fortemente marcados 

(cabeça de seta) em direção do neuropilo (NP). Barra: 400 µm. 
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Figura 25 – A: Fotomicrogarfia de secção horizontal medial do hemigânglio pedal 

direito mostrando a comissura pedal principal (CPP) e na região do 

grupamento de neurônios posteriores (p) a presença de um único 

neurônio Fos-ir gigante (asterisco). NP, neuropilo. Barra: 160 µm. 

B: Fotomicrografia de detalhe do neurônio gigante mostrado na figura A 

(asterisco), podendo ser visualizadas as ramificações neuronais partindo 

deste neurônio em direção ao neuropilo (NP). Barra: 40 µm. 
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Figura 26 – Fotomicrografia de cortes horizontais do gânglio parietal direito. 

A: Visão topográfica do gânglio mostrando a região anterior (a) ao 

neuropilo (NP) do gânglio e a região posterior (p) ao neuropilo. Na região 

anterior pode-se observar um neurônio grande (seta) Fos-ir. Na região 

posterior aparece um grupamento maior de neurônios imunorreativos de 

tamanho médio (seta dupla). Barra: 400 µm. 

B: Detalhe da região anterior (a) ao neuropilo (NP), onde se destaca a 

presença de um neurônio grande imunorreativo (seta), cujo axônio 

apresenta-se também fortemente imunorreativo (cabeça de seta) 

dirigindo-se para o neuropilo (NP) do gânglio, parecendo seguir para o 

gânglio viceral. Barra: 160 µm. 

C: Detalhe da região posterior (p) ao neuropilo (NP) mostrando 

neurônios Fos-ir de tamanho médio (seta dupla) e de tamanho grande 

(seta). Barra:160 µm.  
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Figura 27 – A: Fotomicrografia de secção horizontal medial do complexo 

subesofageano mostrando o gânglio parietal direito (PAD), o gânglio 

visceral (V) e o gânglio parietal esquerdo (PAE). No gânglio visceral (V) 

pode-se  observar uma região denominada posterior (asterisco) ao 

neuropilo (NP). AC, artéria cefálica. Barra: 400 µm. 

B: Fotomicrografia de detalhe de uma secção mais medial do gânglio 

visceral, identificando neurônios médios (seta dupla), grandes (seta 

pequena) e gigantes (seta larga) localizados na região posterior do 

gânglio. Barra: 400 µm.  
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4.2.2 – GRUPO 3 HORAS APÓS O ESTÍMULO TÉRMICO AVERSIVO 

 

 

O padrão de distribuição de neurônios imunorreativos à c-Fos foi muito 

semelhante ao grupo controle, apresentando apenas um maior número de neurônios 

marcados, porém, outros grupos que foram imunonegativos apresentaram 

imunomarcação (Fig. 28). 

 

 

4.2.2.1 – GÂNGLIOS CEREBRAIS 

 

 

Nos animais submetidos ao estímulo térmico aversivo e sacrificados 3h após 

a exposição à placa quente, nos gânglios cerebrais o padrão de localização da 

distribuição neuronal foi muito semelhante ao observado no grupo controle, porém 

os grupos neuronais observados apresentaram uma quantidade maior de células 

(uma média de 20 células a mais) em relação aos animais controle. Além destes 

mesmos grupos neuronais já identificados, em cortes mediais do gânglio, ao nível da 

comissura cerebral, um grupo de aproximadamente 10 células pequenas (10-15 µm 

de diâmetro) foi identificado no lobo pleural do pós-cérebro, na região posterior ao 

neuropilo, bem próximo a ele (Fig. 29). 
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4.2.2.2 – COMPLEXO SUBESOFAGEANO 

 

 

Também nos gânglios pedais o padrão de distribuição neuronal manteve-se o 

mesmo, porém observou-se uma maior quantidade de neurônios Fos-ir nas regiões 

mediais e posterior em cortes ventrais dos gânglios, bem como o aparecimento de 

um grupo neuronal (10 células) de tamanho médio (20-60 µm de diâmetro) 

localizadas na margem póstero-lateral do gânglio, próximo ao conetivo pedal-pleural 

(Fig. 30). Em cortes mais dorsais, este grupo neuronal aparecia localizado na região 

posterior à emergência do nervo do gânglio pedal. Em secções ventrais deste 

gânglio, neurônios grandes (90-110 µm de diâmetro) foram identificados em 

localização posterior (aproximadamente 6 células) (Fig. 31). 

A quantidade de neurônios Fos-ir também foi maior no gânglio visceral e 

principalmente no parietal direito dos animais sacrificados 3h após o estímulo 

térmico aversivo, porém o padrão de distribuição e localização continuou sendo o 

mesmo dos animais controle (Fig. 32). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

76

 

 
 
Figura 28 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus em animais sacrificados 3 h após o estímulo térmico aversivo. 
A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista medial; E e H, vista dorsal. pe, gânglio pedal; 
pl, gânglio visceral; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; cd, corpo dorsal; mc, 
mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-cérebro; lpe; lobo pedal. Posterior (P), 
Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Figura 29 – Fotomicrografia de cortes do hemigânglio cerebral direito ao nível da 

comissura cerebral (CC). 

A: Lobo pleural do pós-cérebro (lpl) mostrando neurônios 

imunonegativos (N) e um grupo de neurônios pequenos Fos-ir (seta) 

localizados em posição posterior ao neuropilo (NP) do gânglio.  Barra: 

160 µm. 

B: Detalhes do grupo de neurônios pequenos indicados pela seta na 

figura anterior. Barra: 400 µm. 
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Figura 30 – Fotomicrografia de secção horizontal do hemigânglio pedal esquerdo 

mostrando em grupo de neurônios posteriores de tamanho médio Fos-ir 

(seta) na margem póstero-lateral do gânglio. CPP, comissura pedal 

principal; NP, neuropilo. Barra: 160 µm. 
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Figura 31 - A: Fotomicrografia de secção ventral dos gânglio pedais mostrando em 

grupo de neurônios grandes Fos-ir (seta) na posição posterior (p) do 

gânglio. a, neurônios anteriores; m, neurônios mediais; NP, neuropilo. 

Barra: 400 µm. 

B: Fotomicrografia de detalhe dos neurônios grandes Fos-ir apontados 

pela seta na figura anterior. Neurônios posteriores (p) imunonegativos 

(N). Barra: 160 µm. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





 

 

80

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32 – Fotomicrografia de secção horizontal do complexo subesofageano 

mostrando o gânglio visceral (V) e o gânglio parietal direito (PAD), onde 

aparece uma grande quantidade de neurônios Fos-ir de tamanho 

médio (seta) na região posterior ao neuropilo (NP) do gânglio e um 

neurônio gigante (asterisco) no limite póstero-lateral esquerdo do 

gânglio. Barra: 160 µm. 
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4.2.3 – GRUPO 6 HORAS APÓS O ESTÍMULO TÉRMICO AVERSIVO 

 

 

O padrão de distribuição neuronal manteve-se semelhante ao grupo 3h, 

porém com uma quantidade maior de neurônios Fos-ir em todas as regiões dos 

gânglios (Fig. 33). 

 

 

4.2.3.1 – GÂNGLIOS CEREBRAIS 

 

 

Nos animais sacrificados 6h após a exposição ao estímulo aversivo foi 

encontrado o maior número de neurônios Fos-ir no gânglio cerebral entre todos os 

grupos comparados. Embora os grupos neuronais detectados sejam os mesmos 

encontrados no grupo 3h, o número de neurônios foi maior (aproximadamente 40 

células a mais), principalmente na região do mesocérebro e do lobo pedal do pós-

cérebro (Fig. 34). 

 

 

4.2.3.2 – COMPLEXO SUBESOFAGEANO 

 

 

Nos gânglios pedais a distribuição neuronal também permaneceu constante 

em relação ao grupo 3h, porém com uma quantidade maior de neurônios Fos-ir nas 

regiões medial (aproximadamente 80 células a mais) e posterior (aproximadamente 
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20 células a mais). Na região posterior do gânglio pedal, em cortes mais ventrais e 

dorsais do gânglio, 6 neurônios grandes (90-110 µm de diâmetro) foram 

identificados, apresentando forte imunorreação. Além disso, um grupo de neurônios 

pequenos (aproximadamente 15 células – 10-15 µm de diâmetro) foi observado na 

região posterior do gânglio, próximo ao neuropilo, em cortes mediais e dorsais do 

mesmo (Fig. 35). 

No gânglio parietal direito o número de neurônios Fos-ir também foi maior 

(15% a mais) nos animais deste grupo experimental. Além de aumentar o número de 

neurônios de tamanho médio (20-60 µm de diâmetro), foram detectados neurônios 

grandes (90-110 µm de diâmetro) e gigantes (180-200 µm de diâmetro) 

imunorreativos na região posterior ao neuropilo do gânglio, próximo ao limite com o 

gânglio visceral (Fig. 36 A e B). 

A observação do gânglio visceral também revelou um aumento no número de 

neurônios Fos-ir (20%) e o aparecimento de neurônios grandes (90-110 µm de 

diâmetro) e gigantes (180-200 µm de diâmetro) imunorreativos, principalmente no 

limite posterior do gânglio (Fig. 36 A e C). 

 
 
 
 
 
 



 

 

83

 

 
 
Figura 33 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus em animais sacrificados 6 h após o estímulo térmico aversivo. 
A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista medial; E e H, vista dorsal. pe, gânglio pedal; 
pl, gânglio visceral; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; cd, corpo dorsal; mc, 
mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-cérebro; lpe, lobo pedal. Posterior (P), 
Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Figura 34 – Fotomicrografia de secções coronais dos gânglios cerebrais. 

A: Região do mesocérebro (mc) ao nível da comissura cerebral (CC) 

mostrando grupos de neurônios médios Fos-ir (seta larga) e pequenos 

(seta). Barra: 160 µm. 

B: Detalhe da região do mesocérebro destacando os grupos de 

neurônios médios (seta larga) e pequenos (seta fina). Barra: 80 µm. 

C: Região do lobo pedal do pós-cérebro mostrando diferentes grupos 

neuronais Fos-ir (seta larga, seta dupla e seta fina). Barra: 160 µm. 

D: Detalhe do lobo pedal dos pós-cérebro destacando um grupo de 

neurônios médios Fos-ir (seta) e um grupo de neurônios pequenos 

também imunorreativos (seta dupla). Barra: 80 µm. 

E: Detalhe de outro grupo neuronal do lobo pedal do pós-cérebro 

intensamente imunorreativo (seta larga), podendo-se identificar seus 

axônios (cabeça de seta) em direção ao neuropilo (NP). Barra: 40 µm.  
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Figura 35 -  Fotomicrografia de secção ao nível medial do gânglio pedal. 

A: Representação dos neurônios posteriores do gânglio mostrando um 

grupo de neurônios pequenos (seta fina) Fos-ir próximos ao neuropilo 

(NP). Também se observa um neurônio grande (seta larga) com fraca 

intensidade de reação no limite póstero-medial do gânglio. Barra: 160 µm. 

B: Detalhe do grupo de neurônios posteriores pequenos indicados pela 

seta fina na figura anterior. Barra: 40 µm. 
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Figura 36 -  Fotomicrografia de secções do complexo parieto-visceral. 

A: Corte do complexo parieto-visceral mostrando no gânglio parietal 

direito (PAD) neurônios médios imunorreativos (seta fina) e neurônios 

gigantes (asterisco). No gânglio visceral (V) neurônios grandes (seta 

larga) Fos-ir. Barra: 160 µm. 

B: Detalhe do gânglio parietal direito mostrando neurônios imunorreativos 

de tamanho médio (seta fina), grande (seta larga) e gigante (asterisco). 

Pode-se observar axônios Fos-ir (cabeça de seta). Barra: 80 µm. 

C: Detalhe do gânglio visceral mostrando neurônios médios 

imunorreativos (seta), neurônios grandes (seta larga) e axônios 

imunorreativos (cabeça de seta). Barra: 160 µm. 
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4.2.4 – GRUPO 12 HORAS APÓS O ESTÍMULO TÉRMICO AVERSIVO 

 

 

Embora o padrão de distribuição neuronal tenha mantido-se semelhante ao 

grupo 6h, o número de neurônios reduziu na maioria dos grupamentos neuronais 

analisados em todos os gânglios (Fig. 37). 

 

 

4.2.4.1 – GÂNGLIOS CEREBRAIS 

 

 

Nos animais sacrificados 12h após o estímulo térmico aversivo, a distribuição 

neuronal mateve-se constante em relação ao grupo anterior (6h), porém houve uma 

redução (aproximadamente 10%) no número de neurônios Fos-ir principalmente nas 

regiões do mesocérebro e do lobo pedal do pós-cérebro dos gânglios cerebrais. 

Além desta redução numérica, também a densitometria dos grupos neuronais da 

região do mesocérebro revelou uma redução significativa da intensidade da reação 

imunoistoquímica (p<0,001) (Fig. 49). 

 

 

4.2.4.2 – COMPLEXO SUBESOFAGEANO 

 

 

Nos gânglios pedais deste mesmo grupo experimental, a distribuição neuronal 

manteve-se semelhante ao grupo 6h, porém com uma menor quantidade de 
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neurônios Fos-ir em todas as regiões dos gânglios, em todos os níves de secção 

(aproximadamente 40% de redução no número de células). Um fato marcante neste 

grupo experimental foi a marcação de um neurônio grande, denominado Pd4 por 

Swaroswky e cols. (2005), localizado na região medial do gânglio (Fig. 38 B e C), 

identificado em secções ventrais, cujo aparecimento em grupos experimentais 

anteriores o mostrava negativo (Fig. 38 A). 

Nos gânglios parietal direito e visceral o padrão de distribuição neuronal 

também manteve-se o mesmo, apresentando uma redução no número de neurônios 

Fos-ir em ambos os gânglios (aproximadamente 15% a menos) (Fig. 39). 
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Figura 37 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus em animais sacrificados 12 h após o estímulo térmico aversivo. 
A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista medial; E e H, vista dorsal. pe, gânglio pedal; 
pl, gânglio visceral; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; cd, corpo dorsal; mc, 
mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-cérebro; lpe, lobo pedal. Posterior (P), 
Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Figura 38 -  Fotomicrografia de secções em plano ventral dos gânglios pedais. 

A: Gânglio pedal de animal sacrificado 3h após o estímulo térmico 

aversivo mostrando neurônios mediais de tamanho médio Fos-ir (seta 

fina) e neurônio medial grande imunonegativo (seta larga). 

A1: Detalhe dos neurônios mediais de tamanho médio Fos-ir (seta) e 

neurônio medial grande imunonegativo (asterisco). 

B: Gânglio pedal de animal sacrificado 12h após o estímulo térmico 

aversivo mostrando o neurônio grande medial (seta larga) aparecendo  

imunorreativo. 

B1: Detalhe do neurônio grande medial imunorreativo (asterisco). 

C: Gânglio pedal de animal sacrificado 18h após o estímulo térmico 

aversivo mostrando neurônio grande medial imunorreativo (seta larga). 

C1: Detalhe do neurônio grande medial imunorreativo (asterisco). 

Barra: A,B,C= 400 µm. 

Barra: A1, B1, C1= 80 µm. 
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Figura 39 – A: Fotomicrografia do gânglio parietal direito mostrando neurônios 

posteriores de tamanho médio (seta) imunorreativos à c-Fos. 

B: Fotomicrografia do gânglio visceral mostrando poucos neurônios 

médios Fos-ir (setas largas) nas regiões póstero-laterais do gânglio.  

Barra: 400 µm. 
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4.2.5 – GRUPO 18 HORAS APÓS O ESTÍMULO TÉRMICO AVERSIVO 

 

 

Novamente aparece uma manutenção da localização de neurônios Fos-ir em 

relação aos grupos experimentais anteriores (Fig. 40). 

 

 

4.2.5.1 – GÂNGLIOS CEREBRAIS 

 

 

Nos animais sacrificados 18h após o estímulo térmico aversivo, nos gânglios 

cerebrais houve uma manutenção do padrão de distribuição e número de neurônios 

em relação ao grupo anterior nas regiões do mesocérebro, do pró-cérebro e do lobo 

pedal do pós-cérebro. Em secções mediais e dorsais, nenhum neurônio Fos-ir foi 

detectado no lobo pleural do pós-cérebro neste grupo experimental (Fig. 41). 

 

 

4.2.5.2 – COMPLEXO SUBESOFAGEANO 

 

 

A observação dos gânglios pedais revelou um aumento no número de 

neurônios Fos-ir nas quatro regiões do gânglio em comparação ao grupo 

experimental 12h. Nos neurônios anteriores, aproximadamente 20 células a mais 

foram identificadas; no grupo de neurônios mediais houve um aumento de 

aproximadamente 30 células; no grupo de neurônios laterais o aumento foi de 
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aproximadamente 20 células; e nos neurônios posteriores aproximadamente 40 

células Fos-ir foram detectadas a mais quando comparada com a região posterior do 

mesmo gânglio do grupo 12h. Além disso, o neurônio Pd4 também mostrou-se 

imunorreativo à c-Fos (Fig. 38 C). 

No gânglio parietal direito também houve um aumento no número de 

neurônios Fos-ir (20% aproximadamente) da região posterior ao neuropilo, ainda 

apresentando neurônios grandes (90-110 µm de diâmetro) e gigantes (180-200 µm 

de diâmetro) imunomarcados (Fig. 42 A e B). 

No gânglio visceral pode-se observar um aumento no número de neurônios 

Fos-ir em relação ao grupo anterior (10%) em regiões póstero-laterais, próximas ao 

limite com o gânglio parietal direito, bem como em regiões posteriores ao neuropilo, 

no limite posterior do gânglio (Fig. 42 A e C). 
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Figura 40 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus em animais sacrificados 18 h após o estímulo térmico aversivo. 
A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista medial; E e H, vista dorsal. pe, gânglio pedal; 
pl, gânglio visceral; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; cd, corpo dorsal; mc, 
mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-cérebro; lpe, lobo pedal. Posterior (P), 
Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Figura 41 – Fotomicrografia de secção do hemigânglio cerebral direito ao nível da 

comissura cerebral (CC) mostrando lobo pleural do pós-cérebro (lpl) sem 

neurônios Fos-ir. Barra: 160 µm. 
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Figura 42 – Fotomicrografia do complexo parieto-visceral. 
A: Secção do complexo parieto-viceral do anel subesofaganeo 

mostrando gânglio parietal direito (PAD) com neurônios Fos-ir de vários 

tamanhos (setas) e gânglio visceral (V) com neurônios Fos –ir também 

de diferentes tamanhos (setas). Barra: 400 µ 

B: Detalhe do gânglio parietal direito mostrando neurônios médios Fos-

ir (seta fina), neurônios grandes Fos-ir (seta larga) e neurônio gigante 

(asterisco). Barra: 160 µm. 

C: Detalhe do gânglio visceral mostrando neurônios médios 

imunorreativos (seta fina) e um neurônio grande fracamente 

imunorreativo (seta larga). Barra: 80 µm. 
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4.2.6 – GRUPO 24 HORAS APÓS O ESTÍMULO TÉRMICO AVERSIVO 

 

 

Não houve diferença na maioria dos grupos neuronais imunorreativos à c-Fos 

em relação aos grupos anteriores, apenas o fato de não ter marcação em alguns 

grupos anteriormente marcados (Fig. 43)  

 

 

4.2.6.1 – GÂNGLIOS CEREBRAIS 

 

 

Nos animais sacrificados 24h após o estímulo térmico aversivo, o mesmo 

padrão de distribuição neuronal em relação ao grupo anterior (18h) foi identificado 

nos gânglios cerebrais, apresentando uma pequena redução no número de 

neurônios Fos-ir (5%) em todas as regiões do gânglio, principalmente no 

mesocérebro (Fig. 44). 

 

 

4.2.6.2 – COMPLEXO SUBESOFAGEANO 

 

 

Nos gânglios pedais, na maioria das regiões, tanto em cortes ventrais, 

mediais e dorsais, o número de neurônios Fos-ir aumentou em relação ao grupo 

anterior (18h), apresentando aproximadamente 30 células a mais na região medial, 
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20 células a mais na região posterior, 40 células a mais na região lateral, diminuindo 

o número de células imunorreativas na região anterior do gânglio. 

O gânglio parietal apresentou um número menor de neurônios Fos-ir na 

região posterior ao neuropilo (aproximadamente 20% a menos) em relação ao grupo 

anterior. 

No gânglio visceral também foi observada uma redução no número de 

neurônios Fos-ir (aproximadamente 20%) em relação ao grupo anterior.   

 

 

Nenhum neurônio imunorreativo à c-Fos foi encontrado no lobo comissural do 

pós-cérebro nem nos gânglios pleurais e parietal esquerdo dos animais em todos os 

grupos experimentais. 
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Figura 43 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus em animais sacrificados 24 h após o estímulo térmico aversivo. 
A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista medial; E e H, vista dorsal. pe, gânglio pedal; 
pl, gânglio visceral; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; cd, corpo dorsal; mc, 
mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-cérebro; lpe, lobo pedal. Posterior (P), 
Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Figura 44 – Fotomicrografia de secção dos gânglios cerebrais ao nível da comissura 

cerebral (CC) mostrando região do mesocérebro (mc) com neurônios 

médios (seta larga) e pequenos (seta fina) Fos-ir. Barra: 160 µm. 
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4.3 – TRATAMENTO COM MORFINA 

 

 

Nos animais tratados com salina (1ml) ou morfina (20mg/kg) 15 min antes do 

estímulo térmico aversivo, os mesmos grupos neuronais nos gânglios do SNC de M. 

abbreviatus mostraram imunomarcação à proteína c-Fos. A observação das secções 

ganglionares dos animais tratados com salina não demonstrou diferença aparente 

em relação à quantidade de neurônios Fos-ir em relação aos animais do grupo 

controle, porém, pode-se identificar uma grande diminuição de células 

imunorreativas na observação dos gânglios dos animais injetados com morfina (Fig. 

45). Mesmo alguns neurônios que se mostraram fortemente imunorreativos nos 

animais do grupo controle e/ou salina, quando marcados nos gânglios dos animais 

tratados com morfina, apresentaram uma imunomarcação mais fraca (Fig. 46), 

embora esta diferença não tenha sido estatisticamente significativa em todos os 

grupos neuronais analisados. 
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Figura 45 – Fotomicrografia dos gânglio cerebrais de animais tratados com morfina.  
A: Secção coronal dos gânglios cerebrais ao nível da comissura cerebral 

(CC) mostrando região do mesocérebro com neurônios médios (seta 

larga) e pequenos (seta fina) imunorreativos. Barra: 160 µm. 

B: Detalhe dos neurônios médios do mesocérebro (seta larga) indicados 

pela seta na figura anterior, mostrando uma pequena quantidade de 

neurônios marcados com uma reação de intensidade média a fraca. 

Neurônios pequenos Fos-ir (seta fina). Barra: 80 µm. 

C: Detalhe dos neurônios pequenos do mesocérebro indicados por setas 

finas  nas figuras anteriores, mostrando forte imunorreação. Barra: 160 

µm. 
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Figura 46  –  Fotomicrografia de secções horizontais dos gânglios pedais. 
A:  Corte em plano ventral do gânglio pedal de animais controle 

mostrando neurônio grande Fos-ir na região posterior do gânglio (seta). 

A1: Corte em plano ventral do gânglio pedal de animais tratados com 

morfina mostrando o mesmo neurônio grande da região posterior (seta) 

com fraca imunorreação. 

B: Corte em plano medial do gânglio pedal de animais controle 

mostrando neurônio gigante (seta) da região posterior fortemente 

imunorreativo. 

B1: Corte em plano medial do gânglio pedal de animais tratados com 

morfina  mostrando o mesmo neurônio gigante posterior (seta) 

apresentando fraca imunorreatividade. 

Barra: 400 µm. 
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4.4 – DENSIDADE ÓPTICA DA IMUNORREATIVIDADE À PROTEÍNA c-FOS 

 

 

A análise da imunorreatividade à c-Fos através do método de medida da 

densidade óptica (DO) revelou um aumento significativo (p<0,05) na área do lobo 

pedal do pós-cérebro do gânglio cerebral em relação às outras regiões analisadas 

no mesmo gânglio (mesocérebro, pró-cérebro e lobo pleural do pós-cérebro), as 

quais apresentaram neurônios imunomarcados. Esta diferença na densitometria do 

lobo pedal do pós-cérebro em relação às demais áreas manteve-se constante em 

todos os grupos experimentais analisados, apenas não tendo mostrado um aumento 

significativo em relação ao pró-cérebro em animais sacrificados 24 horas após o 

estímulo térmico aversivo (Fig. 47). Além disso, também houve um aumento 

significativo (p<0,05) quando comparada a densitometria da região do mesocérebro 

em relação ao lobo pleural do pós-cérebro nos grupos controle, 3h  e 18h (Fig. 47). 

O lobo pleural do pós-cérebro apresentou uma diminuição significativa (p<0,05) na 

imunorreatividade da proteína c-Fos quando comparado ao pró-cérebro em animais 

sacrificados 12h e 24h após o estímulo aversivo (Fig. 47). Em relação ao grupo 

controle, a DO da proteína c-Fos não variou nos diferentes tempos de sacrifício 

quando comparada a mesma região do gânglio ao longo do tempo na maioria das 

regiões. A única diferença estatisticamente significativa (p<0,05) foi encontrada no 

mesocérebro do gânglio de animais sacrificados 12 h após o estímulo térmico 

aversivo, mostrando uma diminuição da imunorreatividade (Fig.  47). 

Quando comparadas as diferentes regiões do gânglio pedal, foi observado um 

aumento significativo (p<0,01) na imunorreatividade à proteína c-Fos nos neurônios 

laterais em relação aos outros grupos neuronais (Fig. 48). Não houve diferença 
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significativa na DO entre os grupos de neurônios anteriores, mediais e  laterais 

quando comparados entre si, dentro dos mesmos grupos experimentais. A análise 

de neurônios Fos-ir nos gânglios pedais em diferentes tempos não demonstrou 

diferença significativa, embora tenha ocorrido um pequeno aumento na 

imunomarcação nos neurônios posteriores em 3 h e 6 h, mediais em 6 h e laterais 

em 12 h (Fig. 48). 

No gânglio parietal direito, a análise das diferentes regiões  (anterior e 

posterior) não mostrou nenhuma diferença significativa quando comparadas entre si, 

embora os neurônios da região posterior ao neuropilo tenham apresentado uma 

imunorreatividade maior que o grupo neuronal anterior na maioria dos grupos. 

Quando comparado o mesmo grupo neuronal nos diferentes grupos experimentais, 

nota-se um leve aumento na DO nos grupos neuronais anterior e posterior em 3 h, 6 

h e 12 h, embora esta diferença não seja significativa (Fig. 49). 

No gânglio visceral, houve também um pequeno aumento na 

imunorreatividade à proteína c-Fos nos grupos de neurônios presentes nesta 

estrutura nos animais sacrificados 6 h após e estímulo térmico aversivo, porém esta 

diferença não foi significativa quando comparada com os demais grupos 

experimentais (Fig. 50). 

Nos grupos cujos animais foram pré-tratados com salina ou morfina 15 min 

antes do estímulo térmico aversivo, os mesmos grupos neuronais foram  analisados 

em todos os gânglios do SNC de M. abbreviatus. A análise dos grupos injetados com 

salina quando comparados com o grupo controle, revelou um pequeno aumento da 

imunorreatividade à c-Fos, sendo estatisticamente significativa (p<0,01) no lobo 

pedal do pós-cérebro de animais sacrificados 6 h após o estímulo aversivo (Fig. 51 

B), nos neurônios mediais do gânglio pedal dos grupos experimentais 3 h e 12 h 
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(Fig. 52, B), nos neurônios laterais do gânglio pedal dos grupos 3 h e 24 h (Fig. 52 

D), nos neurônios anteriores do gânglio parietal direito de animais sacrificados 3 h, 6 

h e 12 h após o estímulo (Fig. 53 A), nos neurônios posteriores do gânglio parietal 

direito dos animais sacrificados 12 h e 18 h após o estímulo aversivo (Fig. 53 B), e  

no gânglio visceral dos grupos de animais sacrificados 6 h e 12 h após o estímulo 

térmico aversivo (Fig. 54). 

Quando se observaram os efeitos da injeção de morfina na imunorreatividade 

da proteína c-Fos nos diferentes grupos neuronais, a comparação foi feita em 

relação ao grupo controle e em relação ao grupo salina de animais sacrificados ao 

mesmo tempo após o estímulo. Em relação ao grupo controle, observou-se uma 

diminuição significativa (p<0,01) na DO da imunorreatividade da proteína c-Fos nos 

neurônios anteriores do gânglio pedal nos animais sacrificados 3 h e 6 h após o 

estímulo térmico aversivo (Fig. 52 A) e nos neurônios laterais do gânglio pedal dos 

animais sacrificados 3 h após o estímulo (Fig. 52 D). No momento em que a 

comparação foi feita entre os grupos salina e morfina de animais sacrificados ao 

mesmo tempo, na grande maioria dos grupos observou-se uma diminuição na 

imunorreatividade da proteína c-Fos. Esta diminuição, porém, mostrou-se 

significativa (p<0,01) na região do mesocérebro de animais do grupo 3 h (Fig. 51 A), 

na região do lobo pedal do pós-cérebro de animais dos grupos 3 h, 6 h e 18 h (Fig. 

51 B), nos neurônios anteriores do gânglio pedal nos grupos 6 h e 12 h (Fig. 52 A), 

nos neurônios mediais do gânglio pedal do grupo 3 h (Fig. 52 B), nos neurônios 

posteriores do gânglio pedal do grupo 6 h (Fig. 52 C), na região anterior do gânglio 

parietal direito de animais do grupo 12 h (Fig. 53 A) e nos neurônios do gânglio 

visceral no grupo experimental 12 h (Fig. 54). Houve uma diminuição na DO da 

proteína c-Fos extremamente significativa (p<0,001) nos neurônios mediais do 
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gânglio pedal de animais sacrificados 12 h após o estímulo térmico aversivo (Fig. 52 

B), nos neurônios posteriores do gânglio pedal dos animais sacrificados 12 h após o 

estímulo (Fig. 52 C) e nos neurônios do gânglio visceral dos animais do grupo 

experimental 6 h (Fig.54).  

 

Figura 47  –  Análise  da densidade  óptica (DO)  da imunorreatividade da proteína 
c-Fos em diferentes regiões do gânglio cerebral de animais controle (C) e 
submetidos ao estímulo térmico aversivo, sacrificados em diferentes tempos (3H, 
6H, 12H, 18H e 24H). A: p < 0,05 quando comparados com o lobo pedal do pós 
cérebro (PP); B: p< 0,05 quando comparados com o  mesocérebro (M); C: p < 0,05 
quando com o pró-cérebro (PC). D: p < 0,05 quando  comparada a mesma região do 
gânglio ao longo do tempo em relação ao grupo controle.  Lobo pleural do pós-
cérebro (PPL). (ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni). 
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Figura 48  –  Análise da densidade   óptica (DO) da imunorreatividade  da proteína 
c- Fos em diferentes regiões do gânglio pedal de animais controle (C) e submetidos 
ao estímulo térmico aversivo, sacrificados em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 
24H). Observa-se diferença significativa (**p<0,01) na expressão da proteína c-Fos 
apenas nos neurônios laterais (NL) em relação aos outros grupos neuronais de 
animais pertencentes ao mesmo grupo. Neurônios anteriores (NA), neurônios 
mediais (NM), neurônios posteriores (NP). (ANOVA de uma via e teste post hoc de 
Benferroni). 
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Figura 49 – Análise  da  densidade  óptica (DO)  da   imunorreatividade  da  proteína 
c- Fos nas regiões anterior  (A) e posterior (P) do gânglio parietal direito de animais 
controle (C) e de animais submetidos ao estímulo térmico aversivo e sacrificados em 
diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 24H). Nenhuma diferença significativa foi 
encontrada. (ANOVA de uma via e teste post hoc de Benferroni). 
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Figura 50 – Análise da densidade  óptica (DO)   da   imunorreatividade da proteína 
c-Fos no gânglio visceral de animais controle e submetidos ao estímulo térmico 
aversivo e sacrificados em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 24H). Não houve 
diferença significativa. (ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni). 
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A                                                                         B 

 

C                                                                       D 

 

Figura 51 – Análise  da  densidade  óptica  (DO)  da  imunorreatvidade   da  proteína  
c-Fos nas diferentes regiões do gânglio cerebral de animais controle ou pré-tratados 
com salina (S) ou com morfina (M) antes de serem submetidos do estímulo térmico 
aversivo, sacrificados em diferentes tempo (3H, 6H, 12H, 18H e 24H). A: diferença 
significativa  (p<0,05) quando comparado com o grupo controle; **(p<0,01) diferença 
significativa quando comparado com o grupo salina no mesmo tempo de sacrifício. 
(ANOVA de uma via e post hoc de Bonferroni). 
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Figura 52 –  Análise da densidade óptica (DO) da imunorreatividade da proteína c-
Fos nas diferentes regiões do gânglio pedal de animais controle e pré-tratados com 
salina (S) ou com morfina (M) antes de serem submetidos ao estímulo térmico 
aversivo, sacrificados em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 24H). A: diferença 
significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle; ** (p<0,01) e 
***(p<0,001) diferença significativa quando comparado com o grupo salina no 
mesmo tempo de sacrifício (ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni). 
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Figura 53 – Análise da densidade óptica (DO) da imunorreatividade da proteína c-
Fos nas diferentes regiões do gânglio parietal direito de animais controle e pré-
tratados com salina (S) ou com morfina (M) antes de serem submetidos ao estímulo 
térmico aversivo, sacrificados  em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H e 24H). A: 
diferença significativa (p<0,05) quando comparado com o grupo controle; ** 
(p<0,001) diferença significativa quando comparado com o grupo salina no mesmo 
tempo de sacrifício (ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni) 
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Figura 54 – Análise da densidade óptica (DO) da imunorreatividade da proteína c-
Fos no gânglio visceral de animais controle e pré-tratados com salina (S) ou com 
morfina (M) antes de serem submetidos ao estímulo térmico aversivo, sacrificados 
em diferentes tempos (3H, 6H, 12H, 18H, 24H). A: diferença significativa (p<0,05) 
quando comparados com o grupo controle; **(p<0,01) e ***(p<0,001) diferença 
significativa quando comparado com o grupo salina no mesmo tempo de sacrifício. 
(ANOVA de uma via e teste post hoc de Bonferroni). 
 

 

 

 

GÂNGLIO  VISCERAL 

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

Controle 3h (S) 3h (M) 6h (S) 6h (M) 12h (S) 12h (M) 18h (S) 18h (M) 24h (S) 24h (M)

D
O

A

A

***

**



 

 

115

 

5 – DISCUSSÃO 

 

 

A distinção entre dor e nocicepção é fundamental para o entendimento 

adequado dos sistemas sensoriais envolvidos nestes fenômenos. O termo dor se 

aplica melhor a seres humanos, sendo esta uma experiência múltipla em que a 

nocicepção representa  seu componente sensorial (BASBAUM & JESSEL, 2000). O 

termo nocicepção tem sido definido como a habilidade dos animais de responderem 

a estímulos ambientais aversivos e sua capacidade de detectar e reagir a este 

estímulo, o qual pode comprometer sua integridade. Isso implica na presença de 

receptores que informam a natureza aversiva do estímulo, e de efetores, que 

respondem a aferências sensoriais e produzem respostas comportamentais reflexas, 

mediadas por neurotransmissores (KAVALIERS, 1988a). 

A função melhor caracterizada dos neurotransmissores é na regulação da 

comunicação transináptica no SNC e no SNP, porém eles também participam da 

regulação de mudanças de longa duração nas propriedades neurais e em células 

pós-sinápticas. Isso é conseguido pela regulação transsináptica da expressão de 

genes específicos (GREENBERG et al., 1986; GOELLET et al., 1986). Uma célula 

responde a moléculas sinalizadoras por meio de uma resposta integrada que resulta 

de um acoplamento do estímulo extracelular à via efetora intracelular. Existem 

evidências de que os estímulos nocivos podem também produzir variações de longa 

duração nos processos celulares no SNC, através da modulação da expressão dos 

genes de ativação imediata, como o c-fos (PRADO & DEL BEL, 1998). 
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O protoncogene fos codifica um fator de transcrição, a proteína c-Fos, que é 

induzida por estímulos ambientais. Sua função é acoplar sinais de curta duração 

recebidos na superfície celular a alterações de longa duração no fenótipo celular, 

pela regulação de genes-alvo específicos. Na maioria dos tipos celulares de 

mamíferos, os níveis basais do RNAm  do gene c-fos e a expressão da proteína c-

Fos são relativamente baixos, embora existam  algumas circunstâncias excepcionais 

nas quais as células mantêm níveis relativamente altos de expressão. Nesses tipos 

celulares, sinais extracelulares são necessários constantemente para manter níveis 

elevados de expressão. Uma das características do gene c-fos que sugeriu que este 

poderia estar envolvido no processo de sinalização foi a descoberta de que a sua 

expressão poderia ser transitoriamente induzida a níveis muito altos por soro e 

fatores de crescimento. Está agora estabelecido que muitos tipos de estímulos, 

alguns associados com o processo de diferenciação e alguns ligados à excitação 

neuronal, provocam uma indução transitória muito similar do RNAm c-fos e da 

proteína c-Fos (MORGAN & CURRAN, 1991). 

Muitos estudos têm sido feitos, mostrando que vários tipos de estimulação 

nociva, incluindo estímulos mecânicos, químicos e térmicos, induzem a expressão 

de c-fos no encéfalo e na medula espinhal de mamíferos. Na maioria destes 

estudos, a expressão do gene c-fos foi simplesmente aplicada como um marcador 

funcional para identificar a atividade em neurônios espinhais em resposta à 

estimulação nociva, estabelecendo também onde a nocicepção é modulada por uma 

dada manipulação. Cada um destes estudos têm confirmado a relação entre 

nocicepção e expressão de c-fos, adicionando evidências  que estabelecem este 

gene  e seu produto protéico como uma útil ferramenta para o estudo de correlatos 

neurais (HARRIS, 1998).   
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O mapeamento da imunorreatividade à proteína c-Fos no SNC de mamíferos 

tem revelado sua localização nuclear (DRAGUNOW et al., 1987; MENÉTREY et al., 

1989; BULLIT, 1990; MORGAN & CURRAN , 1991; TÖLLE et al., 1991; JENNINGS 

& FITZGERALD, 1996; BOT & CHAHL, 1996; KOVÁCS, 1998), onde ela está 

envolvida na regulação da expressão de genes-alvo através de sua ligação ao sítio 

regulatório AP-1 do DNA. Embora a localização da proteína c-Fos seja 

predominantemente nuclear em áreas do encéfalo e da medula espinhal de 

mamíferos, uma imunorreação muito fraca também já foi detectada no citoplasma de 

células cerebrais (DRAGUNOW & ROBERTSON, 1988). 

Quanto à imunorreatividade da proteína c-Fos nos neurônios de M. 

abbreviatus, esta foi detectada com localização predominantemente citoplasmática e 

em axônios, porém com poucos grânulos pardos em posição nuclear. Em Rana 

esculenta, uma hipótese para explicar a presença de imunorreatividade à proteína c-

Fos no citoplasma de células nervosas em determinadas estações do ano é a 

ocorrência de um provável estoque de fatores de transcrição no citoplasma celular 

por longos períodos antes da translocação nuclear. Provavelmente isso ocorra pelo 

fato destes animais serem ectotérmicos e apresentarem períodos reprodutivos 

sazonais. Além disso, nestes animais experimentos foram feitos para confirmar a 

presença também da proteína c-Jun no citoplasma destas células com 

imunorreatividade citoplasmática à c-Fos. Os rersultados obtidos sugerem que a 

proteína c-Fos citoplasmática está ligada à proteína c-Jun, com a qual a dimerização  

é necessária para a ligação ao sítio AP-1 do DNA (COBELLIS et al., 1999).  

Talvez isso também possa estar acorrendo com a espécie de caracol em estudo, 

onde a proteína c-Fos possa apresentar uma localização celular variável conforme a 



 

 

118

 

estação do ano em que os animais são coletados, o que poderia apresentar uma 

distribuição semelhante a estes anfíbios, onde ora a proteína predomina no núcleo, 

ora no citoplasma e em determinados momentos em ambos os compartimentos 

celulares e em outros momentos ela sequer é detectada (COBELLIS et al., 1999). 

Nossos experimentos foram realizados em animais coletados somente nos meses 

de janeiro e junho. Caberia a realização de um experimento que monitorasse a 

expressão da proteína c-Fos ao longo do ano, com coletas e experimentos mensais 

para certificar-nos da possível ocorrência da variação sugerida. Porém, nossos 

resultados estão de acordo com aqueles obtidos em Cepaea nemoralis, onde a 

imunoistoquímica para os produtos de reação de genes precoces imediatos, como o 

c-jun, não foi restrita ao núcleo, mas apareceu no citoplasma do corpo celular e 

inclusive nos neuritos. Tais achados também vão ao encontro de registros que têm 

sido feito em peixes teleósteos, abelhas, gafanhotos e besouros, mas diferem na 

localização da imunorreação encontrada em mamíferos, que é restrita ao núcleo. 

Especulações a respeito da razão para esta diferença são prematuras, mas até o 

que se sabe, ela pode ser manifesto de uma tendência evolutiva, uma vez que 

estudos comparativos sugerem que c-fos e c-jun podem ser antigos em termos 

evolutivos, e suas seqüências preservadas em muitos filos animais (DYAKONOVA et 

al., 1999). 

Também confirmando nossos resultados, estudos realizados em anfíbios 

(COBELLIS et al., 1999; ROSSATO, comunicação pessoal) têm revelado que a 

localização nuclear da proteína c-Fos não é um dogma, uma vez que nesses 

trabalhos a imunorreatividade a esta proteína foi detectada também no citoplasma 

de neurônios.  
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Em insetos, neurônios Fos-ir foram identificados no SN de abelhas (FONTA et 

al., 1995) e Drosophila (RIESE et al.,1997; PERKINS et al., 1988). Em abelhas, a 

imunorreatividade à c-Fos não foi observada em todas as populações neuronais, 

mas restrita a algumas delas. Além disso, através da comparação com corante 

específico para marcação nuclear, a proteína c-Fos apareceu localizada no 

citoplasma das células (FONTA et al., 1995). Em Drosophila, tem-se demonstrado 

que o sitio de ligação AP-1 do DNA reconhece os mesmos ligantes, com afinidades 

similares, que o sítio AP-1 de humanos, além de possuírem propriedades de 

ativação transcricional em comum (PERKINS et al., 1988). A detecção 

imunoistoquímica de D-Fos, o homólogo de c-fos em Drosophila, revelou uma 

localização predominantemente, senão exclusivamente, nuclear em todos os tipos 

de células observadas, em experimentos de desenvolvimento deste inseto (RIESE et 

al., 1997), reforçando sua homologia com a proteína c-Fos de mamíferos e sua 

provável atuação no núcleo celular, regulando a expressão de genes-alvo que, neste 

caso, estão envolvidos na diferenciação embrionária. 

Ainda em invertebrados, estudos em outros moluscos também foram 

realizados para detectar o envolvimento tanto do gene c-fos (GRINKEVICH et al., 

1997) quanto da família proteínas Fos (OTTAVIANI et al., 1999) em diferentes 

processos celulares. O estudo realizado por OTTAVIANI e cols. (1999) em 

imunócitos do molusco Mytilus galloprovincialis, através de imunocitoquímica, 

revelou uma reação positiva no núcleo de todas as células quando utilizado 

anticorpo policlonal contra Fos-B, ao passo que o citoplasma manteve-se negativo. 

Tal experimento foi realizado com imunócitos após serem cultivados com fator de 

crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e com fator β de transformação do 

crescimento (TGF-β), que promovem a transcrição de c-Fos após ligarem-se a 
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receptores com atividade tirosina quinase ou serina/treonina quinase, 

respectivamente.  A observação do SNC do caracol Helix revelou a presença do 

gene c-fos, e sua expressão foi significativamente maior durante o aprendizado. 

Vários registros têm demonstrado a possibilidade de que  a expressão do gene é 

regulada durante o aprendizado por um mecanismo similar aos mecanismos de 

diferenciação e proliferação celular, ou seja, por uma resposta bifásica incluindo a 

expressão de genes precoces imediatos, tais como c-fos, que poderia regular a via 

das proteínas quinases A e C, segundos mensageiros que exercem importantes 

papéis na plasticidade de respostas defensivas de moluscos. Análise de hibridização 

por eletroforese em gel de agarose mostrou um aumento de aproximadamente duas 

vezes na quantidade do RNAm de c-fos em caracóis submetidos a estímulos 

condicionados e não condicionados, quando comparados com os animais controle. 

Estes dados sugerem o envolvimento do gene c-fos nos processos moleculares 

responsáveis pela plasticidade das respostas defensivas de moluscos 

(GRINKEVICH et al., 1997). 

A ativação transcricional do gene c-fos em mamíferos ocorre dentro de 5 min 

e continua por 15-20 min. O RNAm acumula-se no citoplasma e atinge um pico 

aproximadamente 30-45 min após a estimulação. O pico do nível da proteína c-Fos 

codificada ocorre cerca de 2 h após a indução da transcrição do gene (MORGAN & 

CURRAN, 1991; NARANJO et al., 1991; HARRIS, 1998). Na espécie de caracol 

estudada, este pico parece ocorrer mais tarde, aproximadamente em 6 h após o 

estímulo, sugerindo um mecanismo mais lento de indução da expressão desta 

proteína nestes animais. Além disso, tem sido demonstrado que no encéfalo e 

testículos de anfíbios, onde ocorre uma expressão crônica de c-Fos, a atividade do 

gene parece não estar restrita a períodos tão curtos quanto os descritos para 
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mamíferos, sendo que em vertebrados não mamíferos este tempo de expressão 

deve ser mais longo (COBELLIS et al., 1999), indo ao encontro de nossos 

resultados. 

 Foi observada em Helix uma indução do gene c-fos na presença do agente 

convulsivante corasol e do inibidor de síntese proteica cicloeximida, como em 

vertebrados superiores. Isso indica que a indução do gene c-fos em Helix pode ser 

estimulada por agentes que também a provocam em vertebrados superiores, 

sugerindo um mecanismo de regulação intimamente relacionado entre estes grupos 

animais (GRINKEVICH et al., 1997). Assim, podemos inferir que a proteína c-Fos 

detectada no SNC de M. abreviatus é semelhante àquela presente em mamíferos, 

uma vez que a injeção de morfina atuou reduzindo a expressão desta proteína no 

SNC desta espécie de caracol de forma semelhante ao que ocorre quando o mesmo 

fármaco é administrado em mamíferos (TÖLLE et al., 1994; BEREITER, 1997; 

SAADÉ et al., 1997; HARRIS, 1998; TAYLOR et al., 1998). 

Está bem determinado que a morfina atua de maneira a reduzir a latência da 

resposta aversiva nesta espécie de caracol quando administrada antes da exposição  

ao estímulo térmico (ACHAVAL et al., 2005), o que foi confirmado por este 

trabalho (ver figura 14). 

A análise microscópica das secções histológicas mostrou a existência de 

neurônios Fos-ir bem definidos nos gânglios do SNC de M. abbreviatus, não 

marcando todas as células de uma mesma região e também mostrando reatividade 

nos neurônios de maneiras diferentes. Isso indica que apenas algumas células 

respondem à estimulação nociceptiva de uma determinada área, no caso do 

complexo CP. Porém, pode-se supor que interconexões intrínsecas dentro do grupo 

de células marcadas podem ocorrer para recrutar outros neurônios em caso de um 
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estímulo nocivo mais forte, como ocorre com neurônios serotoninérgicos em H. 

lucorum (ZAKHAROV  et al., 1995). 

Estudos prévios realizados em M. abbreviatus têm revelado a presença de 

neurônios contendo catecolaminas, serotonina, encefalina, SP e FMRFamida no 

SNC e SNP deste caracol (ZANCAN, 1996; ZANCAN et al., 1997; FACCIONI-

HEUSER, 1999;  MORIGUCHI-JEKEL, 2001; FACCIONI-HEUSER et al., 2004; 

SWAROWSKY et al., 2005). Também foi sugerido o possível envolvimento de  

alguns destes neurônios no circuito nociceptivo desta espécie animal. Assim, pode-

se comparar a localização de tais neurônios, cujo neurotransmissor ou 

neuropeptídeo sintetizado já é conhecido, com os grupos neuronais que se 

apresentaram imunorreativos à c-Fos nos gânglios cerebrais deste mesmo caracol 

na tentativa de correlacioná-los com um provável envolvimento no processo de 

nocicepção. A distribuição dos neurônios Fos-ir foi ampla ao longo de todo o SNC do 

caracol, apresentando grupos neuronais marcados semelhantes àqueles 

encontrados pelos trabalhos citados acima, mostrando a ativação de neurônios que  

sintetizam e liberam opióides endógenos, serotonina e peptídeos 

relacionados com os processos de transmissão de informação nociceptiva e de 

supressão da dor (Fig. 55).  

Através da observação dos grupos neuronais Fos-ir descritos neste trabalho e 

da comparação com a localização de neurônios encefalinérgicos identificados em M. 

abbreviatus (ZANCAN, 1996), pode-se inferir que determinados grupamentos 

neurais que expressaram a proteína c-Fos sejam responsáveis pela síntese e 

liberação deste opióide endógeno (Fig. 55, grupos neuronais 5, 7, 10, 15 e 18). Em  

moluscos tem sido evidenciada a interação de sistemas opióides endógenos 

com outros sistemas de neurotransmissão, porém, a base morfológica de 
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neurotransmissão encefalinérgica, bem como a distribuição destes neurônios ainda é 

muito pouco conhecida na maioria das espécies de gastrópodos. Em M. abbreviatus, 

a maior quantidade de neurônios MEnk-ir foi detectada nos gânglios visceral, parietal 

direito e pedais (ZANCAN, 1996).  

A localização destes neurônios pode correlacionar-se aos neurônios Fos-ir de 

M. abbreviatus. Além disso, esta localização é semelhante aos neurônios 

serotoninérgicos em Helix, dispostos na mesma posição das bordas dos gânglios 

parietal direito e visceral (Fig. 55, grupos neuronais 9 e 10). Isto sugere que estejam 

envolvidos no controle do coração e do trato intestinal, deduzido por sua localização 

e respostas antidrômicas, mas suas funções precisas ainda não são bem 

conhecidas (ZAKHAROV et al., 1995). 

Nos moluscos os mecanismos mediados por opióides endógenos podem 

deprimir a sensibilidade à dor (DYAKONOVA et al., 1995) e este efeito 

antinociceptivo pode ser revertido por naloxone (ROMERO et al., 1994), o que 

também já foi demonstrado em M. abbreviatus (ACHAVAL et al., 2005). Desta 

maneira, podemos inferir que os neurônios Fos-ir localizados em posição 

semelhante àqueles MEnk-ir encontrados nos gânglios centrais do M. abbreviatus, 

podem estar envolvidos em funções modulatórias no amplo repertório 

comportamental aversivo, pelo qual os animais detectam e reagem aos estímulos 

nociceptivos.  

 



 

 

124

 

 
Figura 55 – Representação esquemática da distribuição dos neurônios Fos-ir nos 
gânglios do complexo subesofageano (A, B, C, D, E) e nos gânglios cerebrais (F, G, 
H) de M. abbreviatus. A, B, C e F: vista ventral; D e G, vista medial; E e H, vista 
dorsal. pe, gânglio pedal; pl, gânglio visceral; pa, gânglio parietal; v, gânglio visceral; 
cd, corpo dorsal; mc, mesocérebro; psc, pós-cérebro; prc, pró-cérebro. Os números 
representam grupos neuronais imunomarcados nas diferentes regiões do SNC do 
caracol. Orientação: Posterior (P), Anterior (A), Direita (D), Esquerda (E).  
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Corpos neuronais catecolaminérgicos estão presentes em regiões dos 

gânglios cerebrais e dos gânglios pedais do SNC de M. abbreviatus. No gânglio 

cerebral desta espécie de caracol os neurônios catecolaminérgicos apresentam uma 

distribuição similar aos neurônios imunorreativos à dopamina e à tirosina hidroxilase 

de Helix pomatia, o que  sugere que estes neurônios observados nos gânglios 

cerebrais de M. abbreviatus sejam dopaminérgicos, uma vez  que a dopamina é a 

catecolamina mais abundante no SNC de diversas espécies de gastrópodos 

(ZANCAN et al., 1997). Neurônios Fos-ir também foram encontrados em posição 

similar à dos neurônios catecolaminérgicos nos gânglios cerebrais desta espécie de 

caracol (Fig. 55, grupos neuronais 16 e 18). 

Em animais tratados com morfina e posterior estimulação térmica aversiva, 

estes neurônios cerebrais continuam a expressar a proteína c-Fos de forma muito 

semelhante em intensidade e em número de células dos animais controle (Ver figura 

46C). Isto indicaria provavelmente que estes neurônios não estejam envolvidos na 

nocicepção, podendo ser um grupo neuronal envolvido com o fenômeno de 

novidade e estresse, o qual será discutido mais à frente. Na região do lobo pedal do 

pós-cérebro dos gânglios cerebrais, a significativa redução da intensidade da reação 

à proteína c-Fos nos animais tratados com morfina e sacrificados 3 h, 6 h e 12 h 

após o estímulo aversivo. Estes neurônios também mostraram imunoreatividade à 

SP e Menk (ZANCAN, 1996), sugerindo isto o provável envolvimento no circuito 

nociceptivo. 

Também nos gânglios pedais deste caracol, os neurônios catecolaminérgicos  

identificados por ZANCAN  e cols. (1997) apresentam localização semelhante com 

neurônios Fos-ir neste mesmo gânglio (Fig. 55, grupo neuronal 2). Estes neurônios, 

denominados como laterais no presente trabalho, tampouco mostraram nenhuma 
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alteração significativa na intensidade da reação imunoistoquímica quando os 

animais foram tratados com morfina antes do estímulo aversivo (Fig. 56).  

 
 
Figura 56 – A: Detalhe dos neurônios laterais (seta) do gânglio pedal de animais 
controle, mostrando neurônios Fos-ir. B: Neurônios laterais do gânglio pedal de 
animais que receberam pré-tratamento com morfina 15 min antes de serem 
submetidos ao estímulo térmico aversivo, mostrando um grupo neuronal (seta) com 
quantidade semelhante de neurônios Fos-ir e com intensidade de imunorreação que 
não difere significativamente do grupo controle. Barra: 40 µm. 

 

Para confirmar o que foi descrito acima, verificou-se que o padrão de 

imunorreação foi muito semelhante ao grupo controle e aos grupos salina em todos 

os diferentes tempos de sacrifício (Ver figura 54 D), o que também nos dá forte 

indício de que estes neurônios não participem do processo de nocicepção neste 

caracol. 

Neurônios Fos-ir foram encontrados no SNC de M. abbreviatus em 

localizações semelhantes às encontradas nesta mesma espécie (Fig. 55, grupos 

neuronais 2, 3, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 16 e 18) como sendo imunorreativos à 

FMRFamida (MORIGUCHI-JECKEL, 2001). No gânglio pedal a expressão na região 

anterior não mostrou neurônios FMRFamida-ir, no entanto o neurônio Pd4 foi 

FMRFamida-ir. Algumas destas regiões mostraram ter a marcação de seus 

neurônios diminuída pelo tratamento com morfina (Ver figuras 53 e 54), o que 

demonstra o envolvimento destes neurônios no circuito nociceptivo nesta espécie de 
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gastrópode. Em neurônios sensoriais de moluscos, a FMRFamida tem sido 

implicada na atividade excitatória de tecidos, e essa atividade parece estar 

associada à modulação sensorial, particularmente àquela associada à anti-

nocicepção (KAVALIERS, 1988a). Em M. abbreviatus, neurônios e fibras FLI foram 

detectados nos gânglios do SNC e no plexo pedioso, onde a FMRFamida teria uma 

função relevante no processo modulatório e integrativo das funções motoras. A 

presença de prolongamentos de somas positivos na porção sub-epitelial da 

musculatura pediosa desses animais sugere uma função neurotransmissora, e as 

fibras imunomarcadas por toda a extensão da sua musculatura pediosa sugere uma 

função neurossecretora periférica para o peptídeo FMRFamida. Assim, de um modo 

geral, os neurônios e as fibras FLI do plexo pedioso deste caracol podem estar 

envolvidos em circuitos motores, como a locomoção, e em circuitos sensoriais, como 

a nocicepção (MORIGUCHI-JECKEL, 2001).  

Grupos neuronais imunorreativos à c-Fos também foram detectados em 

localizações muito semelhantes aos neurônios 5–HT em M. abbreviatus (ZANCAN et 

al., 1997; SWAROWSKY et al., 2005) (Fig. 55, grupos neuronais 1, 4, 9, 10, 11 e 

15).  

No gânglio pedal de M. abbreviatus, foram descritos quatro grupos neuronais 

imunorreativos a 5-HT (SWAROWSKY et al., 2005), porem não todos eles 

mostraram-se reativos à proteína c-Fos. Onde teve coincidência nas marcações 

foram nos grupos anterior, medial e posterior.. Entre os neurônios do grupo medial é 

importante salientar a imunomarcação de um neurônio de tamanho grande, após12 

h e 18h após o estímulo térmico aversivo. Este neurônio foi descrito por Swarowsky 

e cols. (2005) como sendo possivelmente um neurônio envolvido na modulação do 

comportamento de retirada neste caracol, identificado como sendo o neurônio Pd4 
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semelhante ao presente no gânglio pedal de Helix lucorum (BALABAN, 2002). Os 

restantes neurônios c-Fos-ir desta região mostraram uma diminuição da reatividade 

a esta proteína quando os animais foram injetados com morfina e logo tratados com 

estímulo aversivo térmico. Estes mesmos neurônios aumentaram sua expressão a 5-

HT após estímulo aversivo (SWAROWSKY et al., 2005). Assim podemos concluir 

que este grupo neuronal medial do gânglio pedal de M. abbreviatus está envolvido 

na nocicepção. Na região posterior após estímulo térmico foi marcado um grupo de 

neurônios medianos que também são 5-HT (SWAROWSKY et al., 2005). Nesta 

mesma região também encontrou-se marcado um neurônio gigante que em um 

trabalho prévio mostrou reatividade a encefalina (ZANCAN, 1996), assim este 

neurônio provavelmente forme parte da circuitaria nociceptiva. 

Na região anterior do gânglio pedal numerosos neurônios 5-HT em estado 

basal, mostrara um aumento desta imunoreação 6h após o estímulo térmico aversivo 

(SWAROWSKY et al., 2005). No entanto, a mesma região mostrou poucos 

neurônios c-Fos-ir após o mesmo tipo de estimulação. Porém, esta imunoreatividade 

diminui significativamente quando os caracóis foram injetados com morfina 

previamente à estimulação térmica (6 e 12 h após estímulo nociceptivo). Este 

neurônio encefalinérgico não foi descrito em outros gastrópodos (MARCHAND  et 

al., 1991; ELEKES et al., 1993; SAKHAROV et al., 1993).  

 Nos gânglios parietal direito e visceral, a localização de neurônios Fos-ir foi 

semelhante à dos neurônios 5-HT (Fig. 55, grupos neuronais 9 e 10) em M. 

abbreviatus (ZANCAN et al., 1997), e  semelhante também à distribuição neuronal 

serotoninérgica em H. lucorum (ZAKHAROV et al., 1995). Novamente podemos 

sugerir que estes neurônios ativados em M. abbreviatus pelo estímulo térmico 

aversivo no gânglio visceral estejam envolvidos com controle cardíaco e do trato 
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intestinal, e que os neurônios do gânglio parietal direito imunomarcados sejam 

neurônios motores envolvidos no reflexo de retirada, como ocorre em Helix lucorum 

(ZAKHAROV et al., 1995). Para reforçar esta idéia, podemos lembrar que o neurônio 

denominado Pd4, do gânglio pedal comanda neurônios parietais de retirada. Dentre 

estes neurônios parietais encontram-se células gigantes, que somente mostraram 

marcação para c-Fos em animais sacrificados 12 h e 18 h após o estímulo térmico 

aversivo, sendo a imunoreatividade maior em 18 h. Neste último grupo de 18 h 

houve justamente um maior número de neurônios imunorreativos nos gânglios 

parietal direito e visceral. Além disso, entre os neurônios que apareceram marcados 

neste tempo e nestes mesmos gânglios, uma grande quantidade foi de neurônios 

grandes e gigantes. Estes neurônios motores de retirada representam o último 

estágio de integração da informação sensorial no SN de moluscos antes da iniciação 

do programa motor (BALABAN, 2002).  Por outro lado, temos que ter em conta que 

este neurônio Pd4 c-Fos-ir também foi imunorreativo para FMRFamida 

(MORIGUCHI-JECKEL, 2001). Assim, este neurônio, como tem postulado Balaban 

(2002), estaria envolvido na função modulatória, estimulando outros neurônios 

através da serotonina, e como também produzem o peptídeo FMRFamida que  está 

envolvido na função anti-nociceptiva, provavelmente inibindo o reflexo de retirada, 

reforçaria  a função de  papel modulatório deste neurônio Pd4. 

As células Fos-ir localizadas na região do mesocérebro dos gânglios 

cerebrais de M. abbreviatus parecem apresentar localização semelhante em Helix 

lucorum, onde é sugerido o envolvimento deste grupo celular na modulação do 

comportamento alimentar (ZAKHAROV et al., 1995). Podemos sugerir o 

envolvimento deste grupo celular de neurônios de tamanho médio do mesocérebro 

(Fig. 55, grupo neuronal 14) em M. abbreviatus no circuito nociceptivo, uma vez que 



 

 

130

 

a imunorreação à proteína c-Fos nestes neurônios foi significativamente reduzida 

pelo tratamento com morfina em animais sacrificados 3 h após o estímulo aversivo 

(Ver figuras 46B e 53C).  

Além disso, estudos no SNP de M. abbreviatus também mostraram 

imunorreatividade à 5-HT no plexo pedioso do músculo do tarso, nos ramos dos 

nervos pedais, nos gânglios e nas fibras do plexo pedioso, em toda a extensão da 

musculatura pediosa, bem como na região associada ao integumento ventral. Na 

região subepitelial ventral encontrou-se uma arborização de fibras varicosas que se 

originam no plexo pedioso, terminando na região basal do epitélio, e às vezes alguns 

prolongamentos imunorreativos se estendendo por entre estas células, alcançando a 

porção apical epitelial (FACCIONI-HEUSER et al., 2004). Estes dados, associados à 

presença dos neurônios 5HT-ir nos gânglios pedais do caracol, imunomarcados 

após o animal ser submetido a um estímulo térmico aversivo (SWAROWSKY et al., 

2005), sugerem o envolvimento da 5-HT no circuito nociceptivo, e muitos destes 

neurônios mostraram-se Fos-ir no trabalho aqui descrito. 

Outros grupos neuronais imunorreativos á c-Fos no SNC de M. abbreviatus 

(Fig. 55, grupos neuronais 2, 8 12, 13, 14,16, 17e 18) apresentaram localização 

semelhante a neurônios imunorreativos à substância P (ZANCAN, 1996). Este 

neuropeptídeo tem sido amplamente detectado em invertebrados, onde seus 

diferentes tipos de receptores participam na modulação da transmissão nociceptiva e 

anti-nociceptiva, assim como em vertebrados (HELKE et al., 1990). No SN de 

moluscos gastrópodos, tem sido demonstrada imunoistoquimicamente a presença 

de SP relacionada à de mamíferos, como os neurônios SP-ir de M. abbreviatus. No 

plexo pedioso deste caracol também foram encontrados neurônios SP-ir, bem como 

na região associada ao epitélio (RIGON, et al., 1998). A SP tem sido descrita como 
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“um neurotransmissor de dor” (SOYGÜDER, 2005). Podemos então sugerir que 

estes neurônios Fos-ir, que provavelmente sejam os mesmos que expressem SP 

nessa espécie de caracol estudada, também estejam envolvidos no circuito de 

nocicepção, uma vez que alguns destes grupos neuronais foram detectados apenas 

em animais estimulados (Fig. 55, grupo neuronal 16), e outros que apareceram em 

animais controle, aumentaram em número após o estímulo aversivo. 

Nossa observação da expressão e distribuição da proteína c-Fos no SNC de 

M. abbreviatus revelou a existência de grupos neuronais definidos, em todos os 

grupos experimentais analisados, inclusive nos animais do grupo controle. Estes 

animais não foram submetidos ao estímulo térmico aversivo, porém foram 

manipulados antes de serem anestesiados e terem seu SNC retirado. O fato da 

presença de neurônios Fos-ir nos gânglios do SNC dos animais controle ser menor 

que a quantidade de células presentes nos mesmos grupos em animais submetidos 

ao estímulo nocivo e sacrificados em diferentes tempos (Fig. 57), nos sugere o 

envolvimento destes neurônios em estímulos que poderiam constituir uma novidade 

para o animal (lavagem da concha e do complexo CP, hidratação, anestesia), 

desencadeando uma reação de alarme ou estresse, levando a uma ativação 

neuronal e, em alguns grupos celulares, a um incremento da síntese de proteína c-

Fos. Entende-se por “novidade” a resposta observada quando os animais são 

colocados pela primeira vez frente a uma nova tarefa, não estando relacionada a 

nenhuma forma de aprendizado específico, à presença de dor durante o treinamento 

ou à associação com qualquer forma de estresse (IZQUIERDO & NETTO, 1995; 

ACHAVAL, 1991).   
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Figura 57 – Secções horizontais dos gânglios pedais em plano ventral. A: Gânglio 
pedal de animal do grupo controle, mostrando neurônios Fos-ir mediais (seta fina) e 
posteriores (seta larga). B: Gânglio pedal de animal submetido ao estímulo térmico 
aversivo com tempo de sobrevivência de 6 h após o estímulo. Notar neurônios Fos-ir 
mediais (seta fina) e grupamentos celulares de neurônios posteriores (seta larga) 
com quantidade maior de células imunorreativas em relação ao grupo controle. 
Barra: 400 µm. 

 
 

  Em mamíferos, outros estímulos, que não o de dor, como a injeção 

intraventricular de colchicina, a injeção de capsaicina ou a imobilização, provocam 

expressão da proteína c-Fos em determinadas áreas do SNC (CECATELLI et al., 

1989). Isto vem ao encontro dos nossos resultados com os animais controle, uma 

vez que estes não foram submetidos ao estímulo nociceptivo, e também pode 

explicar a ocorrência de uma imunorreatividade maior da proteína c-Fos nos grupos 

de animais tratados com salina, a ponto de ser significativamente diferente dos 

animais controle em determinadas regiões do SNC de M. abbreviatus. O problema 

surge porque é usualmente muito difícil determinar quais eventos exatos foram 

diretamente responsáveis por provocar a expressão do gene. Este talvez seja o 

obstáculo mais importante de todos. Por exemplo, a expressão de c-Fos ser uma 

conseqüência de estimulação nociva pode estar relacionada ao processo 

nociceptivo, como é comumente assumido, mas pode igualmente estar relacionada a 
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parte da resposta de estresse causada pala dor ou pela atividade motora provocada 

pelo estímulo (HARRIS, 1998). 
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6 – CONCLUSÕES 

 

1. A partir da localização e do tamanho dos neurônios Fos-ir encontrados neste 

trabalho após o estímulo térmico aversivo e a correlação com dados obtidos de 

estudos em M. abbreviatus, detectando a presença de mediadores químicos 

envolvidos na nocicepção, podemos sugerir que a imunorreatividade para a 

proteína c-Fos apresentada neste modelo animal parece estar relacionada à 

nocicepção, muito mais que à novidade. 

 

2. Podemos afirmar que o neurônio Fos-ir da região medial corresponde ao 

neurônio Pd4 que estaria envolvido na regulação da nocicepção, dado que este 

neurônio é também imunorreativo à serotonina e à FMRFamida. Os demais 

neurônios Fos-ir desta mesma região, por serem serotoninérgicos, também estão 

envolvidos no circuito nociceptivo, assim como o neurônio gigante da região 

posterior. 

 

3. Apesar da discrepância quanto à localização da imunorreatividade em relação 

aos mamíferos, não sabemos como se produz o catabolismo desta proteína, e 

portanto, não podemos explicar a localização citoplasmática duradoura da 

proteína c-Fos no M. abbreviatus. Nos mamíferos o processo de degradação 

ocorreria nos proteassomas com ou sem ubiquitinilização. Apesar dessa 

localização, esta proteína modificou-se após estimulação nociceptiva, assim 

como injeção de morfina e seguida de estimulação aversiva. Portanto, podemos 

confirmar a utilidade da proteína c-Fos como um marcador de neurônios 

envolvidos na circuitaria nociceptiva. 
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7 – PERSPECTIVAS 

 

 

1. Seria interessante a realização de experimentos com co-localização de 

mediadores químicos envolvidos na nocicepção em M. abbreviatus com a 

proteína c-Fos, como realizado em Cepaea nemoralis para c-Jun e FMRFamida, 

MEnk e 5-HT (DYAKONOVA et al., 1999), para certificar-nos do envolvimento 

dos grupos neuronais aqui descritos com o processo da nocicepção. 

 

2. Outros estudos podem ser realizados para definir que tipos de receptores estão 

envolvidos de maneira mais eficaz na indução da proteína c-Fos nestes animais, 

uma vez que a ativação de diferentes receptores podem levar à indução de c-Fos 

no encéfalo e na medula espinhal de mamíferos, e que entre eles os receptores 

AMPA e NMDA são de extrema importância, suportando a hipótese de que 

receptores para aminoácidos excitatórios ionotrópicos exercem um papel 

fundamental na ativação de c-Fos. 

 

3. O próximo passo a ser realizado como complemento dos dados obtidos é o 

término da contagem dos neurônios imunorreativos à c-Fos nos gânglios do SNC 

de M. abbreviatus e a análise estatística da mesma, uma vez que determinados 

estudos em mamíferos comprovaram diferença estatisticamente significativa no 

número de neurônios Fos-ir, mas não na DO quando analisados os mesmo 

grupos. 
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4. Também é importante a análise do material processado para imunoistoquímica 

para microscopia eletrônica com a finalidade de comprovar ultraestruturalmente a 

ocorrência da marcação citoplasmática da proteína c-Fos. 
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