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Resumo

A maioria dos gastrépodes apresenta um sistema nervoso central razoavelmente
simples, com um numero de neurdnios que varia entre 50.000 a 200.000. O
comportamento das espécies desse grupo apresenta complexidade intermediaria, sendo
mais simples do que o de vertebrados e artropodes, contudo mais complexo e elaborado
do que os invertebrados tais como equinodermas e anelideos. Essas caracteristicas
comportamentais associadas a um sistema nervoso que apresenta neurénios de grande
tamanho e de fécil identificacdo, tornam os componentes desse grupo muito atraentes
para a resolugdo de problemas relacionadas as neurociéncias. O pulmonado, terrestre da
espécie Megalobulimus abbreviatus se enquadra nessas caracteristicas e tem sido usado
como modelo para estudos neurobiolédgicos. O objetivo desse trabalho foi o de estudar
as interagdes entre o sistema nervoso central e o sistema circulatério dessa espécie. Com
0 propdsito de estabelecer quais sdo as relagcdes funcionais e anatdmicas entre os dois
sistemas foram feitos estudos anatébmicos, histoquimicos e ultra-estruturais com um
tracador eletron-denso.

Para o estudo dos componentes vasculares responsaveis pelo aporte sangiineo
do sistema nervoso central foi injetada, na arvore vascular, um mistura de carmim-
gelatina e, para identificacdo dos endotélios, foi usada a técnica histoquimica para a
deteccdo da atividade fosfatase alcalina. O estudo da ultra-estrutura foi realizado por
meio de técnica para microscopia eletronica de transmissdo e a permeabilidade foi,
testada utilizando lantanio como tragador elétron-denso ou solucéo de azul tripan.

O sistema nervoso central do caracol é irrigado pela aorta anterior, da qual se
originam uma série de finas artérias que irrigam os ganglios constituintes do complexo
ganglionar subesfogiano. A extremidade distal da aorta anterior origina artérias que

irrigam o bulbo bucal, a porcdo anterior do pé, os ganglios cerebrais, a glandula corpo
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dorsal e a porcao anterior do sistema reprodutor. N&o ha vasos no tecido nervoso, esses
restringem-se a bainha de tecido conjuntivo periganglionar, onde se arranjam formando
alcas vasculares que se alojam em interdigitacdes e imbricacOes existentes na regido
limitrofe entre o tecido nervoso e a bainha que envolve os ganglios. Esse arranjo
permite um aumento da superficie de contato, reduzindo a distancia entre as porcoes
mais profundas dos ganglios e o0s vasos, otimizando assim, a area de troca. O azul tripan
injetado no pé alcangou a bainha que envolve os géanglios nervosos, contudo ndo
penetrou no tecido nervoso.

O endotélio vascular, a lamina basal de espessura variavel que envolve o tecido
nervoso, e os prolongamentos das células gliais constituem a zona de interface entre a
hemolinfa e os neurdnios. O lantanio injetado no pé alcangou o tecido conjuntivo da
capsula perineural, entretanto ndo penetrou no tecido nervoso parando, sua difusdo, ao
nivel da lamina basal. Nos ganglios preparados por imersdo em solu¢do com lantanio
coloidal o tracador foi encontrado entre os processos gliais, junto ao lado neural da
lamina basal. Esses achados, associados aos resultados obtidos com as injecdes de azul
tripan, indicam que lamina basal presente entre a capsula perineural e o tecido nervoso,

limita o trafego das substancias em direcdo ao sistema nervoso central deste caracol.



Summary

Most gastropods present a rather simple central nervous system formed by
variable number of neurons ranging from 50,000 to 200,000 cells. The behavior of the
species belonging to this group is considered of an intermediate complexity; simpler
than the mammalian and insect behaviors, nevertheless more complex and elaborated
than other invertebrates, such as echinoderms, worms and caterpillars. These behavioral
characteristics associated to a nervous system that presents large sized and ready
identificable neurons make this group rather attractive for neuroscience purposes.
Megalobulimus abbreviatus, a pulmonate terrestrial snail, that displayed these features,
has been also used as a model for neurobiological studies. The aim of this work was to
study the interactions between central nervous and circulatory systems of this species.
In order to establish the functional and anatomical relationship between them were
carried out anatomical, histochemical and ultrastructural studies using an electron dense
tracer.

To study the vascular components responsible for the central nervous system
blood supply, the vascular tree was injected with a carmine gelatin solution and for the
endothelial identification, the histochemical technique to detect alkaline phosphatase
activity was employed. The ultrastructural study was performed using transmission
electron microscopy technique, and the permeability was tested using lanthanum as
electron dense tracer and trypan blue solution.

The central nervous system of M. abbreviatus is supplied by the anterior aorta
from which originates numerous thin arteries that irrigate the ganglia that compound the
subesophageal ganglionic complex. The distal portion of the anterior aorta originates
arteries that irrigate the buccal bulb, the anterior foot portion, the cerebral ganglia, the

dorsal body and the anterior portion of the reproductive system. There are no vessels
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into the nervous system; the vessels were restricted to the periganglionic connective
tissue, where they formed vascular loops and had a series of overlaps and projections of
the connective sheath around the nervous ganglia. This arrangement result in a wider
contact surface and a decreased distance between the deeper ganglionic portions and
vessels, optimizing the exchange area. The trypan blue injected into the foot reached the
nervous ganglionic sheath although could not enter into the nervous system.

The vascular endothelium, the connective tissue and the basal lamina of variable
thickness, that surround the nervous system, and glial cell processes, constitute the
interface zone between hemolymph and neurons. The lanthanum injected into the foot
reached the connective tissue of the perineural capsule however could not enter the
nervous tissue arresting its diffusion at the basal lamina level. In those ganglia that were
immersed into the lanthanum colloidal solution, the tracer was found between glial
processes, adjacent to the neural side of the basal lamina. These findings associated to
the results obtained with trypan blue injections, indicated that the basal lamina located
between the perineural capsule and the nervous tissue prevents the transit of substances

to the central nervous system of Megalobulimus abbreviatus.
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I. INTRODUCAO

O sistema circulatério surge com o aumento do tamanho e complexidade do
corpo dos seres vivos. Nos organismos unicelulares todas as substancias necessarias a
vida sdo obtidas diretamente do meio. Em muitos invertebrados de pequeno tamanho
ndo ha necessidade de um sistema circulatério, as estruturas sdo simples e o transporte
de material no interior do corpo pode ser realizado por difusdo e pelo deslocamento dos
liquidos internos resultante dos movimentos do corpo. Com o aumento do numero de
células e da complexidade dos organismos h& a necessidade de especializacdo dos
sistemas para desempenhar funcdes especificas de forma eficiente. O sistema
circulatorio dos animais evolui como um sistema de ductos para o transporte de fluidos
e passa a desepenhar funcbes voltadas ao transporte de substancias e remocdo de
residuos influenciando, dessa forma, a estabilidade do meio interno (ROMER &

PARSON, 1985; KARDONG, 1998).

1. Sistemas circulatérios abertos versus fechados

De acordo com sua organizacdo o sistema cardio-circulatorio é classificado
como aberto ou fechado. A terminologia corrente identifica sistemas fechados como
sendo aqueles onde o sangue e o fluido extracelular correspondem a identidades
separadas, permanecendo o fluido extracelular isolado do liquido circulante, limitado ao
sistema de vasos. Dessa forma, em um sistema fechado, o sangue circula mais
rapidamente, levando poucos minutos para completar o circuito (LUCHTEL et al.,
1997).

Diferencia-se um sistema aberto de um sistema fechado pela presenca, neste
ultimo, de um leito capilar interposto entre o sistema arterial e o venoso, enguanto, no
primeiro, o sangue flui através de um sistema de seios e lacunas (PROSSER, 1973). As

lacunas sdo definidas como espacos irregulares que, aparentemente, ndo apresentam



células definindo seus limites. Nesse nivel vascular a hemolinfa (sangue) banha
diretamente o tecido, caracterizando um sistema circulatorio aberto (MCMAHON &
BURNETT, 1990).

Segundo Jones (1983), definir um sistema circulatério como aberto ou fechado
baseado no uso do termo capilar, tem um grande componente semantico. Tomando por
base esse pardmetro, o sistema circulatorio de Helix seria fechado, visto que seu
hepatopancreas contém uma extensa rede capilar e, além disso, os finos vasos
sanguineos, limitados por endotélio e que se dispdem na periferia do ganglio cerebral
desse molusco, foram definidos como capilares.

Outra forma de abordar o problema fundamenta-se em paradigmas fisiolégicos,
tais como: a resisténcia periférica e a pressdo ou o volume sangiiineo. Nesse caso, a
definicdo de sistemas sanglineos abertos e sistemas sangiineos fechados, baseia-se em
alguns pressupostos fisioldgicos. Espera-se que, em sistemas fechados, ocorra uma
maior resisténcia ao fluxo, uma pressao maior para vencer uma maior resisténcia e um
volume sanguineo proporcionalmente menor do que em sistemas abertos. Isso
possibilitaria estabelecer gradacdes dos sistemas circulatorios, permitindo afirmar, por
exemplo, que em Helix o sistema circulatdrio tende a ser “mais fechado” do que em
outras espécies de gastropodes, visto que, nesses caracois, a pressdo € mais alta que nas
demais espécies estudadas (JONES, 1983).

Sabe-se que o volume sangliineo de diversos bivalves e gastropodes é
relativamente alto quando expresso em porcentagem do peso corporal, indicando um
sistema aberto. Os pulmonados Arion e Achatina séo excegdes; nesses, aparentemente,
ha menor volume sanglineo, indicando que o sistema circulatério é “mais fechado” do
que em outras espécies. Esses parametros fisiolégicos abrem a possibilidade de

diferenciar o sistema circulatorio de forma mais precisa, permitindo uma classificacao



mais exata do sistema vascular dos bivalves e, em particular, dos gastropodes (JONES,

1983).

2. Padrdes de vascularizagdo do sistema nervoso

Sé&o reconhecidos dois padrdes de vascularizagdo do sistema nervoso central de
vertebrados: um consiste de vasos que se anastomosam formando uma rede capilar,
outro € constituido por vasos paralelos que terminam em alcas capilares nao-
anastomoticas. Esses dois arranjos sdo, normalmente, excludentes, exceto em espécies
do género Epiceratodus (peixes-pulomonados) e do género Ambistoma (salamandras),
onde ocorrem as duas formas simultaneamente. Aparentemente, ndo ha um padrdo
filogenético previsivel; isso pode ser confirmado nos ciclostomados Petromyzontia
(lampreias) e Myxinoidea (peixe-bruxa) onde ocorre um padrdo em alca no primeiro
grupo e em forma de rede no segundo grupo. Na maioria dos invertebrados o0s vasos
sanglineos ndo entram no tecido nervoso; contudo, existem excecdes, tais como nas
minhoca,s, onde ha um padrdo em alcas, e nas lulas onde ocorre um padréo reticular

(Fig. 1) (SCHARRER, 1944).

Fig. 1 - Diagrama mostrando a
evolucdo do padrdo de algas
(sequéncia A) e de redes (seqliéncia
B) a partir de um ancestral comum
AB (SCHARRER, 1944).




3. Barreira
3.1. O que é uma barreira? Onde se localiza?

As barreiras desenvolveram-se como forma de controlar o fluxo de substancias
entre compartimentos e, dessa forma, manter a constancia iénica do meio interno em
determinadas regides e/ou tecidos corporais. Outro papel das barreiras € o de isolar
areas para que determinados processos ou eventos possam ser viabilizados (transmissao
sindptica, espermatogénese) e transcorram sem sofrerem alteragdes resultantes da agéo
de agentes provindos de outros locais (hormdnios, peptideos, neurotransmissores ou
substancias tdxicas). Dessa forma, uma barreira € capaz de impedir ou diminuir, na area
protegida, as oscilagfes das concentragdes em uma determinada regido ou tecido de um
organismo. Na maioria dos vertebrados sdo encontradas as barreiras hemato-encefalica,
hemato-liquorica, hemato-testicular e  hemato-aérea  (VORBRODT &
DOBROGOWSKA, 2003). As barreiras presentes no sistema nervoso central (SNC) de
vertebrados isolam o fluido intersticial encefélico e incluem as barreiras vascular-glial
no tecido nervoso, hemato-liquérica no epitélio dos plexos cordides e nos tanicitos dos
6rgdos circunventriculares e a barreira aracndide (WOLBURG & RISAU, 1995).

Os trabalhos iniciais que apontavam para a existéncia de uma barreira hemato-
encefélica (BHE) foram realizados por Ehrlich (1885) que injetou corantes vitais no
sistema venoso e constatou que esses ndo alcangavam o sistema nervoso central e,
posteriormente, por Goldman (1913) que injetou corantes no sistema vascular e fluido
cérebro-espinhal e chegou a mesma conclusédo. Também contribuiram para a formacéao
do conceito de barreira, os trabalhos de Biedl & Kraus (1898) com acidos biliares e de
Lewandowsky (1900), que introduziu o termo “barreira hemato-enceféalica”, com
ferrocianeto. Esses pesquisadores constataram que as substancias ndo eram neurotéxicas

quando injetadas no sistema vascular, mas que causavam serios danos ao sistema



nervoso central, levando ao coma, quando eram injetados diretamente no sistema
nervoso. Na metade do século passado, com o desenvolvimento da microscopia
eletronica, Reese & Karnovsky (1967) e Brightman & Reese (1969) identificaram a
base celular para a existéncia da barreira hemato-encefalica. Mais recentemente, as
pesquisas nessa area vém se concentrando nas questdes relacionadas a forma de selecéo
das moléculas que séo capazes de permear a barreira e aos processos de transporte. Ha
evidéncias que a permeabilidade vascular € fortemente influenciada por glicoproteinas e
glicolipideos componentes do glicocélice. Foram encontrados, na membrana plasmaética
das células endoteliais dos capilares presentes no sistema  nervoso,
receptores/transportadores para transferrina (OX-26), glicose (Glut-1) e para substancias
citotdxicas como adriamicina, vincristina e actinomicina D (glicoproteina P - Pgp), além
desses, também foram achadas enzimas Na*, K* - ATPase e Ca’*-ATPase (ALLT &

LAWRENSON, 2000; BAUER, et. al. 2004).

3.1.1. Constituintes das barreiras encefalicas

Na quase totalidade dos grupos de vertebrados, exceto os elasmobranquios, a
BHE encontra-se constituida pelas células endoteliais dos capilares do SNC que
restringem o movimento de moléculas polares de baixo peso molecular e de
macromoléculas entre o tecido nervoso e o sangue. A barreira é complementada pelos
pericitos, a lamina basal e os pés vasculares dos astrocitos que recobrem 95% da
superficie adluminal dos capilares. Os capilares encontrados no SNC de vertebrados
diferenciam-se da maioria dos microvasos de outros 6rgdos por possuirem as seguintes
caracteristicas estruturais e funcionais: juncdes oclusivas entre células endoteliais
adjacentes, pequena quantidade de vesiculas endociticas (pinociticas) e transendoteliais
0 que resulta em baixo transito transendotelial, presenca de transportadores especificos

na superficie celular para os nutrientes essenciais € um numero duas vezes maior de



mitocondrias do que o encontrado em outros capilares, sugerindo uma grande demanda
energética para as fungdes dessas células (VORBRODT & DOBROGOWSKA, 2003;
BAUER, et al., 2004).

Uma segunda barreira encontrada no SNC dos vertebrados é a existente entre o
liquor, presente nos ventriculos cerebrais, e 0 sangue. A barreira hemato-liquorica é
constituida por uma camada de células epiteliais ou coroiddcitos que participam da
formagdo dos plexos coroides. Os capilares dos plexos coridides sdo fenestrados e o
epitélio ependimario ndo apresenta seletividade ao transito de moléculas entre o liquor e
0 tecido nervoso, por esse motivo a barreira hemato-liqudrica adquire grande
importancia funcional, limitando o trénsito entre o sangue e o liquido céfalo-raquidiano
(VORBRODT & DOBROGOWSKA, 2003).

No SNC, as células endoteliais sdo estimuladas pelo microambiente que as
induz a manifestar caracteristicas que levam a organizacdo da BHE. Acredita-se que as
células astrociticas desempenhem um papel fundamental na inducdo do fendtipo
adequado, nas células endoteliais, para a formacdo da barreira anatdmica. Os pés
terminais dos astrdcitos envolvem a maior parte da superficie basal dos capilares tendo,
dessa forma, intimo contato com as células endoteliais. Experimentos demonstram que
astrdcitos obtidos de encéfalos de ratos recém nascidos, quando colocados em contato
com o endotélio de capilares periféricos de pinto, promovem um aumento na quantidade
de proteina P e uma diminuicdo da permeabilidade as macromoléculas nesses vasos. Por
outro lado, vasos da pia-méater que ndo estdo em contato com a glia astrocitica
apresentam elevada resisténcia elétrica indicando a presenca de uma barreira (RUBIN &

STADDON, 1999; ALTT & LAWRENSON, 2000; BAUER, et al., 2004).



3.1.2. Juncdes Oclusivas

As juncgoes oclusivas (JO) séo encontradas na porgéo apical das células epiteliais
cilindricas. As JO presentes entre as células endoteliais nos capilares do SNC permitem
ao endotélio atuar tanto de forma passiva como de forma ativa na BHE e o capacitam
para regular a composicao do fluido intersticial que banha os neurénios e a glia. Em
situacBes normais, as JO determinam uma obstrucdo ndo seletiva a troca de solutos e
habilitam as células endoteliais a excluir, ativamente, determinados solutos do fluido
intersticial e a facilitar a transferéncia de outros do plasma para o intersticio do SNC.
Também atribui-se as JO existentes entre as células epiteliais dos plexos cordides, a
barreira existente entre o0 sangue e o fluido cérebro-espinal. A restricdo ao transito
paracelular provocado pelas JO pode ser demonstrada pela utilizacdo de tracadores, tais
como lantanio iénico e peroxidase, e pelos baixos valores de condutancia elétrica
aferidos entre as duas faces do endotélio em decorréncia a restricdo no transito de ions

(BRIGHTMAN & TAO-CHENG, 1993).

A polarizacdo das células pode ser demonstrada por métodos morfologicos e
bioquimicos. A assimetria entre a superficie luminal e adluminal das células endoteliais
é determinada pelas JO que impedem o deslocamento das proteinas associadas a
membrana plasmatica entre as duas regides das células segregando, desse modo, as
enzimas e o0s transportadores, o que resulta em um transporte direcionado das

substancias (BRIGHTMAN & TAO-CHENG, 1993).

H& varias proteinas associadas a essa regido especializada da membrana
plasmatica (Fig. 2, Tabela 1). A primeira proteina a ser identificada foi a ZO1, proteina
da familia das MAGUK (membrane-associated-guanylate kinase), seguida pela ZO2,

proteina com 160 kDa associada a ZO1, que também é encontrada nas JO existentes



entre as células endotelias dos capilares do SNC. Além disso, o antigeno 7H6, a

cingulina e a ocludina participam das JO (RUBIN & STADDON, 1999).

Porcédo luminal

Cingulina 5. — Actina

Juncéo oclusiva
Claudina-1 \1

Juncdo de adeséo
E-Caderina

- 4
; Iq:"f; II ula.r

c:sp o)
2., Paracel

Cateninas | memibrana
— Plasmatica

Fig. 2 - Desenho esquematico mostrando as interagdes entre as proteinas no complexo juncional entre
as células endoteliais de capilares que possuem BHE. As claudinas desempenham um papel estrutural
interligando as cllaudinas. A presenca das ocludinas estaria associada com o aumento da resisténcia
elétrica e diminuicdo da permeabilidade. A JAM-1 contribuiria com a adesdo célula-a-célula e
controle da permeabilidade. As ZO-1, associadas as ZO-2 e ZO-3 (ndo identificadas no desenho),
estdo relacionadas no acoplamento das proteinas transmembrana ao citoesqueleto. As juncdes de
adesdo sdo compostas por glicoproteinas transmembrana da familia das caderinas que estéo ligadas as
placoglobinas B-catenina e y-catenina que se ancoram por meio da a-catenina aos citoesqueleto
(retirado de http://www.nastech.com e modificado).



A proteina ZO1 (210-225 kDa) suplementada pelas proteinas ZO2 e ZO3 (130
kDa), forma um complexo que atua conectando a ocludina (~65 kDa) com os filamentos
de actina do citoesqueleto. A conexdo entre as proteinas ZOs é feita por tetrdmeros de
espectrina que também tém funcdo na formacéo dessa conexao molecular. Embora esse
grupo de proteinas seja considerado marcador especifico das JO, essas moléculas séo
encontradas nas zonulas de adesdo e, por seu envolvimento com a (-catenina, podem
estar envolvidas na transdugdo de sinais ceélula-a-célula (VORBRODT &

DOBROGOWSKA, 2003).

Tabela 1 — Densidade de componentes moleculares das jungdes intercelulares em células endoteliais de
capilares da BHE, de musculos, da barreira hemato-liquérica e de capilares fenestrados
(VORBRODT & DOBROGOWSKA, 2003).

Proteina Células endoteliais dos Células endoteliais de | Barreira hemato-liquérica
(antigenos) capilares da BHE capilares musculares (plexo coridide)
Células epiteliais Capilares
PA Pl fenestrados
Z0-1 +++ ++ ++ +(++4) +(++)
Ocludina ++ -(+-?) ++ - -(+-?)
a-Catenina ++ +(+4) +-? ++ (+) )
B-Catenina ++(++4) + +- +(++) )
Pan-caderina +- + - +- ++ (+) + -2
VE-caderina ++ (+) + - - - -
JAM ++ -(+-?) +-? - -
Claudina-1 +-? - +-? - -
Claudina-5 ++(4) - + - - -

Representagdo da densidade de imunomarcacdo representada pelo ndmero de particulas de ouro coloidal (PO) por um de
comprimento das jungdes. + + + (6 ou mais PO); + + (2 a 5,9 PO); + (1 a 1,9 PO); + - (menos que 1); - (sem marcagao); ? (marcacéo
duvidosa). PA, porcdo apical das JO da membrana plasmatica perijuncional das células epiteliais; Pl, porcéo inferior da membrana
plasmatica perijuncional das células epiteliais. Dados entre parénteses indicam densidade de imunomarcacdo aparecendo
ocasinalmente ou em poucos casos.

3.1.3. Enzimas, transportadores e receptores presentes nas células endoteliais dos
capilares do SNC

Muitas das propriedades encontradas na BHE estdo diretamente relacionadas as
enzimas, aos receptores e aos transportadores existentes na membrana plasmatica das
células endoteliais bem como, a distribui¢do luminal ou adluminal dos mesmos (Fig. 3)
(BRIGHTMAN & TAO-CHENG, 1993; ALTT & LAWRENSON, 2000; BAUER, et

al., 2004).



10

astracito
Peptidil dipeptidase A

@ Aminopetidase N
@ Dipeptidil peptidase IV
_ v glutamil peptidase

@ Fosfatase alcalina

Célula endotelial

@ Endothelial Barrier Antigen
@

OX-47 (ratos)

GLUT1

astracito
@ Glicoproteina P

OX - 26 receptor
de transferrina

Ca*-ATPase

-/
@
Na*
+ +
K Na’, K'-ATPase

+

Canal de sédio

\\Q

Célula endotelial

HCO, antiporte de ions
H+
Nk

Na* Mely cotransporte

Fig. 3. Esquemas de capilares sangliineos do tipo continuo, mostrando componentes funcionais
presentes na membrana plasmatica onde estdo representados enzimas (A), transportadores e receptores
(B) que se encontram nas células endoteliais, localizadas em vasos que apresentam BHE (Esquemas
baseados em WOLBURG & RISAU; ALTT & LAWRENSON, 2000 e BAUER, et al., 2004).
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A enzima y-glutamil transpeptidase é particularmente abundante nos capilares
encefalicos e ndo estad presente nos 6rgdos circunventriculares, onde ndo ha barreira,
consequientemente é usada como marcador para as células endoteliais associadas a BHE.
Foi demonstrada tanto na superfice adluminal como na superfice luminal dos endotélios,
onde é mais abundante. A y-glutamil transpeptidase cataliza a transferéncia de residuos
de y-glutamil de um peptidio doador (particularmente glutationa) para um peptideo
aceptor. Na barreira, aparentemente, desempenha funcdo no transporte de grandes
aminoacidos neutros (ALTT & LAWRENSON, 2000).

As células endoteliais dos vasos que irrigam o SNC sdo ricas em fosfatase
alcalina que se apresenta em maior concentracdo na superficie luminal, mas também
ocorre na membrana adluminal. Devido & sua abundancia, essa enzima é usada como
marcador dos endotélios associado a BHE. Apesar de ocorrer em uma grande variedade
de tecidos, nos capilares encefalicos sua expressdo € induzida pelos astrocitos.
Funcionalmente esta envolvida no transporte de ions fosfatos e na hidrolise de
metabolitos fosfatados (ALTT & LAWRENSON, 2000).

As enzimas peptidil dipeptidase A, aminopeptidase N e dipeptidil peptidase 1V
sdo ectoenzimas encontradas nos microvasos encefalicos, sendo que esta também €
encontrada nas meninges. Essas peptidases de membrana podem ter papel de protecao,
degradando peptideos, tais como substancia P (dipeptidil peptidase 1V), bradicinina
(peptidil dipeptidase A) e peptideos com o residuo N-terminal, desbloqueado como as
encefalinas (aminopeptidase N) (ALTT & LAWRENSON, 2000).

O transportador de glicose do tipo | (GLUT1) é muito abundante nos capilares
encefalicos, especialmente na membrana adluminal, e é responsavel pelo transporte de

90% ou mais da glicose que atravessa a BHE desempenhando, desse modo, um dos
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principais papéis no metabolismo do SNC (PARDRIDGE & BOADO, 1993; ALTT &
LAWRENSON, 2000).

A enzima Na®, K*-ATPase localiza-se, principalmente, na membrana adluminal
das células endoteliais nos locais com BHE; nessas células, sua expressao é induzida
pelos astrécitos. Devido a sua localizacao (face adluminal das células), sua funcdo pode
estar correlacionada a manutencdo da homeostasia dos fluidos intersticiais pela remocéo
de K" (ALTT & LAWRENSON, 2000),

A glicoproteina P transporta drogas tais como a adramicina, a vincristina e a
actomicina D. Essa glicoproteina localiza-se na superficie luminal das células
endoteliais nos locais que apresentam barreira, mas ndo é encontrada em outros 6rgaos.
Funcionalmente atua como uma bomba de extrusdo dependente de energia (ALTT &
LAWRENSON, 2000).

O receptor OX-26 para a transferrina é encontrado na membrana plasmatica das
células de vérios tecidos, incluindo oligodendrdcitos e neurbnios, mas somente é
expresso pelas células endoteliais de vasos que estdo em locais onde hd BHE. O
receptor de transferrina est4 envolvido no transporte de ions ferro (que se encontram
ligados a transferrina) para o tecido nervoso (FRIDEN, 1993; ALTT & LAWRENSON,
2000).

O antigeno endotelial da barreira (endothelial barrier antigen — EBA) é uma
proteina trimérica expressa pelos endotélios enceféalicos de ratos a partir do décimo
oitavo dia de vida fetal e sempre esta presente trés dias pos-parto; por esse motivo é
usado como marcador da maturacdo da BHE. Sua funcédo é desconhecida, mas acredita-
se que seja um tipo de receptor. Sabe-se que sua reatividade desaparece com o

surgimento de patologias tais como encefalomielites alérgicas, ocorrendo seu
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reaparecimento trés a quatro semanas apoés ter ocorrido a recuperacao da lesdo (ALTT
& LAWRENSON, 2000).

O antigeno OX-47 é uma glicoproteina integral usada como marcador dos
endotélios encefalicos de ratos, had indicacbes de que estaria envolvida no
reconhecimento célula-a-célula e € homologa ao antigeno HT7 de pinto. O HT7 ocorre
tanto na face luminal como na face adluminal das células endoteliais que apresentam
propriedade de barreira, mas estd ausente nos Orgdos circunventriculares. Esses
antigenos sdo muito precoces, aparecendo antes da fosfatase alcalina e do receptor de
transferrina, e sdo detectados nos estagios E9-10 em pintos e E16 nos endotélios de
ratos (ALTT & LAWRENSON, 2000).

Propde-se que o glicocalice das células endoteliais tenha um papel relevante na
determinacdo da permeabilidade vascular. Os oligossacarideos das glicoproteinas e
glicolipidios atuariam como uma “peneira”, selecionando diferentes tamanhos de
moléculas. As cargas do glicocalice associadas as da ldamina basal poderiam discriminar
as moléculas com base em suas caracteristicas elétricas (ALTT & LAWRENSON,

2000).

3.1.4. Diferentes tipos de jun¢des que ocorrem entre células gliais em invertebrados
que podem estar associadas a barreira hemato-encefalica

Além das junc¢des de oclusdo descritas anteriormente, que estdo associadas com
a formacgéo da BHE nos vertebrados, nos invertebrados séo encontrados outros tipos de
juncbes (Tabela 2) que poderiam estar envolvidos na organizacdo da barreira,
especialmente entre as células gliais (LANE, 1991). A seguir é apresentada uma relacéo

de diferentes tipos de juncdes:
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Tabela 2 — Jungdes encontradas entre as células gliais de diferentes tipos de invertebrados (LANE, 1991).

Grupo de invertebrados Tipo de juncdo
Aracnideos (aranhas, escorpides) Jungdes oclusivas (complexas)
Insetos (baratas, moscas, etc.) Juncdes oclusivas (simples) e juncbes septadas
. Crustéceos (siris, lagostins, lagostas) Juncdo escaleriforme
Artropodes oy L L x s
Miridpodes (centipides e milipedes) Juncéo de ligagdo
Xifosuria (Limilus) Juncéo de ligagdo

Aracnideos (Acarina — acaros e carrapatos) -
Onicofora  Peripatus -

Lamelibranquios (mexilhdes) -
Moluscos  Gastropodes -

Cefalpodes (lulas, polvos) Juncoes de ligagdo

3.1.4.1. Juncdes de ligacéo

Nos locais onde esse tipo de juncdo ocorre, observa-se uma leve reducdo do
espaco intercelular que apresenta colunas ou fibrilas espacadas e distribuidas
regularmente. Réplicas dessa juncdo podem apresentar um perfil de dificil identificacéo,
como ocorre na glia de cefalépodes, ou apresentar-se como linha de particulas
intramembranosas (IMPs — intramembranous particles), como ocorre nos miriapodes.
Esse tipo de juncdo restringe o trénsito de tragadores, dificultando sua difusédo
possivelmente pelas cargas associadas com as colunas intercelulares ou com a matriz

extracelular (LANE, 1989).

3.1.4.2. Juncdes septadas

Ocorrem entre células gliais modificadas localizadas na porcdo externa da
bainha perineural dos ganglios de alguns invertebrados. Caracterizam-se por
apresentarem um espacgo intercelular variando entre 18-20 nm de largura onde se
encontram bandas (septos) distribuidas em intervalos regulares. Modelos obtidos por
criofratura (freeze-fracture) mostram linhas de IMPs que se encontram paralelas umas
as outras e que, provavelmente, correspondem aos locais de insercdo dos septos. Nos

locais onde se encontram as jungfes, os microfilamentos de actina do citoesqueleto
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inserem-se na membrana plasmatica tanto de forma direta quanto indiretamente por
meio de outras proteinas e, em alguns casos, os microfilamentos estdo ancorados aos
microtubulos, que se posicionam paralelos a membrana juncional. As proteinas que
correspondem aos componentes intramembranosos tém peso molecular entre 22-23 KD.
Nesse tipo de juncdo, a descontinuidade nos septos, apesar de diminuir a difusdo de ions
exogenos ndo impossibilita sua passagem e a exclusdo parcial das particulas pode

depender do tamanho e da carga das moléculas (LANE, 1991).

3.1.4.3. Juncdes escaleriformes

Esse tipo de juncédo foi encontrado pela primeira vez no perineuro do sistema
nervoso de baratas, contudo é raramente encontrado entre as células gliais. Apresenta
estriagdes semelhantes as encontradas nas juncdes de ligacdo. Os moldes apresentam
numerosas IMPs que ndo exibem uma orientacdo especifica e algumas delas podem ser
sitios de insercdo. Diferentes das juncBes de ligacdo que sdo capazes de restringir a
movimentacdo de moléculas pelo espaco intercelular, as juncdes escaleriformes nédo

interferem no transito de solutos pelo espago intercelular (LANE, 1991).

3.1.4.4. Juncdes de adesdo

Esse tipo de juncdo é encontrado entre as células gliais perineurais na forma
zonular. Essa organizagdo é referida como zonula adherens ou junc¢des intermediérias,
que diferem das maculas ou fascia adherens (desmossomos). As juncdes adesivas estdo
associadas com fibrilas de actina que ligam-se com as subunidade S; da meromiosina
pesada que, por sua vez, ligam-se aos microtubulos. Esse tipo de juncdo ndo impede o
transito dos tracadores e ndo contribui para a formacdo da barreia nos artrépodes

(LANE, 1991).
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3.2. Barreira hemato-encefalica nos invertebrados

Na totalidade dos invertebrados ndo se encontra o padrdo de BHE descrito para
os vertebrados. Nas espécies onde a barreira estd presente, ela mostra variacdo na
permeabilidade (Tabela 3). Nos grupos de invertebrados onde ocorre a barreira, 0s
elementos morfoldgicos e funcionais que determinam sua existéncia estdo associados a
elementos gliais (Fig. 4) ou da matriz extracelular. O grupo de animais cuja BHE é
constituida pelas células gliais inclui os artropodes, com SNC mais sofisticado, tais
como 0s insetos e os aracnideos que possuem juncdes de oclusdo enquanto miriapodes e
Limulus apresentam junc@es de ligacdo (linker junctions) entre células gliais adjacentes
(Tabela 2). Outros artrépodes podem nao apresentar nenhum tipo de juncédo entre as
células perineurais, como ocorre com 0 grupo Acarina (carrapatos). Os cefalépodes
apresentam juncdes de ligacdo entre as células gliais que restringem a entrada de
tracadores e constituem uma BHE. Os lamelibranquios e outros gastropodes nao
apresentam barreira, assim como ocorre em onicofora, possiveis ancestrais dos
artropodes, e anelideos. Entre os vertebrados, os elasmobranquios apresentam a BHE

formada por células gliais (ABBOTT et al., 1986; LANE, 1991).

Tabela 3 — Tabela com a permeabilidade do sistema nervoso de varios invertebrados para diferentes
substancias (ABBOTT et al., 1986).

Animais Restricéo a:

Tracador EM Né&o-eletrolitos fons

Tecido nervoso avascular

Anelideos - - -
Moluscos inferiores * - - -
Peripatus -

Carrapato

Insetos + + +

Tecido nervoso vascularizado

Limulus -

Escorpides (+) (+) (+)
Aranhas (+), + (+)
Cefaldpodes (sepia) + +

+, presenca; -, auséncia de restri¢do. (+) restricdo parcial.
* O autor identifica como moluscos inferiores bivalves e gastropodes
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Fig. 4 — Desenhos esquematicos ilustrando a interface hemo-neural em
diferentes grupos animais. Endotélio (en); glia (g); lamina basal (Ib);
neurdnios (n); sangue (s). (Modificado de ABBOTT & PICHON, 1987).

Alguns dos artropodes apresentam grande desenvolvimento da barreira e outros,
condicBes intermediarias. Em Limulus (Xifosuria, Quelicerata) o SNC possui canais
vasculares que, aparentemente, ndo restringem o transito de substancias, permitindo o
acesso do lanténio, tanto ao SNC como ao SNP. Entre os aracnideos ndo se evidéncia
barreira nos carrapatos. No onicofora Peripatus, uma espécie que é considerada
proxima do ancestral dos unirremes, e nos anelideos, ocorre 0 mesmo. Os aracnideos
superiores (aranhas e escorpides) apresentam comportamentos elaborados, préximo ao
observado em insetos, contudo tém uma menor capacidade visual e ndo apresentam
funcBes nervosas relacionadas ao vdo. Tanto em aranhas como em escorpides ha
evidéncias da presenca de juncdes de oclusdo na camada glial perineural que impede o
lantanio de alcancar os neurbnios. Apesar disso, existem diferencas na complexidade
juncional e na permeabilidade para o lantanio. Os crustaceos decapodes apresentam uma
complexidade neural semelhante aos aracnideos superiores, mas notadamente inferior,
em certas func@es, em relacdo aos insetos (especialmente a da visao). Estudos realizados
em caranguejo Carcinus e em lagostim Procambarus demonstraram a presenca de
junces septadas e juncBes tipo comunicante. Apesar de ndo terem sido encontradas JO,

h& uma consideravel dificuldade para a difusdo das moléculas de peroxidase de rabanete
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(horseradish peroxidase - HRP) ou de lantanio que somente alcancaram o interior dos
ganglios nervosos depois de prolongada incubacgédo. A restricdo a difusdo do lantanio
pode estar associada a presenca de moléculas eletricamente carregadas as quais se liga o
tracador (ABBOTT et al., 1986).

O SNC de camardes é impermeavel a albumina, 8 HRP e ao lantanio iénico,
porém ndo sdo encontradas as JO e ndo se conhece a morfologia das estruturas que
limitam o livre transito dessas substancias (ABBOTT & PICHON, 1987).

O grupo dos cefal6podes, certamente, € o que tem o SNC mais complexo e
apresenta comportamentos e funcdes téo elaborados quanto o dos vertebrados como, por
exemplo, o sistema visual que demanda altos niveis de organizacdo neural (ABBOTT et
al., 1986). Em estudo realizado com HRP em Sepia, foi possivel constatar que o
tracador ndo penetrava no intersticio neuropilar do lobo éptico, local onde ocorre o
processamento da informacéo visual. A localizacéo da interrupcdo ao deslocamento do
tracador encontrava-se ao nivel da glia perivascular nos capilares e seios venosos, e ao
nivel dos pericitos subendoteliais nos vasos arteriais. Em alguns grupos de animais
como, por exemplo, insetos e elasmobranquios, as células gliais sdo capazes de
organizar JO, contudo em Sepia officinalis ndo se conhece a estrutura anatémica
responsavel pela barreira (ABBOTT, 1991; ABBOTT & BUNDGAARD, 1992). A
zona de restricdo de Sepia foi classificada como um novo tipo de jungdo. Na regido de
restricdo, as membranas adjacentes apresentam um espacamento de 15 a 20 nm com
uma fina periodicidade elétron-lucida dispersa na fenda onde, também s&o encontradas
evidéncias de material fibrilar extracelular condensado (ABBOTT & BUNDGAARD,
1992). Em réplicas obtidas por criofratura ndo foram encontradas estruturas ou
particulas juncionais (LANE & ABBOTT, 1992). Foi proposto que, no SNC de Sépia, a

ampla cobertura glial da superficie dos capilares (aproximadamente 90% da superficie),
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a adsorcdo de proteinas na matriz extracelular, as grandes zonas de justaposic¢ao entre as
células que resultam em um caminho mais longo para a difuséo e a pequena quantidade
de poros seriam 0s mecanismos que, quando combinados, permitiriam a regulacdo do
microambiente do tecido nervoso (ABBOTT et al., 1992).

Os insetos fazem parte de um grupo de animais que apresentam comportamentos
elaborados. Como ocorre em outros invertebrados o seu sistema nervoso € avascular e,
neles, a barreira surge durante o desenvolvimento. E provavel que, para o
desenvolvimento inicial, as células necessitem de substancias presentes na hemolinfa,
mas 0s neurbnios sé podem tornar-se eletrofisiologicamente competentes quando
estiverem isolados do liquido circulante. As concentrag@es ionicas, especialmente K* na
hemolinfa s&o inapropriadas para a atividade dos neurbnios e o contato com ela é
deletério para os neurdnios. Nos insetos, as células perineurais apresentam juncoes
septadas que, por esse motivo, fazem parte da barreira. Participam também da barreira
hemolinfa-neural, JO organizadas entre as células perineurais, entre essas e as células
gliais e possivelmente entre as celulas gliais. Nos embrides a barreira é constituida por
“juncbes septadas em folhas pregueadas” (pleated-sheat septate junction). As juncdes
septadas unem-se as células epiteliais, circundando a regido apical, assemelhando-se ao
que ocorre com as JO nos vertebrados. Esse tipo de juncgdo, devido a sua propriedade de
vedacdo, também permite a polarizacdo das células. JO também sdo encontradas nos
embrides de diptera, mas estdo presentes no periodo de pupa e nos individuos pés-
metamorfose. Em Musca adultas sdo encontradas JO e juncdes septadas lado-a-lado. JO
sdo particularmente evidentes em olhos de diptera, estando presentes também no SNC
de baratas (CARLSON et al., 2000).

No SNC de larvas de moscas da espécie Delia platura foi encontrada uma

barreira “hemato-encefalica”. Nesse estudo ndo foram achadas JO, contudo juncgdes
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septadas que se encontravam entre as células perineuronais impediram que o lantanio
ibnico pudesse alcancar os neurdnios e 0s axonios do ganglio ventral e do nervo
abdominal. Um fator que contribuiria na funcionalidade dessa barreira seria a baixa
pressdo no sistema circulatorio de insetos. Outro componente, relevante nesse contexto,
estaria relacionado a longos canais delimitados pela interdigitacdo da glia perineuronal

que tornam lenta a difuséo no espaco intersticial (JUANG & CARLSON, 1992).

4. O sistema circulatorio de moluscos

Quando se trata do sistema circulatério de moluscos, freqiientemente se afirma
que este é aberto, excecdo feita aos cefalépodes que apresentam um sistema fechado
(JONES, 1983). Os trabalhos sobre o sistema circulatério de moluscos abordam
aspectos hemodinamicos, fisiologicos e anatdmicos (MARTIN et al., 1958; DUVAL &
RUNHAM, 1981; JONES, 1983; SCHIPP, 1987), porém poucos sdo 0s que se detém
em detalhes ultra-estruturais da microvascularizacdo (PENTREATH & COTTRELL,
1970).

Entre os diversos fatores que tornam complexo o estudo do sistema circulatorio
dos moluscos, destacam-se: a ocorréncia de um sistema circulatorio do tipo aberto que
dificulta estabelecer claramente o transporte do sangue venoso; a regulacdo do fluxo
sanglineo que ocorre em grande parte por movimentos musculares, tanto dos 6rgéos
como de todo o animal, o que envolve o estudo da circulacdo em um contexto dinamico;
a coexisténcia de respiracdo pulmonar e cutanea e dos papéis relativos que essas duas
formas de respiracdo desempenham em diferentes condi¢cBes ambientais e, finalmente,
variacdes intra-especificas e inter-especificas, que nos pulmonados sdo freqlentes.
Esses fatores exigem, para uma compreensdo funcional, a andlise da

respiracdo/circulagdo em um contexto ecologico (BEKIUS, 1972).
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4.1. O sistema circulatdrio de gastropodes

No sistema circulatorio de gastropode as artérias podem abrir-se diretamente em
seios, porém os pulmonados apresentam, em muitos tecidos, um leito capilar que pode
dirigir a hemolinfa para seios ou, diretamente, para as veias (HYMAN, 1967;
LUCHTEL et al., 1997). O coragdo encontra-se na cavidade pericardica. Antes de
retornar ao coracdo o sangue passa pelas branquias (Fig. 5). O pigmento respiratério
normalmente € a hemocianina, mas a hemoglobina pode ocorrer nos gastropodes

(HYMAN, 1967).

4.1.1. O coracdo dos gastrépodes

O coracdo dos gastropodes estd composto por um ventriculo e uma ou duas
auriculas como ocorre naquelas espécies que apresentam duas branquias simétricas. O
sangue oxigenado vindo dos 6rgdos respiratorios é recebido pelas auriculas e é
conduzido para fora do ventriculo por intermédio de um par de aortas (Fig. 5), ou de
uma Unica artéria que origina um ramo aortico cefalico e um ramo visceral. O coragdo
desses animais possui um epicardio, porém ndo existe endocardio (HYMAN, 1967).
Internamente, células musculares se arranjam formando trabéculas que cruzam o limem
ventricular, o que possibilita uma menor espessura da parede cardiaca e permite uma
melhor perfusdo das células musculares, tornando desnecessaria a presenca de
circulacdo coronariana (JONES 1983).

Nos pulmonados o coracgao consiste unicamente de uma auricula e um ventriculo
e encontra-se envolto por um saco pericardico. Identificam-se uma valva constituida por
dois folhetos localizada na jungdo auriculo-ventrcular (HYMAN, 1967) e outra adrtica,
mas ndo sdo encontradas valvulas na juncdo entre as grandes veias e a auricula

(LUCHTEL et al., 1997).
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4.1.2. Pericardio

Embriologicamente, o pericardio é a primeira parte a se formar. Das paredes do
saco pericardico surgem os primoérdios da auricula e do ventriculo, colocando-se ao
longo da superficie interna, em continuacdo ao limite epitelial que cobre a superficie
interna do pericardio. O pericardio mostra uma camada interna e outra externa de tecido
epitelial. Entre essas, verifica-se a presenca de duas camadas musculares, uma circular e
outra longitudinal. A musculatura do pericardio ndo é miogénica, encontrando-se
claramente sob controle nervoso. O saco pericardico esta provido com um canal
nefropericardico que permite a drenagem do excesso de fluido para o rim (Fig. 5),

prevenindo uma dificuldade cardiaca (HYMANN, 1967; MARTIN et al., 1965).

Cabeca/Pé

Ventriculo

e Branquias/

AA Pulmao

Pe
AP

Visceras

Fig. 5 — Representacdo esquematica da anatomia do
sistema circulatdrio da maioria dos gastropodes. AA,
aorta anterior; AP, aorta posterior; Pe, saco
pericardico, setas indicam o fluxo da hemolinfa.
(retirado e modificado de http//:
nighthawk.tricity.wsu.edu)
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4.1.3. Cardiorregulacéo

E provavel que o coracdo dos moluscos seja capaz de manter um batimento
ritmico espontdneo quando desprovido de sua inervacdo. Aparentemente 0s potenciais
de acdo sdo iniciados em células do miocéardio pouco modificadas sendo, por esse
motivo, considerado miogénico o cora¢do de moluscos (JONES, 1983).

O coracao de todos os pulmonados é miogénico, mas ndo é possivel definir um
nodulo marca-passo. Todas as fibras auriculares mostram atividade ritmica e,
provavelmente, ocorra 0 mesmo com as fibras ventriculares. Ndo estd claro como o
ritmo de contracdo é coordenado, porém é muito diferente do controle existente em
vertebrados. As fibras auriculares localizadas nas proximidades das grandes veias
possuem um alto grau de sincronismo e o potencial de acdo gerado alastra-se por um
sistema sarcotubular, excitando as células adjacentes por meio de jungdes celulares que
lembram os discos intercalares de vertebrados (NISBET & PLUMMER, 1966). Como
as células vizinhas apresentam ritmo proximo ao das que iniciaram a despolarizacao,
ndo € necessario um grande estimulo para que a contracdo se propague rapidamente por
toda a camara. Apesar disso, ainda ndo se conhece se a freqliéncia é realmente
determinada pelas fibras auriculares (LUCHTEL et al., 1997). Em Helix pomatia foi
encontrado que a regido de maior ritmicidade ocorre na auricula, proximo a entrada das
grandes veias. Neste caso, a sistole auricular e o estiramento da parede ventricular
poderiam ser responsaveis pela sistole ventricular (RIPLINGER, 1957). Outra
possibilidade, é que a area ventriculo-adrtica desempenhe o papel de marca-passo. A
contracdo teria inicio nesse local e o estimulo se propagaria pelas outras fibras
ventriculares. A sistole auricular resultaria do estiramento causado pelo ingresso do
sangue provindo do sistema venoso durante a sistole ventricular (LUCHTEL et al.,

1997).
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O controle da forca de contracdo esta ligado, primariamente, a atividade do
animal (ROMERO & HOFFMANN, 1991). Como resultado de maior atividade hd um
aumento proporcional do volume de sangue expelido dos seios em direcéo ao coragéo, 0
que resulta em um estiramento do musculo cardiaco e leva a um aumento da forca de
contragdo, tanto da auricula como do ventriculo, ocorrendo o oposto quando o animal
relaxa (LUCHTEL et al., 1997). Um segundo nivel de controle ocorre diretamente pelo
sistema nervoso. Em vérios pulmonados, o ganglio visceral da origem a um nervo
intestinal responsavel pela inervacdo do coragdo e do pericardio (BULLOCK &

HORRIDGE, 1965, CHASE, 2002).

4.1.4. Artérias, capilares, seios e veias.

Os vasos arteriais de Agriolimax reticulatus apresentam uma cobertura epitelial
descontinua e as células apresentam um grande nimero de ramificacdes apoiadas sobre
uma camada de coladgeno subjacente, cobrindo de 15% a 50% da superficie luminal. Em
artérias menores, a organizacdo verificada na cobertura endotelial é menor.
Imediatamente abaixo da cobertura epitelial, ha uma camada rica em fibras colagenas
gue se mostra mais completa. Externamente ao tecido conjuntivo existe uma camada
muscular circular e outra longitudinal, entremeadas de fibroblastos, ax6nios e fibras
colagenas (RUNHAM & HUNTER, 1970).

O estudo de cortes frescos de diversos 6rgdos de Arion rufus mostrou que sua
superficie é irrigada por ramificacdes arteriais de diversos tamanhos, que terminam
abruptamente em uma extremidade truncada onde se encontra uma abertura em forma
de funil que permite a passagem do sangue para 0S espagos corporais. Nos 6rgdos do

trato digestivo de Lymnaea stagnalis existem esfincteres em torno da abertura desses
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vasos terminais, 0 que proporciona uma oportunidade de controle do fluxo
(JOURDIAN, 1879).

O estudo do sistema circulatorio de Lymnaea stagnalis, usando tinta da india ou
resina, mostrou a presenca de um extenso sistema capilar em torno e nos lobos das
glandulas do sistema digestorio (BEKIUS, 1972). Isto tambem foi observado em Helix

pomatia (VOSSWINKEL, 1976).

4.2. Suprimento sanguineo do sistema nervoso de caracois pulmonados

Muitos pulmonados sdo grandes, requerendo um fluxo sangiiineo para expressar
seu comportamento normal, apesar da demanda de oxigénio ndo ser alta o suficiente
para provocar a evolucdo do sistema circulatério para um sistema fechado, como
ocorreu com os cefalopodes (MARTIN & DEYRUP-OLSEN, 1982).

Em pulmonados, os ganglios cerebrais ndo sdo penetrados por vasos. Contudo, 0
tecido conjuntivo circunjacente é ricamente suprido com sangue por meio de arteriolas
ou capilares. Em Helix pomatia, 0s vasos presentes na bainha conjuntiva peri-
ganglionar apresentam uma parede endotelial completa (LUCHTEL et al., 1997). Em
Helix aspersa, o envoltdrio de tecido conjuntivo dos ganglios subesofagiais apresenta
estrutura similar. Apesar desses vasos pré-capilares apresentarem uma parede continua,
a ferritina e a hemocianina escapam através de fendas de diversos tamanhos para o
intersticio do tecido conjuntivo que envolve os ganglios (FERNANDEZ, 1971).

A hemolinfa que alcanga os vasos presentes na bainha passa para o interior de
seios ou espacos hemocélicos (DALE, 1973) que, em Vaginula gayi, contém esfincteres
distribuidos regularmente ao longo de seu comprimento e, em cortes transversais,
mostram um perfil circular. A injecdo de latex nas hemoceles de Ariolimax columbianus

permitiu observar que esses canais sdo largos e que apresentam morfologia bem
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definida. O sistema de drenagem €é constituido por veias que apresentam estrutura
semelhante a das artérias e, por isso, de dificil caracterizagdo (BEKIUS, 1972;
LUCHTEL et al., 1997).

Os ganglios nervosos centrais de Helix pomatia sdo supridos por ramos da aorta
anterior que se originam no interior do complexo de ganglios subesofagiais. A aorta
anterior segue, junto ao nervo intestinal, em direcdo anterior até alcangar o anel nervoso
na margem ventral dos ganglios parietal direito e visceral. A artéria, entdo, corre
anteriormente entre os ganglios parietal e pedal direitos, curva-se, ventralmente, entre as
margens anteriores dos dois ganglios pedais e dirige-se, posteriormente, entre 0s nervos
pedais, suprindo, finalmente, a porcdo média do pé (PENTREATH & COTTRELL,
1970).

O aporte vascular dos ganglios cerebrais de Helix ocorre a partir de pequenos
ramos que surgem de artérias originadas proximo a artéria bucal ventral. Essas se
dirigem, dorsalmente, externamente ao conetivo cérebro-pedal. A partir dessas artérias,
também se originam ramos para os tentaculos anteriores e posteriores (PENTREATH &
COTTRELL, 1970).

Os ganglios visceral e parietal recebem diversas ramificacdes pequenas da aorta
que penetram na bainha de tecido conjuntivo e, eventualmente, formam um espago
continuo e estreito que se relaciona, intimamente, com o tecido nervoso. A hemolinfa
que circula por esse espaco € drenada por pequenos vasos que se encontram alojados na
bainha conjuntiva que cobre os nervos intestinal e palial (PENTREATH &
COTTRELL, 1970).

O suprimento dos ganglios pleural e pedal é realizado por ramos das artérias
anterior direita e esquerda e também da aorta. Aqui, novamente, ocorre a formacao de

um estreito espago preenchido por sangue. Em geral, associados aos nervos que se



27

originam desses ganglios, encontram-se pequenos vasos arteriais (PENTREATH &
COTTRELL, 1970).

Ao microscopio eletrénico é possivel observar que os canais vasculares, no
interior da bainha de tecido conjuntivo de cada ganglio, sdo limitados por um fino
endotélio, células musculares, coladgeno e varios outros tipos celulares. Na superficie do
tecido nervoso, onde se formam os espagos sangliineos, existem trés camadas entre a
hemolinfa e os neurdnios de cada ganglio. A primeira é um endotélio similar ao
encontrado nos vasos do tecido conjuntivo, contudo, suas células sdo mais alongadas e
finas. A segunda corresponde a uma camada de tecido conjuntivo composta de colageno
interposta por células musculares e, a terceira, corresponde as células gliais. A camada
endotelial é bastante constante, variando de 0,1 a 1 um de espessura. A camada
conjuntiva as vezes encontra-se formada por densos feixes de fibras colagenas dispostos
em varias direcdes ou por finas fibrilas imersas em abundante matriz que se arranjam de
forma frouxa. Essa matriz, algumas vezes, apresenta grandes granulos elétron-densos,
muito semelhantes aqueles encontrados em elementos glio-intersticiais presentes em
Glossodoris. Em alguns locais, tais como a borda ventral do ganglio cerebral, onde se
encontram 0s neurdnios gigantes serotoninérgicos, o coldgeno aparece em peguena
quantidade. As células gliais formam uma camada monocelular entre o conjuntivo e o
tecido nervoso. As células dessa camada freqlientemente apresentam projecoes
digitiformes entre o citoplasma das células nervosas e observam-se diversos vacuolos
em seu interior. Demonstrou-se gque a tinta da india ou a ferritina, injetadas no sistema
vascular Helix pomatia, cruzam livremente para o intersticio ganglionar, sendo possivel
observar essas substancias entre as células gliais, mas ndo em seu interior

(PENTREATH & COTTRELL, 1970).
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5. A espécie Megalobulimus abbreviatus

Os moluscos da espécie Megalobulimus abbreviatus (Becquaert, 1948) sédo
caracOis pertencentes a classe Gastropoda, subclasse Pulmonata e ordem
Stylommatophora, encontrados no sul do Brasil, Argentina e Paraguai (Fig. 6)
(SAWAYA & PETERSEN, 1962). Esses caracois sdo terrestres, hermafroditas, se
reproduzem e se desenvolvem satisfatoriamente em cativeiro, acredita-se que a idade
reprodutiva se inicie aos dois anos de idade. Habitam ambientes umidos, protegidos por
vegetacdo e, em condicdes de umidade relativa do ar muito baixa, permanecem
enterrados no solo. S&o ativos a noite e, em situacdes de umidade relativa alta, também
durante o dia (JAEGER, 1965). Em trabalhos anteriores publicados pelo Laboratério de
Histofisiologia Comparada (inclusive em um dos artigos incluidos nesta tese)
considerava-se que a 0s animais utilizados pertenciam a espécie Megalobulimus
oblongus. Recentemente (2004), devido a divergéncias levantadas por outros
pesquisadores quanto a esta classificacdo, foi requisitada a colaboragédo da profa. Inga L.
Veitenheimer Mendes do Depto. de Zoologia do Instituto de Biociéncias da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul que classificou os animais como segue:
Familia - Megalobulimidae (Leme, 1973), Género - Megalobulimus (Muller, 1878),

Espécie - Megalobulimus abbreviatus (Becquaert, 1948).
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Fig. 6 - Fotografias de
Megalobulimus  abbreviatus
mostrando o animal adulto em
vista posterior (A), Vvista
lateral (B) e locomovendo-se
(C). cp — complexo cabega-pé,
mc — musculo columelar, p,

pneumdstomo, pl — palpos
labiais, S — sola, ta — tentaculo
anterior, tp - tentaculo
posterior, seta - borda

retorcida de cor rosa que
caracteriza os animais adultos.
Barras A,Be C=2cm.

5.1. O Sistema Nervoso Central (SNC)

O SNC de M. abbreviatus € formado pelos ganglios do anel periesofagiano e
ganglios bucais. Nove ganglios constituem o anel ganglionar distribuidos em um par de
ganglios cerebrais supraesofagianos e pares de ganglios pedais, pleurais, parietais e um
ganglio visceral. Os dois ganglios bucais mais distalmente localizados conectam-se com
o anel periesofagiano pelos conetivos cérebro-bucais. Os ganglios de cada lado séo
geralmente similares em tamanho e forma, sendo apenas o ganglio parietal direito
consideravelmente maior que o esquerdo. Os ganglios que constituem o complexo

subesofagiano estdo organizados ao redor da artéria cefalica, unidos entre si por
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conectivos neurais extremamente curtos e unidos aos ganglios cerebrais pelos conetivos
cérebro-pedal e cérebro-pleural. Conectando o par de ganglios pedais, estdo duas
comissuras igualmente curtas: uma de maior diametro, central, e outra menor, antero-
ventral. Assim como os demais pulmonados estilomatdforos, os ganglios cerebrais de
Megalobulimus abbreviatus podem ser divididos em trés areas: pro-cérebro,
mesocérebro e pds-cérebro. Este Gltimo, por sua vez, subdivide-se em trés lobos: pedal,
pleural e comissural (JAEGER et al., 1971; PERES et al., 1993; PERES, 1994;
ZANCAN et al.,, 1994; ZANCAN & ACHAVAL, 1995; ZANCAN et al., 1997,

DONELLI et al., 1998).

5.2. Capilares da glandula corpo dorsal

O tecido glandular do corpo dorsal apresenta capilares sanglineos com paredes
continuas formadas por células endoteliais com as superficies luminal e adluminal
aumentadas por um extenso pregueamento de sua membrana plasmatica. O citoplasma
das células endoteliais contém vesiculas eletron-licidas endociticas ou exociticas.
Ocorrem variacdes sazonais na quantidade de glicogénio nas células endoteliais. No
final do inverno, o citoplasma contém grande numero de rosetas de glicogénio,
distribuidas por todo o citoplasma da célula, mas predominando nas pregas maiores
localizadas no lado adluminal do vaso. No verdo, o endotélio do corpo dorsal mostra
pequena quantidade de particulas B de glicogénio (ZANCAN, 1996).

No citoplasma das células endoteliais encontram-se mitocondrias com cristas
transversais, reticulo endoplasméatico rugoso, lisossomos, complexo de Golgi e
microfilamentos orientados ao longo da porcdo central, de onde emergem as pregas. O
nacleo possui muita heterocromatina e identagdes e, envolvendo o endotélio, identifica-

se uma lamina basal (ZANCAN, 1996).
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5.3. Capilares da musculatura pediosa

Na musculatura pediosa de Megalobulimus abbreviatus foram descritos dois
tipos de capilares. O primeiro possui parede continua e apresenta muitas dobras nas
superficies luminal e adluminal. No citoplasma das células endoteliais sdo encontradas
vesiculas eletron-ltcidas endociticas e/ou exociticas, que se localizam préximo a
membrana plasmaética de ambos os lados, e feixes de filamentos grossos que correm
paralelos ou de forma obliqua ao eixo longitudinal das células. Proximos ao ndcleo
estdo presentes granulos de glicogénio, vesiculas de reticulo endoplasmatico rugoso,
aparelho de Golgi, lisossomos e mitocondrias arredondadas. Os ribossomos estéo
aderidos a face externa do envelope nuclear. Junto a membrana nuclear interna, é vista
um faixa de heterocromatina. Externamente ao endotélio, hd uma lamina basal continua.
A membrana plasmatica de células endoteliais adjacentes mostra interdigitacdes e,
algumas vezes, exibe zonulas de adesdo. O outro tipo de capilar descrito também mostra
uma parede continua, revestida por células endoteliais com escasso citoplasma, onde se
encontram vesiculas endociticas e/ou exociticas. A membrana plasméatica mostra
dobramentos e o endotélio esta separado do tecido conjuntivo por uma lamina basal

(FACCIONI-HEUSER, 1999; FACCIONI-HEUSER et al., 1999).
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I1. Objetivos

O filo Mollusca corresponde a um dos maiores grupos de invertebrados ao lado
dos artropodes e tem representantes marinhos, dulceaquicolas e terrestres.

O estudo do sistema circulatorio desse grupo de invertebrados é de grande
relevancia para a compreensdo da biologia geral dessas espécies. Os conhecimentos
obtidos permitem entender as bases funcionais de comportamentos que resultam da
interagdo esqueleto hidrostatico e musculatura em algumas espécies e melhor avaliar
outros eventos fisioldgicos que sdo predominantemente influenciados pelo sistema
circulatérios como, por exemplo, o transporte de substancias pelo corpo. Por outro lado,
0s moluscos e, em especial os gastropodes, foram e vém sendo utilizados como modelos
em trabalhos relacionados a neurofisiologia devido a simplicidade do sistema nervoso e,
principalmente, em fungdo do grande tamanho e da facilidade de identificacdo de suas
células nervosas. Contudo, esse grupo de animais engloba uma linha evolutiva que
atinge, nos cefalépodes, um alto grau de complexidade do sistema nervoso com uma
ampla e elaborada gama de comportamentos, comparaveis ao de algumas espécies de
vertebrados, dessa forma, as espécies desse grupo, como modelos neurobioldgicos, séo
de extrema relevancia.

Os gastrépodes correspondem a maior e mais bem sucedida classe entre 0s
moluscos, apresentando uma ampla radia¢ao adaptativa que lhes permitiu a conquista de
habitats aquaticos e terrestres. A espécie Megalobulimus abbreviatus pertence a ordem
dos pulmonados e a subordem dos estilomatoforas, grupo que tem representantes
terrestres.

Tendo em vista que as variagcbes ambientais sao mais amplas no habitat terrestre
do que no aquatico, o sistema circulatério passa a desempenhar um papel de maior

relevancia na manutencdo da homeostasia, inclusive a do sistema nervoso. Tendo como
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eixo guia os mecanismos de regulacdo envolvidos na manutencdo da estabilidade no
microambiente do tecido nervoso, nosso objetivo geral foi o de compreender que
relacbes existem entre o sistema cardiocirculatério e o sistema nervoso central na
especie Megalobulimus abbreviatus.

Os objetivos especificos deste trabalho foram: estabelecer como ocorre a
irrigacdo e quais sdo 0s vasos responsaveis pelo aporte sangliineo do sistema nervoso
central; determinar a organizacdo histoldgica e as caracteristicas ultra-estruturais da
microcirculacdo responsavel pela nutricdo do tecido nervoso; analisar algumas das
caracteristicas histoquimicas dos microvasos envolvidos com o suprimento sangiiineo
do sistema nervoso e, finalmente, tendo em vista as divergéncias existentes na literatura
quanto a existéncia de uma barreira hemolinfa-neural nos pulmonados terrestres,
procurar estabelecer qual é o grau de isolamento do tecido nervoso em relacdo a
hemolinfa.

Com essa finalidade, foram efetuados os seguintes procedimentos: determinagédo
dos ramos vasculares que realizam o aporte sanguineo, estudo da vascularizagdo do
sistema nervoso central de Megalobulimus abbreviatus por meio de dissecacao,
replecdo vascular utilizando gelatina carminada, estudo histoquimico da atividade
fosfatase alcalina e estudo ultra-estrutural da interface vascular-tecido nervoso. Por
outro lado, foi determinado o caminho que percorrem as substancias presentes na

hemolinfa até o tecido nervoso, utilizando azul tripan e tracador elétron-denso.
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I11. Material e Métodos
1. Animais

Foram utilizados caracoOis adultos da espécie Megalobulimus abbreviatus,
caracterizados pela presenca do bordo da concha retorcido e de cor rosa, com
comprimento e largura da concha entre 67 a 80 mm e 36 a 53 mm respectivamente. O
peso, incluindo a concha, variou de 65 a 77 g. Os animais foram capturados no
municipio de Charqueadas, Rio Grande do Sul, mantidos por um periodo minimo de
uma semana em terrarios telados no Laboratério de Histofisiologia Comparada do
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude,
UFRGS, alimentados com alface e &gua ad libitum e sujeitos as variacdes da

temperatura e do fotoperiodo ambiente.

2. Anestesia

Todos os animais utilizados nos experimentos foram anestesiados por imerséo

em solucgdo saturada de mentol (Synth) por um periodo de quarenta e cinco minutos.

3. Obtencéo do SNC

Os animais foram anestesiados e, ap0s a concha ter sido parcialmente removida,
o diafragma foi seccionado expondo a por¢do anterior do trato digestivo. A seguir
realizou-se a ligadura do estdmago anterior para evitar a saida do contetudo gastrico e,
em seguida, o tubo digestivo foi seccionado proximo ao estreitamento distal do bulbo
bucal. Findo esse procedimento, foram seccionados 0s conetivos cérebro-bucais,
cérebro-pleural e cérebro-pedal e extraidos os ganglios cerebrais. Ap6s o corte do

musculo retrator da rddula e rebatimento do saco radular em sentido anterior,
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possibilitando melhor exposicdo dos ganglios subesofagianos, foram seccionados os

nervos restantes e a artéria cefalica concluindo-se assim a extracdo dos ganglios.

4. Procedimento histoquimico

4.1. Fixacao

O material extraido para realizar a técnica histoquimica da fosfatase alcalina foi
fixado por imersdo em solucdo de paraformaldeido 4% diluido em tampéo fosfato (TF)
0,1 M pH 7,4 por 12 a 24 horas. Decorrido o periodo de fixacdo, o conjunto de ganglios
foi armazenado em uma solucdo de sacarose diluida em TF 15% e, posteriormente,
30%, com agitacdo constante, até afundar, para crioprotecdo. Todo o procedimento,
desde a fixacdo até a crioprotecdo, foi realizado a 4°C.

Os ganglios extraidos foram incluidos em Tissue Freezing Medium (Sakura),

congelados e cortados a 40 um em criostato (Leitz Digital 1720).

4.2. Deteccdo da atividade Fosfatase Alcalina

Os cortes obtidos foram incubados por 40 minutos em um meio contendo 10 mg
de fosfato de sddio naftol AS-MX (Sigma) diluido em 05 ml de N. N.
dimetilformamida (Sigma) acrescido de 50 ml de tampé&o Tris 0,1 M pH 8,3 e 10 mg de
Fast Blue RR (Sigma).

Apos a incubacdo e a lavagem em agua deionizada, 0s cortes permaneceram em
formol Baker por 30 minutos sendo, posteriormente, lavados TF, montados em lamina

previamente gelatinizada, e cobertos com gelatina-glicerina e laminulas.

5. Injecéo de carmin-gelatina

Para a injecdo de gelatina carminada os animais, previamente anestesiados,
tiveram a concha e 0 manto parcialmente removidos, o saco pericardico foi seccionado,

e o coracdo canulado. Concluida a fixacéo da canula, foi acoplada uma seringa contendo
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TF 0,1 M pH 7,4 usado para a lavagem da arvore vascular e, logo apos, injetados 2 a 3
ml de uma mistura (37 °C) contendo agua destilada (90 ml), gelatina (25g), carmim
(69), iodeto de potassio (5g) e um volume de acido acético suficiente para obter um pH
7,2. Terminada a injecdo, os animais foram fixados em formol Baker por um periodo
minimo de 24 horas e, apos isso dissecados sob estereomicroscopio (Zeiss, Stemi SV11)
e realizados esquemas da distribuicdo do conjunto de vasos relacionado ao anel
periesofagiano. Concluido o estudo anatdmico mesoscépico, o conjunto dos ganglios e
vasos foi crioprotegido em solucdo de sacarose 15% e 30% em TF, e realizados cortes
seriados de 50 pm de espessura em criostato (Leitz 1720), montados em laminas e
cobertos com gelatina-glicerina e laminulas, e observados ao microscopio de luz (Nikon

Optiphot I1).

6. Injecdo de azul tripan

Nesse experimento os caracis foram injetados na sola do pé, com 0,05 ml/g de
uma solucdo de azul tripan 2% diluida com Ringer (5 g/l NaCl, 0.08 g/l KCI, 0.6 g/l
CaCl,; JAEGER, 1961). Volumes parciais foram injetados em intervalos de 15 min
durante uma hora até atingir o volume total correspondente a cada animal. Os animais
foram anestesiados e o material coletado 2, 3, 4, 5, 6 e 48 horas apds injecdo. O SNC foi
retirado e fixado em paraformaldeido 4 % em TF pH 7,4. Apds a fixacdo os ganglios
cerebrais e o conjunto dos ganglios subesofagianos foram cortados com o auxilio de

navalha de barbear e, a seguir, observados ao esteromicroscopio (Zeiss, Stemi SV11).

7. Estudo ultra-estrutural

7.1. Preparacdo inicial do material, fixacao e pds-fixacao
Para o estudo ultra-estrutural os ganglios constituintes do SNC foram retirados,

conforme procedimento descrito anteriormente, e entdo fixados por imersdo em uma
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solucdo de paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% (Sigma) e TF durante um periodo
minimo de uma hora. Imediatamente ap6s a fixacdo, os ganglios foram cortados com
espessura de 50 um em vibratomo (Leica) e coletados em TF; apos trés lavagens com
TF, o tecido foi pds-fixado com solugdo de tetroxido de ésmio 1% (Sigma) e TF por

uma hora.

7.2. Desidratacao, incluséo, cortes e observacao

A desidratacdo foi realizada em uma série crescente de acetona (de 30% a
acetona pura). Concluida a desidratacdo o material foi pré-embebido, embebido e
incluido em resina araldite (Durcupan ACM, Fluka). A incluséo foi realizada utilizando
como suporte uma lamina histoldgica sobre a qual era colocada a resina para incluséo
juntamente com o corte previamente obtido no vibratomo e, a seguir, 0 material era
coberto com uma pequena lamina de acetato. A polimerizacdo da resina foi feita por 48
horas em estufa a 60°C. Ap6s 24 horas a ldmina de acetato era retirada. Findo o periodo
de polimerizacdo o material era retirado e, usando um esteromicrosopio (Willd), foram
selecionadas as areas de interesse dos ganglios cerebrais e pedais. As areas selecionadas
eram seccionadas como o auxilio de l[amina de barbear e, entdo, coladas, usando resina
ndo polimerizada, a um bloco de resina previamente preparado. Para finalizar a fixacédo
das duas pecas (bloco e material) o conjunto era recolocado a 60°C por mais 24 horas

(RODRIGO et al., 1996).

Concluida a montagem do material nos blocos, foram feitos cortes semifinos
(1pum) em ultra-micrétomo (Ultracut UCT Leica) com navalha de vidro e corados com
azul de metileno 1% para observagdo ao microscopio éptico e melhor selecdo da area de
estudo. Cortes ultrafinos (70 nm) foram obtidos empregando navalha de diamante
(Diatome) em ultra-micrétomo (Ultracut UCT Leica) e coletados em telas de cobre de

100 ou 200 mesh.
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As telas contendo os cortes ultra-finos foram contrastadas com uma solucéo
aquosa de acetato de uranila 2% (Merck), ao abrigo da luz e a temperatura ambiente,
por no minimo 40 min. Terminada a contrastacdo, as telas foram lavadas em agua
deionizada e secas com papel filtro, sendo posteriormente contrastadas com citrato de
chumbo 1% (Merck; REYNOLDS, 1963) por 30 min, a temperatura ambiente e, a
seguir, lavadas em &gua deionizada e, novamente, secas com papel filtro.

As telas preparadas como descrito anteriormente foram observadas, analisadas e
fotografadas a 60 ou 80 KV utilizando o microscépio eletronico Jeol 100 CX-2 do

Centro de Microscopia Eletrénica da UFRGS.

7.3. Estudo com lanténio
Para o estudo com lantéanio foram realizados os seguintes procedimentos: inje¢éo
de solucdo contendo lanténio no pé do animal ou imersdo do tecido nervoso em uma

solugéo fixadora contendo lantanio.

7.3.1. Injecéo de lantanio

Um grupo de caracois foi injetado no pé com 2 ml de uma solucéo contendo 2%,
10% ou 20% de nitrato de lantanio (Sigma) diluida com Ringer para Megalobulimus
(JAEGER, 1961). Volumes parciais foram injetados em cinco etapas com intervalos de
quinze minutos até atingir o volume final (2ml). Os animais foram anestesiados 2 h e 24
h apos a ultima injecdo, o SNC foi removido e processado para estudo ultra-estrutural

conforme procedimento descrito anteriormente.

7.3.2. Preparagéo por imersdo em lantanio coloidal

Os ganglios bucais, cerebrais e pedais de um segundo grupo de animais foram
fragmentados em pequenos pedacos, utilizando uma lamina de barbear, e foram imersos

em uma solucdo que continha glutaraldeido 2,5% (Sigma), paraformaldeido 2% e
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lantanio coloidal 1% (REVEL & KARNOVSKY, 1967) diluidos em tampéo cacodilato
de sodio 0,1 M (Sigma) pH 7,2 por uma hora a 4°C. Decorrido o tempo de fixacdo, as
amostras foram lavadas em trés banhos de tampéo cacodilato e pos-fixadas com OsO,
1% (Sigma) e lantanio coloidal 1% por uma hora a temperatura ambiente. Concluida a
pos-fixacdo as amostras foram processadas conforme o procedimento descrito
anteriormente substituindo, sempre que necessario, o TF por tampdo cacodilato de sddio

0,1 M (Sigma) pH 7,2.
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Abstract

The vascularization of the central nervous system of the snail Megalo-
bulimus oblonguy was studied by injection of carmine-gelatin solution
into the arterial system and using a histochemical technique for the
detection of alkaline phosphatase. The central nervous system of M.
oblongus is irrigated by the anterior aorta, from which a series of small
branches emerge that supply the subesophageal nervous ganglia. In
turn, these branches give rise to a series of smaller vessels that irrigate
the buccal bulb, the anterior portion of the foot, the cerebral ganglia,
the dorsal body gland, and the anterior portion of the reproductive
system. No hemolymph vessels were detected within nervous tissue
although such vessels were found in the periganglionic connective
sheath. This connective sheath contains vascular loops and had a
series of overlaps and projections that follow the contour of the
nervous ganglia. This arrangement permits a larger area of interaction
between the surface of the nervous tissue and the hemolymph and
reduces the distance between the deepest portion of a given ganglion
and the hemolymph vessels.

Key words

« Gastropods

« Central nervous system

« Vascular supply

« Trypan blue

» Carmine-gelatin

= Alkaline phosphatase
activity

Introduction

The vascular system of mollusks can be

either open, as in the majority of species. or

closed, as in the cephalopods. In gastropods
this system, in addition to performing trans-
port functions (1), plays a hydraulic role in
the extension of the foot (2).

In the pulmonate gastropods, the hemo-
lymph is pumped by the heart to the aorta,
from which the caudal and cephalic branches
originate. The cephalic branch is responsible
for the hemolymph supply to the central

nervous system (CNS). In these animals ves-
sels, sinuses or lacunas are restricted to the
periganglionic connective sheath, and no
vessels are present within the ganglia (3).
The CNS of Megalobulimus oblongus is
similar to that of Helix pomatia and other
species of pulmonates (4). It consists of a
periesophageal ring in which a pair of cere-
bral ganglia is interconnected by means of
cerebral-pedal and cerebral-pleural connec-
tives, a subesophageal ring formed of pairs
of pedal. parietal and pleural ganglia and a
single visceral ganglion. Two more distally
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1248

Braz | Med Biol Res 36(9 2003

located buccal ganglia are connected to the
periesophageal ring by a pair of cerebral-
buccal connectives (5).

A detailed description of the circulatory
system requires a detailed understanding of
the homeostasis and the general behavior of
the animal (1). Knowledge of the vascular-
ization of the nervous system is necessary in
order to ascertain the nature of the existing
neural-hemal interactions and the role played
by the cardiovascular system (for a more
detailed discussion, see Ref. 1).

The aim of the present study was to deter-
mine which vessels are responsible for the
vascular supply and how this microvascu-
larization occurs in the CNS of M. ablongus.

Material and Methods

Adult Stylommatophora snails of the spe-
cies Megalobulimus oblongus (Miiller, 1774:
60-75 g). from the county of Charqueadas in
the State of Rio Grande do Sul, Brazil, were
used. Fifteen animals were anesthetized by
immersion in a menthol-saturated solution
for 30 to 45 min. After partial removal from
the shell, the mantle and pericardium were
sectioned, and the heart cannulated. The vas-
cular tree was then washed with M. oblongus
physiological saline solution (MPS) (6) and
later injected with 2 to 3 ml of carmine-
gelatin solution (7). The animals were then
fixed in Baker’s formalin solution for a mini-
mum of 24 h and later dissected with the aid
of a stereomicroscope (STEMI SV 11, Zeiss,
Jena, Germany). Schematic representations
of the vessel network related to the CNS
ganglia of the snail were then prepared. Once
the anatomical study was completed, the
ganglia and vessels were cryoprotected in
both 15 and 30% sucrose selutions, diluted
in 0.1 M phosphate buffer (PB), pH 7.4.
Serial sections (30 wm) were obtained with a
cryostat (Leitz 1720, Wetzlar, Germany),
mounted on slides, covered with glycerin-
gelatin and coverslips and then observed and
photographed under a light microscope
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(Nikon Optiphot 11, Tokyo, Japan).

Eight animals were injected into the pedal
musculature with 2% Trypan blue diluted in
MPS. The total volume (50 ul/g) was
achieved by 5 injections applied at 15-min
intervals. Animals were anesthetized and
sacrificed 2, 3, 4, 5, 6 and 48 h after the last
injection and CNS removal. The CNS was
fixed in 4% paraformaldehyde diluted in PB.
After fixation, horizontal sections were ob-
tained from the cerebral ganglia and the
subesophageal ganglia using razor blades
and the section surface was examined with a
stereomicroscope (STEMI SV11, Zeiss).

Another group of five animals was used
to demonstrate alkaline phosphatase activ-
ity. Two specimens were previously injected
with carmine-gelatin solution as described
above. The CNS was fixed in 4% parafor-
maldehyde diluted in PB and cryoprotected
in 15 and 30% sucrose solutions, and 40-um
sections were obtained with acryostat (Leitz).
Alkaline phosphatase activity was deter-
mined by incubating the tissue for 2 h at
37°C in a medium containing sodium B-
glycerophosphate (Sigma, St. Louis, MO,
USA) as substrate. The material was then
immersed in 2% cobalt chloride for 5 min,
washed and developed in a 5% ammonium
sulfide solution for 3 min. A control was
obtained by omitting the substrate from the
incubation medium (8). The sections were
mounted on slides and covered with glyc-
erin-gelatin and coverslips.

Results

The snails injected with carmine-gelatin
solution had a short common aorta that, after
emerging from the heart, followed a brief
right, lateral-posterior trajectory, after which
it gave rise to the caudal and cephalic aortas.
The proximal portion of the caudal aorta
touched the surface of the hepatopancreas,
burying itself within the most distal glandu-
lar tissue. The cephalic aorta originated from
a posterior position in relation to the caudal
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branch. The proximal portion of the cephalic
aorta extended in a dorsal-ventral direction
and was enveloped by the hepatopancreas in
its initial portion. Ventrally, it was located to
the right of the median plane. from where it
took a cephalic trajectory, maintaining a
medial position in relation to the reproduc-
tive system, with which it kept close contact.
The distal segment of the anterior aorta, after
a short trajectory under the ventral surface of
the right visceral and parietal ganglia. in-
flected in a dorsal direction, crossing the
subesophageal ring, and finally divided into
four branches (Figure 1). Under the ventral
surface of the same segment of the cephalic
aorta, four small diameter vessels emerged
and supplied the subesophageal ganglia.

Of the four branches that arise from the
anterior aorta, two are medial and two are
lateral. When the animal retracts itself, the
medial anterior branch curves ventrally, fol-
lowing the anterior edge of the pedal ganglia
and extends towards the foot. The other me-
dial branch is the ventral-buccal artery and
displays the highest degree of consistency in
relation to its point of origin and trajectory.
This artery is responsible for the vascular-
ization of the buccal bulb.

The two lateral branches that follow the
cerebral-pleural and cerebral-pedal connec-
tives run in a ventral-dorsal direction when
the animal retracts itself. From each lateral
branch emerge one or two small diameter
arteries, the cerebral arteries. These bury
themselves in the connective sheath and en-
velop the cerebral ganglia and the dorsal
body gland. After the emergence of the cere-
bral arteries, the lateral branches divide again,
giving rise to the tentacular arteries (Figures
I and 2A), and the right lateral branch also
gives rise to the branches that supply the
anterior portion of the reproductive system.

Upon penetrating the connective sheath
that envelops the cerebral ganglia, the cere-
bral arteries branch several times, giving rise
to vessels of ever smaller diameter. The pri-
mary branches of the cerebral artery supply

the hemolymph to the dorsal body gland,
where a vast network of capillary vessels is
found. Several vessels filled with carmine-
gelatin solution were observed within the
connective sheath. Of particular note was
one large vascular space, located at the limit
with the nervous tissue that enveloped the
cerebral ganglia. A similar space was also
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Figure 1. Schematic representation of the periesophageal ring and the vascular supply of
the different central nervous ganglia in a postercdorsal view. The anterior acrta in its run
ventral to the subesophageal ganglia is represented by a discontinuous line. Aa, anterior
aorta; CA, cerebral artery; CG, cerebral ganglion; DE, dorsal body gland; LCC, |eft cervical-
cephalic artery; PA, parietal ganglion; PE, pedal ganglion; PL, pleural ganglion; RCC, right

cervicalcephalic artery; W, visceral ganglion; vBA, ventratbuccal artery.

Braz | Med Biol Res 3619) 2003



Figure 2. A, Dorsal view of the
cerebral ganglia and bucecal bulk.
Mote the vessels filled with car-
mine-gelatin (arrowheads). Bar =
2 mm. B, Photomicrograph of a
horizontal section of the cere-
bral ganglion after carmine-gela-
tin injection through the circula-
tory system. The limit where the
vessels are located is identified
by a discontinuous line. Bar =
0.5 mm. B, buccal bulb; C&, ce-
rebral artery, CC, cerebral con+
missure; CG, cerebral ganglia;
DE, dorsal bothy gland.

Figure 3. Photomicrograph of
the interface region (discontinu-
ous line) between the nervous
tissue and the connective
sheath (CS). MNote the intense
alkaline phosphatase activity
through the nervous tissue lar-
rowheads). Observe the imbri-
cate relationship between the
nervous tissue and the connec-
tive sheath where the negative
hemobyrmph vessels (arrows) are
housed. Me, neurons. Bar = 100
pm.

Braz | Med Biol Res 36(9) 2003

observed between the glandular tissue of the
dorsal body and the nervous tissue itself
(Figure 2B).

The examination of the subesophageal
ring indicated a relation similar to that de-
scribed above for the vessels, connective
sheath and nervous tissue. Here, as also ob-
served for the cerebral ganglia, there was a
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large vascular space that bordered the mass
of nervous tissue. However, it should be
noted that the supply to the subesophageal
nerve ring originates from the small branches
that emerge directly from the cephalic aorta
and, after a brief trajectory, penetrate the
connective tissue.

All the ganglia that constitute the peri-
esophageal ring were penetrated by projec-
tions of the connective sheath of variable
thickness. These connective projections were
crossed by vessels of various diameters that
were located close to the edges of the ner-
vous tissue. Near the large diameter neurons,
the overlaps appeared to be deeper and the
vascularization more profuse (Figure 3).

The blood vessels present in the perigan-
glionic connective sheath of buccal ganglia
received hemolymph from a pair of arteries
that emerged from a common branch origi-
nating from the middle portion of the ante-
rior aorta. These arteries followed the sali-
vary glands and their ducts until they reached
the buccal ganglia located on the wall behind
the buccal bulb, lateral-ventral to the esoph-
ageal connection.

The nervous tissue of M. eblongus only
showed alkaline phosphatase activity in the
perineuronal regions.

In the animals injected with Trypan blue,
the dye reached the periganglionic connec-
tive sheath and the dorsal body gland, but
was not found within the nervous tissue.

Discussion

There are a number of similarities be-
tween the vascular network of the CNS of M.
oblongus and that of other species of Sty-
lommatophora gastropod pulmonates. Com-
parison of the vascular arrangement of the
CNS of M. oblongus and the vascularization
of the central nervous ganglia in Helix
pomatia reveals a high degree of similarity.
In both species the anterior aorta makes con-
tact with the subesophageal ring ventrally,
between the right visceral and parietal gan-
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glia. After reaching the dorsal surface of the
subesophageal gangliait gives rise to abranch
that is responsible for supplying the buccal
bulb arteries that go to the foot (sometimes
differing in number). Finally, a pair of lateral
arteries (right and left) gives rise to the cere-
bral arteries that carry the hemolymph sup-
ply tothe cerebral ganglia. Asin M. ablongus,
the subesophageal nerve ring of H. pomatia
also receives irrigation from branches that
originate directly from the aorta, though in
this species they approach the ganglia from
the dorsal surface (9).

The anatomical organization of the ves-
sels responsible for the irrigation of the CNS
in M. oblongus is similar to that found in
Strophocheilus lorenizianus (10), a species
of the same genus. In other Stylommatophora
species such as Deroceras reticulatum, D.
caruanae, Limax pseudoflavus, Milax buda-
pestensis, Arion ater ater and A. hortensis
(11} there are four branches that originate
from the anterior aorta, three of which have
a range similar to that found in M. oblongus.
However, the structures supplied by these
arteries are not necessarily the same as those
that were found in this study. A fourth branch,
the dorsal-buccal artery, was not found in M.
oblongus. Two lateral arteries are respon-
sible for the irrigation of the cerebral ganglia
and subesophageal nerve ring. Invariably, in
these species, the right lateral artery supplies
the right cerebral ganglion and the subesoph-
ageal nervous ganglionic ring on the same
side, and give rise to the right labial and
tentacular arteries. The left branch, respon-
sible for the left side of the CNS, also gives
rise to pedal-penial and ventral-buccal ar-
teries. This differs from the distribution ob-
served in M. oblongus, especially with re-
spect to the origin of the vessels responsible
for the vascular supply to the set of subesoph-
ageal nervous ganglia and in relation to the
emergence of the artery of the penis and
ventral-buccal artery.

There is also some similarity between the
anatomical organization of the arterial net-

work that supplies the central ganglia of
Basommatophora such as Lymnaea stagnalis
(3.11) and Biomphalaria glabrata (12) and
that of M. ablongus.

In Aplysia the abdominal ganglion is sup-
plied by small branches that originate di-
rectly from the anterior aorta, which may be
of strategic importance, given that the ma-
jority of neurons involved in cardiovascular
regulation are found within it. The location
of these neurons permits the monitoring of
pressure and chemical indicators of cardio-
vascular and respiratory functions (1). Like
Aplysia, both the visceral ganglion and the
subesophageal ganglia of M. oblongus re-
ceive arterial branches that originate from
the anterior aorta. The visceral ganglion per-
forms visceral control functions and thus
similar origins and functions for this ana-
tomical organization may be presumed.

In vertebrates, the vascularization of the
CNS follows two basic patterns. One con-
sists of a capillary network that originates
from isolated vessels that anastomose, and
the other from vessels that penetrate the
nervous tissue and in the distal portion give
rise to capillary loops. In almost all studied
vertebrates, these patterns are exclusive. In-
vertebrates, for the most part, do not have
hemolymph vessels within the nervous tis-
sue, though there are some exceptions, such
as the squid that has capillary vessels form-
ing a reticular pattern and worms that have a
vascular system in the form of capillary loops
(13). It appears that there is no correlation
between the phylogenetic position of a de-
termined species and the microvasculariza-
tion pattern of the CNS. Thus, it is difficult to
establish a primitive or advanced pattern of
organization of the capillary bed present in
the CNS. It seems that in the more primitive
organisms, such as invertebrates, the vessels
do not penetrate the nervous tissue. The
presence of this primitive organization in M.
oblongus was confirmed by both the ab-
sence of areas stained by Trypan blue in the
CNS and the absence of vascular structures

Braz | Mexd Biol Res 36(9) 2003
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in the histological sections.

The absence of vessels within the nerve
ganglia raises the following questions. How
does the exchange between the circulating
fluid and the nerve cells take place? What is
the importance of the irrigation of the CNS
to the functioning of the CNS ganglia? The
most obvious answer to the first question
would be interstitial diffusion. The answer
to the second would depend upon the degree
of interaction and selectivity of the existing
exchanges. In the species studied, we found
a series of overlaps and projections of the
connective sheath around the nervous gan-
glia. It was noted that these projections were
accompanied by hemolymph vessels, sug-
gesting a pattern of vascular loops, though
located outside the nervous tissue. These
connective sheath projections, accompanied
by vessels, allow the distances between the
deepest portions of a certain nervous gan-
glion and the hemolymph vessels to be
equivalent to the distance between the capil-
laries and the surface of the same ganglion.
Another important property of this arrange-
ment is the possibility of a larger area of
interaction between the nervous tissue and
the hemolymph.

In most vertebrates, the endothelial cap-
illary can be characterized by intense alka-
line phosphatase activity, with the exception
of certain pulmonary and sinusoid endothe-
lial capillaries (14). Alkaline phosphatase
activity is an excellent encephalic microvas-
cularization marker, also for mammals and
birds. However, it has been noted that the
intensity of the reaction is not uniform in the
entire vascular network, being higher in the
endothelium of the precapillary arterioles
and capillaries and lower in the small veins.
It is believed that these differences between
the levels of alkaline phosphatase reaction in
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the endothelium of the encephalic vessels of
vertebrates may reflect the functions of the
specific segments of microvascularization.
Ultrastructural studies in mice, rats, cats and
humans have demonstrated that in the capil-
laries the enzymatic activity is located on the
luminal side of the plasma membrane of the
encephalic capillary endothelial cells. This
would suggest that at these sites there is
intense dephosphorylation, transphosphory-
lation, and transport of phosphate ions (15).

In M. oblongus, the alkaline phosphatase
reaction was limited to the perineuronal re-
gions of the CNS. This confirmed the lack of
vessels inside the nervous tissue in the histo-
logical data. However, it was possible to
observe alkaline phosphatase activity in the
vascular endothelial cells of the dorsal body
gland, as well as in some connective sheath
vessels of the nervous ganglia. The absence
of alkaline phosphatase activity in some con-
nective sheath vessels may be related to the
nonexistence or low activity level of the
enzyme or perhaps the existence of func-
tional differences between the endothelium
present in this invertebrate species and that
found in vertebrates. In addition, in verte-
brates, this enzyme is probably one of the
enzymatic components of the blood-brain
barrier (15). At present, some facts point
toward the existence of a hemolymph-neu-
ronal barrier in pulmonate gastropods (16),
though it is still not clear which tissue ele-
ments might be responsible for such a barrier
and what the degree of selectivity of such a
barrier might be (17).
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the ultrastructure of the interface zone between
the nervous tissue and the connective-vascular sheath that surround the central ganglia
of the terrestrial snail of Megalobulimus abbreviatus and test its permeability using
lanthanum as an electron dense tracer. To this purpose, ganglia from a group of snails
were fixed by immersion in a 2% colloidal lanthanum solution and a second group of
animals was injected in the foot with either a 2%, 10% or 20% lanthanum nitrate
solution and then sacrificed 2 or 24hs after injection. Ganglia from both groups were
processed for transmission electron microscopy. The vascular endothelium, connective
tissue, and basal lamina of variable thickness that ensheathe the nervous tissue and glial
cells of the nervous tissue constitute the interface zone between the haemolymph and
the neurones. The injected lanthanum reached the connective tissue of the perineural
capsule, however it did not permeate into the nervous tissue because the basal lamina
interposed between both tissues interrupted this passage. Moreover, the ganglia fixed
with colloidal lanthanum, showed electron dense precipitates between the glial
processes in the area adjacent to the basal lamina. It can be concluded from these
findings, that of the different components of the haemolymph-neuronal interface, only
the basal lamina, between the perineural capsule and the nervous tissue, limits the traffic

of substances to and from the central nervous system of this snail.
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INTRODUCTION

All vertebrates have a blood-brain barrier (BBB) which acts to ensure a
protected and isolated environment for the cells within the central nervous system
(CNS). This barrier separates the blood from the interstitium by means of both
morphological and biochemical controls (Cancilla et al., 1993; Bradbury, 1979). There
are three methods by which circulating molecules gain access to the nervous tissue, they
are: lipid-mediated transport, which permits the access of micromolecules; free
diffusion which permits access of ions; and facilitated transport by which small and
large molecules gain access (Vorbrodt and Dobrogowska, 2003).

In vertebrates the BBB is induced by glial-endothelial cell interaction, promoting
the formation of tight junctions between the endothelial cells that line the blood vessels
of the brain. The transendothelial traffic is selectively mediated by specific enzymes,
receptors and carriers that constitute the only pathway for entry into central nervous
system of water-soluble nutrients, such as circulating glucose (Allt and Lawrenson,
2000). An exception to this pattern is the fish of the phylogenetically ancient sub-class
elasmobranchia, which have a glial barrier instead of the BBB found in other vertebrates
(Bundgaard and Cserr, 1981).

Among invertebrates, the BBB is not a universal feature, and where it is found
there are some significant differences from the typical vertebrate pattern. Firstly, it
shows a greater range of permeability than that seen in vertebrates and secondly, while
glial cells are found to be involved in its formation, endothelial cells are not (Bundgaard
and Abbott, 1992). Furthermore, whereas the tight junction is the morphological
structure involved in BBB of vertebrates, a wide morphological variety of septate
junctions forming zonular attachment specialisation have been detected in almost all the
non-chordate phyla (Aschenbrenner and Walz, 1998). Examples are the layer of
perineural cells covering the ganglia of insects (Carlson et al., 2000) and the elements of
the extracellular matrix that constitute the barrier in crustaceans and cephalopod
molluscs (Abbott et al., 1986).

A barrier is necessary in order to preserve the ionic homeostasis of neural
integrative areas (Abbott 1991). This may give a significant evolutionary advantage,
allowing the development of enhanced capabilities such as vision pattern, fine motor
control and social behaviour (Abbott and Pichon, 1987; Abbott and Bundgaard, 1992;
Abbott et al., 1992).

In many invertebrate groups, including lower molluscs such as gastropods, there
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is no conclusive data on the occurrence of the BBB (Reinecke, 1976; Abbott et al.,
1986; Abbott, 1991).

The aim of the present study is to investigate the ultrastructure of the
haemolymph-neural interface in the land snail Megalobulimus abbreviatus and test its

permeability using an electron opaque tracer.

MATERIAL AND METHODS
Animals

Adult terrestrial snails (18) of Megalobulimus abbreviatus (60-75g), from the
county of Charqueadas in the state of Rio Grande do Sul, Brazil were employed. The
animals were maintained in a terrarium and fed lettuce and water ad libitum. The
animals were anaesthetised by immersion in a menthol-saturated solution for 30 to 45
min and processed according to the techniques described below.

Conventional ultrastructural procedure

To carry out this study three snails were anaesthetised and, after the partial
removal of the shell, the mantle and diaphragm were cut and the CNS ganglia were
removed. The central ganglia were fixed by immersion for 1h at 4°C in a 2%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde solution diluted with 0.1 M phosphate
buffer pH 7.2 (PB). After fixation, sections (100 pum) were obtained with a vibratome
(Leica VT 1000 S) and the tissues were washed in three changes in PB and postfixed in
1% OsO, (Sigma) diluted in the PB, for 1h at room temperature. After this, the sections
were washed in PB and subsequently dehydrated through ascending series of acetone,
followed by embedding in Araldite (Durcupan, ACM Fluka). Semithin sections (1jum)
were obtained using an ultramicrotome (MT 6000-XL) and stained with toluidine blue
(Merck) for examination under a light microscope. Ultrathin sections were cut with the
same ultramicrotome, employing a diamond knife (Diatome), stained with uranyl
acetate and lead citrate (Reynolds, 1963) and examined with a JEM 1200 EX 11 electron
microscope (CME, UFRGS).
Lanthanum tracer

For this procedure the nervous tissue was treated with lanthanum in one of two
ways: a) nine snails were injected through the foot with 2%, 10% and 20% lanthanum
nitrate (Sigma) diluted in Ringer’s (5 g/l NaCl, 0.08 g/l KCI, 0.6 g/l CaCl,; Jaeger,

1961) solution. The total volume (2-ml) was achieved through 5 injections applied at
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15-min intervals. Animals were sacrificed 2h and 24h after the last injection, the CNS
was removed and then processed for conventional electron microscopy as
aforementioned; b) small fragments of cerebral, buccal and pedal ganglia from six
animals were sectioned with a razor blade and immersed in a solution containing 2.5%
glutaraldehyde and 2% paraformaldehyde diluted in 0.1 M sodium cacodylate buffer
(Sigma) pH 7.2 for 1h at 4°C to which 1% colloidal lanthanum hydroxide, obtained
from lanthanum nitrate (Revel and Karnovsky, 1967), was added. The samples were
washed in three changes of buffer and post-fixed in 1% OsO, (Sigma) and 1% colloidal
lanthanum hydroxide for 1h at room temperature. The samples were then processed in
the conventional fashion, as described above, using 0.1 M sodium cacodylate (Sigma)
buffer pH 7.2.

RESULTS
General aspects
All the examined ganglia were surrounded by a perineural capsule made up of
different components such as collagen fibrils, fibroblasts, extracellular matrix, smooth
muscular cells and blood vessels. Thus, this connective-vascular sheath constituted an
interface layer between the haemolymph and the outer surface of the nervous tissue. In
addition, the interface was seen to have a neural component consisting of glial cells and
their processes that lined the basal lamina (Fig. 1A and 1B). This interface interposed
between the haemolymph and the neurones is a large region. Among their components,
the luminal and adluminal surfaces of the vascular endothelial cells were seen to be
extensively folded and completely surrounded by a basal lamina. The endothelial cells
displayed heterochromatin granules distributed over the entire inner surface of the
nuclear envelope. Among the elements identified in the cytoplasm were the Golgi
complex, some cisterns of rough endoplasmic reticulum, few mitochondria, bundles of
thick and thin filaments that displayed a parallel arrangement in relation to the cellular
surface and numerous transcytotic vesicles. Although spaces were observed between the
adjacent endothelial plasma membranes, no junctional structures were observed (Fig. 2
A and B).
The connective tissue of the perineural capsule showed numerous collagen
fibrils, fibroblasts and a variable number of smooth muscle cells (Fig. 1B). This area
displayed an external layer of collagen fibrils of variable thickness, which were

intermingled with connective and muscle cells. The innermost zone of the perineural
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connective sheath was constituted by an amorphous matrix similar to the basal lamina,
with a variable thickness (0.1 - 0.9 um). The capsular face of this basal lamina was
covered externally by a discontinuous sheath of fibroblasts that emitted some processes
toward the external face of the basal lamina. Glial cells and glial processes lined the
neural or inner face of the basal lamina (Fig. 1A, 1B and Fig. 3A, 3B, 3C).

Glial cell processes, linked by desmosomes, formed a complete layer around the
entire ganglionic nervous tissue (Fig. 4A). Numerous hemi-desmosomes were identified
between these processes and the basal lamina (Fig. 4B). In addition, the neuronal cell
bodies were covered by arrangements of numerous glial processes (Fig. 1A, 1B and Fig.
3A, 3B). Thus, processes and glial cell somata formed a lacunar labyrinth that isolated
neurones from the periganglionic connective sheath, which constituted the deepest
portion of this interface, as aforementioned.

The regions of cerebral ganglia occupied by the procerebrum and
mesocerebrum exhibited some differences from the general pattern observed in other
areas of the CNS. The lacunar labyrinth was not found in the procerebrum and its glial
cells and their processes only constituted a thin layer between the basal lamina and
neurones. Some of these neurones or neuronal processes were in direct contact with the
basal lamina. In this area, the basal lamina was thinner (0.1 to 0.22 um) than the other
regions of the CNS (Fig. 5). In the mesocerebrum, near the dorsal body gland, the
neuronal processes were closely intermingled with glial processes and extended to the

basal lamina proximity.

Lanthanum tracer

Those snails injected in the foot with lanthanum nitrate displayed large irregular
shaped electron dense particles within the interstitial perineural connective vascular
sheath. Numerous lanthanum particles flowed through the vascular bed, spread out into
the interstitial space and reached the basal lamina, although no particles could be
detected in where the density of collagenous fibrils was greater. Commonly, no
diffusion of lanthanum nitrate from the basal lamina to the nervous tissue was detected.
Thus, lanthanum salt precipitates were almost completely restricted to the perineural
connective sheath, and only exceptionally were they found inside the ganglia (Fig. 6 A
and B).

Electron microscopic observation of the nervous tissue that had been immersed

in the colloidal lanthanum solution showed a fine electron dense precipitate located in
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the extracellular space between the neural surface of the basal lamina and the glial
processes outlining a fine dark profile around the neurones. This electron dense material
extended up to the basal lamina surface, where it stopped (Fig. 7 A and B). The wider
spaces of the lacunar labyrinth showed few or none lanthanum particles. No lanthanum
was observed within the perineural connective sheath interstice adjoining the basal

lamina.

DISCUSSION

The number of ganglia, the morphological features observed in the central
nervous system, and the vascular organisation of the studied species (Zancan et al.,
1994; Santos et al., 2002; Noblega et al., 2003) are similar to the general pattern present
in other pulmonate species (Penetreath and Cotrell, 1970; Luchtel et al., 1997).

As has been observed in Helix pomatia, Aplysia and Megalobulimus oblongus,
the ganglionic perineural sheath is made up of fibrous connective tissue that contains
some smooth muscle cells and numerous vessels (Penetreath and Cotrell, 1970; Kandel,
1979; Chase, 2002; Noblega et al., 2003). In gastropods, with the exception of Helix
pomatia, a basal lamina is found surrounding the nervous ganglia (Penetreath and
Cotrell, 1970, Chase, 2002). In Megalobulimus abbreviatus a well-developed basal
lamina was seen between the connective vascular capsule and the nervous tissue. In the
procerebral region of Megalobulimus abbreviatus, the glial cells do not develop a
lacunar labyrinth, so the neuronal processes are in close relationship to the basal lamina.
These neurones have numerous electron dense or central core dense synaptic vesicles.
In addition, the basal lamina of this area is thinner than in other regions of the cerebral
ganglion. This ultrastructural organisation is similar to that identified in the
neurosecretory areas located in the visceral ring of Lymnaea stagnalis (Wendelaar
Bonga, 1970), which exhibits morphological features similar to those of a neurohaemal
area.

The vessels of the connective tissue sheath that surround the CNS showed a
histological organisation resembling both that found in Helix pomatia (Penetreath and
Cotrell, 1970), and that described in the pedal muscle of Megalobulimus oblongus
(Faccioni-Heuser et al., 1999). Capillary endothelial cells in Megalobulimus abbreviatus
are rather similar to the endothelial cells found in type Il vessels identified in Sepia
officinalis (Barber and Graziadei, 1965); though in Megalobulimus abbreviatus a

complete endothelial layer delimits the entire vessel lumen in the perineural capsule
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(this paper) as well as in the pedal muscle (Faccioni-Heuser et al., 1999).

In vertebrates and some invertebrate groups such as insects (Carlson et al., 2000)
and cephalopods (Abbott and Bungaard, 1992) the existence of a BBB is extensively
documented and studies using electron dense tracers such as lanthanum, ferritin and
horseradish peroxidase have decisively contributed to its characterisation. The existence
of a neural haemolymph barrier in most invertebrates and even in lower molluscs has
not been completely elucidated. However, in Helix pomatia it has been demonstrated
that carbon or ferritin particles injected into the vessels only reached the peripheral glial
cells of the CNS (Penetreath and Cottrell, 1970) and a similar finding was made
following the immersion of central ganglia in a ferritin solution. Moreover, the tracer
injected into the ganglia was removed from the extracellular space, mainly by the glial
cells that constituted the neural lamellae. It is assumed that glial cells played an active
role in the control of the molecular flow through the neural lamellae or labyrinth
(Reinecke, 1976). The present experiments suggest that, at least for lanthanum, the
nervous system of Megalobulimus abbreviatus is isolated from the haemolymph by the
basal lamina, thus providing a barrier.

In vertebrates, especially in mammals, BBB permeability is similar among different
groups and presupposes the existence of continuous capillaries with tight junctions
between endothelial cells (Verbrodt and Dobrogowka, 2003). Elasmobranchia represent
an exception to this pattern among vertebrates, as they exhibit tight junctions between
glial cells (Reese and Karnovsky, 1967; Abbott et al., 1986). At the same time,
invertebrates exhibit a wide variability in BBB permeability and, in most groups where
it has been identified, the barrier consists of septate junctions located between glial
elements that delimit the nervous ganglia, as observed in insects (Abbott et al., 1986;
Carlson et al., 2000). In others, such as the crayfish (Abbott and Pichon, 1987) and
Sepia officinalis (Abbott and Bungaard, 1992), the barrier consists of a combination of
few intercellular clefts between the glial elements present in the blood brain interface
and elements of the extracellular matrix, limiting the transit of substances in the
intercellular space. In these species, no classical tight junctions were found. The
findings of this research show that the free diffusion of colloidal lanthanum tracer from
the nervous tissue to the adjacent connective tissue was limited through the basal
lamina. The difference in the distribution pattern of lanthanum particles identified in the
nervous tissue immersed in a colloidal lanthanum solution may also indicate the

existence of numerous negative sites in the intercellular space of the nervous tissue,
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when compared to the connective tissue interstice. As lanthanum is a polyvalent cation,
it would be capable of strongly binding to the negative charges present in the cellular
glycocalix, and for this reason, following washes during the processing of the material,
it may remain in greater quantity in the nervous tissue than in the periganglionic
capsule. This suggests the existence of variations in the relationship of the fixed electric
charges between the intra and extra-ganglionic spaces.

In Megalobulimus abbreviatus, the peripheral zone of the nervous ganglia is
constituted of glial cells together with their processes, and the basal lamina. This
organisation is similar to that observed in other snails, insects and also crayfish
(Penetreath and Cottrell, 1970; Abbott and Pichon, 1987; Carlson et al., 2000). Hence, it
is correct to assume that the elements responsible for the control of the flow of ionic and
large molecules into and out of the CNS correspond to those components performing a
similar function in the aforementioned groups. The failure to find tight or septate
junctions between the endothelial cells or glial processes separating neurones from the
basal lamina does not indicate that molecules flow freely between the haemolymph and
the nervous tissue in Megalobulimus abbreviatus. As with our data, tight junctions were
not found between the endothelial cells, pericytes or perivascular glial cells of Sepia
officinalis or in the perineurium of crayfish. Nevertheless a BBB was described in the
CNS of these animals (Abbott & Pichon, 1987). A model has been proposed in which
an effective barrier is achieved by a combination of the extracellular matrix and glial
elements (Abbott et al., 1992; Bundgaard and Abbott, 1992). This model represents an
alternative to the vertebrate barrier and may explain the absence of zonulae occludens in
Sepia officinalis. The organisation of the central nervous system in Megalobulimus
abbreviatus contains the elements proposed within this model. Thus, at the ganglionic
periphery, the glial cells distributed against the basal lamina and the fibrillar thickening
found around the basal lamina may perform functions similar to those proposed for the
perivascular glial and intercellular matrix according to the model put forward by Abbott
and co-workers (1992).

The main role proposed for the existence of a barrier is to preserve the ionic
homeostasis at the synaptic sites and the electric signalling activity involved in detailed
pattern discrimination (Abbott, 1991). In Megalobulimus abbreviatus, synaptic areas of
the central ganglia are located preferentially at the peripheral region of the neuropil. The
cortical portion of most of the ganglia consists of neuronal somas surrounded externally

by a lacunar area delimited by both somas and glial processes (Faccioni-Heuser, 1999;
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Santos, 2004). The existence of this arrangement may provide the nervous system with
an integrative region separated from the peripheral interchange zone and the vascular
supply, constituting an appropriately isolated integrative neuropilar region.

While the haemolymph neural barrier of snails should not, in a strict sense, be
compared to the BBB of vertebrates, the idea of the regulation of medium and the
control of homeostasis should be taken into account even in the most simple of systems.
Given the findings of the present research, it can be concluded that there is control of
the traffic of substances into and from the nervous tissue and that the basal lamina
surrounding the nervous ganglia represents an important element in this control in
Megalobulimus abbreviatus. It is probable that other elements such as the glial cells (as
shown in Figure 7) and connective tissue play an important role in this regulation.
However, the approach adopted in this research allowed little data to be obtained with
reference to such participation.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1 — Electron micrographs of the cerebral ganglion of Megalobulimus
abbreviatus showing the interface zone between the nervous tissue and the
perineural connective sheath. Note the glial lacunar labyrinth (LL) against the
basal lamina (asterisk). A — Capillary (arrow) in the perineural connective
sheath near the basal lamina. B — In the nervous side of the basal lamina, note
the labyrinth (LL) made up by glial cells (G) and their processes (p). Note the
trophospongium (box). Neurone (Ne); basal lamina (asterisk); collagen fibrils

(Col); smooth muscle cells (star); and glial cells (G). Scale bar A and B = 2 um.

Fig. 2 — Electron micrographs of the cerebral ganglion of Megalobulimus
abbreviatus. A and B - transverse sections of vessels. Luminal and adluminal
surfaces of endothelial cells (EC) displaying plasma membrane folds
(arrowheads). Vascular lumem (Lu). Basal lamina (arrows). Scale bar: A and B

=2 um.

Fig. 3 — Electron micrographs of buccal ganglion of Megalobulimus abbreviatus
fixed in lanthanum solution. A and B - Lanthanum particles (arrows) were
located between the glial processes (p) of the lacunar labyrinth (LL), and
between glial processes and the neurones (Ne). Cellular processes (arrowhead)
penetrating the basal lamina (asterisk) on both the neural (glial cells) and
capsular (fibroblast) sides (double arrowhead). C — Higher magnification of the
box indicated in B. Observe the relationship of the glial (arrowhead) and
fibroblast (double arrowhead) processes with the basal lamina. Collagen fibrils
(Col). Scale bar: A=500 nm, B=1 um, C =100 nm.

Fig. 4 — Electron micrographs of cerebral (A) and pedal ganglia (B). A — Note
the desmosomes (star) between glial cell processes (Gp). B — hemi-
desmosomes (arrows) between glial process and the basal lamina (asterisk).
collagen fibrils (Col); lacunar labyrinth (LL). Scale bar A = 200 nm and B = 500

nm.

Fig. 5 — Electron micrographs of the procerebrum of Megalobulimus

abbreviatus. Note the absence of glial processes between the neurone (Ne) and
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the basal lamina (asterisk). Collagen fibrils (Col); smooth muscle cells (star).

Scale bar =500 nm.

Fig. 6 — Electron micrographs of the pedal ganglion (A) and the procerebrum (B)
of Megalobulimus abbreviatus injected with lanthanum. Lanthanum precipitates
(Lan) are located throughout the vascular connective sheath. However no
particles were found in the basal lamina (asterisk) or between the glial
processes (Gp), or between these processes and neurones (Ne). Collagen

fibrils (Col); smooth muscle cell (star). Scale bar A =2 um and B = 1um.

Fig. 7 — Electron micrographs of the cerebral ganglion of Megalobulimus
abbreviatus fixed in lanthanum solution. In A and B lanthanum precipitates
(Lan) identified in the extracellular space (arrows) between two glial processes
(Gp) that were located beneath the basal lamina (asterisk) . Lacunar labyrinth
(LL). Scale bar: A and B =200 nm.
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IV. Conclusdes

Os resultados obtidos nos experimentos 1 e 2 permitiram constatar que a
anatomia do aporte sangiineo da espécie estudada se assemelha a de outras espécies de
gastropodes pulmonados. A abordagem histoldgica possibilitou determinar que o tecido
nervoso é avascular, como ocorre na maioria dos invertebrados, e que os vasos de
pequeno didmetro e capilares encontrados na bainha periganglionar organizam-se
formando algas capilares que se alojam em imbricacGes existentes na regido limitrofe
entre o tecido nervoso e a bainha que envolve os ganglios. Essa organizacdo evidencia
uma solucdo eficiente, que proporciona uma maior superficie de troca, para as
necessidades metabdlicas do tecido nervoso. Esse arranjo passa a ser relevante quando
se considera o volume dos génglios.

A zona de interface entre a hemolinfa e o tecido nervoso é constituida por trés
elementos fundamentais: o endotélio vascular, a ldmina basal de espessura variavel que
envolve o tecido nervoso e as células gliais com seus prolongamentos. Esses elementos
limitam a difusdo do lantanio e do azul tripan injetado no pé. Os experimentos com
lanténio coloidal confirmam que o lantanio ndo é capaz de permear a ldmina basal que
contorna os ganglios e possibilitam especular a existéncia de uma provavel assimetria na
distribuicdo de cargas elétricas entre o glicocélice das células gliais e das células
presentes no tecido conjuntivo periganglionar. Em resumo, os resultados nos permitem
concluir que, apesar da auséncia de vasos no tecido nervoso, os achados morfol6gicos
sustentam a existéncia de uma area de troca bastante ampla gracas ao pregueamento e
localizagdo dos microvasos. Os experimentos com o tracador eletrondenso e corante
supravital permitiram identificar uma seletividade ao transito, em direcdo ao tecido
nervoso, de substancias presentes na hemolinfa promovida, especialmente, pela lamina

basal que contorna o tecido nervoso.
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V. Perspectivas

Os resultados dessa tese levantam questbes que poderdo ser abordadas em
trabalhos futuros.

Neste trabalho constatamos que o lantanio, uma molécula de pequeno diametro
que apresentam carga elétrica, e o corante supra-vital azul tripan, que se liga a proteinas
plasmaticas em mamiferos, ndo conseguem transpor a lamina basal o que levanta duas
questdes fundamentais que sdo: “Qual é o grau de seletividade e isolamento do tecido
nervoso em relacdo a hemolinfa nessa espécie?” e “Quais sdo o0s elementos envolvidos
nessa seletividade?”. Para responder essas questdes, trabalhos futuros deverdo elucidar
qual é a condutancia elétrica existente entre o interior e o exterior dos ganglios que
constituem o sistema nervoso central. Qual é a permeabilidade que os elementos que
constituem a regido de interface entre o ganglio e a bainha apresentam para glicose,
aminoacidos e outras moléculas organicas. Essas questbes poderdo ser abordadas por
meio de um estudo eletrofisioldgico e pela implementagdo de um protocolo com
aminoacidos e glicose marcada. Um estudo imunoistoquimico € necessario para
determinar que tipo, qual a densidade e a distribuicdo de receptores e outras proteinas de
importancia na organizacdo da barreira hemolinfa-neural. Outra questdo de menor
prioridade, entretanto relevante é “Qual é a proporcdo entre a superficie de troca do
ganglio como um todo e a superficie de membrana neuronal?” Essa questdo demandara
um estudo estereoldgico e o resultado, associado com outras informacdes a respeito do
metabolismo do tecido nervoso, auxiliara a compreender qual é o envolvimento da glia
na sustentacao nutricional no SNC desses animais.

As instalacbes e equipamentos atuais do Laboratorio de Histofisiologia
Comparada do Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, Instituto de Ciéncia Bésicas da

Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul possibilitam a realizacdo de
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estudos imunoistoquimico ao microscopio Optico e eletrdnico; o conhecimento e
experiéncia nessas técnicas encontra-se bem estabelecido, desse modo, é provavel que a
proxima etapa que dara continuidade a este trabalho tenha relacdo coma implementacéo
e 0 desenvolvimento de um protocolo para o estudo dos receptores e proteinas

envolvidas com a barreira hemolinfa-neural.
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