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RESUMO

Os olhos do molusco gastropode estilomatofStmphocheilus espécie relacionada ao
Megalobulimusabbreviatusforam descrito apenas em microscopia Optica, rdstddvidas sobre
a presenca de dois tipos de fotorreceptores e ldéaséganglionares (ou células sensoriais de
segunda ordem), o que, inclusive, € uma contravéysie se estende as demais espécies de
estilomatoforos. Com o objetivo principal de cdmiif a esta questdo, o presente trabalho propde
uma analise ultra-estrutural da retina do carddolabbreviatuse questiona, ainda, sobre a
existéncia de células gliais na retinaMlleabbreviatusja que, curiosamente, ndo temos encontrado
referéncia alguma sobre a presenca de glia naretis moluscos gastrépodes. Juntamente com a
imuno-histoquimica de proteina fibrilar acidicaagjltambém foi realizada a imuno-histoquimica
de serotonina, com intuito, de iniciar uma anatiseroquimica da retina desta espécie. Descri¢cdes
gerais no ambito da microscopia 6ptica foram, ginealizadas para fins de comparacdo com os
dados apresentados para a outra espécie de caadivol relacionada. Os resultados indicam que o
olho de Megalobulimus abbreviatupermitiria a formacdo de uma imagem de muito pouca
resolugédo, pois a lente esférica fixa tem aspecimogéneo (o que dificulta a formacdo de
imagem), mas esta afastada da retina por um egpaigap vitreo) que parece ser até maior nesta
espeécie, em relacdo a outros caracois pulmonadogeder porte, o que poderia auxiliar no foco.
Existem na retina d&. abbreviatusduas células com caracteristicas sensoriais, maduéa
sensorial | parece ser a principal candidata ar atomo fotorreceptor com maior sensibilidade
fotica, representando o tipo rabdomeérico de fotapéor. Na retina ha, ainda, a presenca de células
pigmentares. Um namero menor de pigmentos na reerd. abbreviatuse a localizacdo mais
basal das células pigmentares, ndo estando disparstiee as células fotorreceptoras, podem estar
associados com o habito noturno e a uma possilegfatezia menor a luz desta espécie. Os
fotorreceptores dbl. abbreviatugrojetam-se diretamente ao nervo Optico, semzaatinapse. A
auséncia de interneurdnios e de células ganglisnadica uma organizagao retinal mais simples,
de forma que a integracdo do sinal deve ocorrergdoglios cerebrais. A imunorreatividade a
GFAP na retina de um molusco gastropode foi despeta primeira vez no presente trabalho. A
presenca de células gliais junto a porcéo basedtie confere com a identificacdo ultra-estrutural
de células com aspecto glial. A presenca de senat@émunorreativa junto a capsula conjuntiva do
olho pode ser oriunda de projecdes dos gangliebras.



ABSTRACT
Anatomical and functional organization of the ey¢he land snail
Megalobulimus abbreviatus

The eyes of the gastropod molluSkophocheilusa stylommatophoran species related to
Megalobulimus abbreviatusvere described only at the light microscopic le@ubts remain
concerning the presence of types of phototorecg@ind ganglion cells (or second order sensorial
cells). This is, indeed, a controversial issuedastropods in general. The aim of this study is to
contribute to clarify this issue with an ultrastural approach of the retina of the sniil
abbreviatus As we are not aware of studies about the existaicglial cells in the retina of
gastropods, this study includes an immunohistocb@mdentification of glial fibrillary acidic
protein (GFAP). The immunohistochemical localizatiof serotonin in this snail retina was also
determined in order to contribute to the neurocleaimstudy of the visual system in this species.
General descriptions at the light microscopic lewere also performed for comparison with the
previously reported data f@trophocheilusThe results indicate that the eyesMf abbreviatus
provide a very low resolution image, as the lens &adaomogenous aspect. However, the distance
from the lens to the retina, vitreous body regiappears to be larger in this species than in other
pulmonate snails, a feature that could help toea@hfocus. The retina &fl. abbreviatushas two
types of cells with sensorial characteristics, $ensorial cell type | possibly represents the main
photoreceptor, with a great number of microviilkel a rhabdomeric photoreceptor. Sensorial cell
type 1l has cilia and fewer microvilli. There alsoe pigmented cells located in a more basal
portion of the retina, and not around the apicatspaf photoreceptors. The location of the
pigmented cells at the basal portion of the retimay be related to a nocturnal habit and low
tolerance to light of this species. The photoremepkons ofM. abbreviatusconstitute the optic
nerve. The absence of interneurons, ganglion eellsynaptic terminals in the plexiform layer
suggests a simpler retinal organization. The syoamegration must occur in the cerebral ganglia.
To the best of our knowledge, this is the firstnigication of GFAP immunoreactivity in a
gastropod retina. The presence of cells with giigthect - at ultrastructural level - in the basal
portion of the retina is according to the locatiound for GFAP immunoreactivity. The serotonin-
immunoreaction is located near the connective dapstithe eye and may originate from the
efferent projections from cerebral ganglia.

Vii
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INTRODUCAO

Os moluscos gastropodes terrestres, com suas dasng5.000 espécies, sdo um dos
grupos de animais mais bem sucedidos do ecossigtemeatre (BAKER, 2001). A atencao da
sociedade humana a estes animais advém da utdiracalimentacao, terapéutica, ornamentacao,
ou de problemas que geram como pragas de lavouragtores de parasitas. A utilizacdo dos
moluscos gastropodes terrestres como 6timos modgfmrimentais em neurofisiologia ou como
bioindicadores de poluicdo ambiental é muito reegcida.

Os caracois e as lesmas estdo agrupados na seb@&aswonata, dentro da classe
Gastropoda. Os gastrépodes pulmonados subdivideamaees superordens, Systellommatophora,
com menos representantes (terrrestres e de limmlco estudados, Basommatophora (aquaticos)
e Styllomatophora (terrestres).

Os estilomatéforos apresentam dois pares de tdosacgendo que os olhos estdo
localizados na extremidade distal do par postef@HASE, 2002; LUCHTEL et al., 1997
BULLOCK & HORRIDGE, 1965; DUKE-ELDER, 1958). Nos tdsmatoforos, esses apéndices
madveis sdo invaginaveis por meio de um muscul@ata@tque se estende pela por¢cdo central dos
mesmos. O par de tentaculos posteriores possoifiamides quimiorreceptoras como opticas (Fig.
1) e esta inervado pelos ganglios cerebrais atrdwéservo olfatorio, nervo optico e por nervos

motores peritentaculares (DORSETT, 1986; LUCHTE&Igt1997).
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Tentacle ganglion

Procerabrum

Cerebral |
ganglia  §

Figura 1. llustracdo composta das observacodéschatina, Helix e LimaxAs estruturas séo todas
bilateralmente simétricas, mas estdo apresentadidevalmente para simplificacdo O tentaculo
posterior ou omatoéforo direito esta mostrado comervo olfatério projetando-se ao procérebro.
N&o esta mostrado nervo optico, o qual é de meaoradro que o olfatério e que o peritentacular.
Seus axobnios aferentes também chegam pela redgi@wolateral dorsal, lateral ao nervo olfatério.
Pa, ganglios parietais; Ped, ganglios pedais; &lglgs pleurais; V, ganglio visceral. (CHASE,
2002).

A invaginacdo dos tentaculos Opticos ocorre de nsmipelhante a um dedo de uma luva
(Fig. 2), pode ser lenta e voluntaria ou rapideefexa em resposta a estimulos mecéanicos,

nociceptivos, olfatorios ou foticos (DUKE-ELDER, 38). O olho deStrophocheilus(Fig. 3),

espécie nativa, pertencente a uma familia proximadea Megalobulimus abbreviatus
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(BECQUAERT 1948), ocupa uma posicdo semelhanteltam de Helix (OSWALDO-CRUZ &

BERNARDES, 1982).

.. [T st : .
B - &é. “:'.;':g? o et
‘ : o ) - — = .i"‘t"v o

Figura 3. Representacao do tentaculo 6pticBtdgphocheilusmostrando o olho invaginado (E), o

nervo optico (ON), ganglio tentacular (TG), nenemtacular (TN), muasculo tentacular (TM),

espaco hemolinfatico (h), lacuna (l) e transicdoegitélio da pele enrugada para o epitélio
sensorial (setas). (OSWALDO-CRUZ & BERNARDES, 1982)
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CARACTERISTICAS DOS OLHOS

A maioria dos olhos dos gastropodes exibe uma foesi@utural comum esférica.
Geralmente, todo o olho esta envolvido por umawdapde coldgeno. A cOrnea é constituida por
uma fina camada epitelial transparente contigueéadas epiteliais da capsula. O olho contém
uma lente frequentemente esférica que pode muimoco rigida. A retina em forma de taca pode
se localizar proxima ou longe da lente. No Ultinasa; o humor vitreo preenche o espaco entre
elas. Tais olhos recebem pelo menos trés denongsaliterentes: olho refratario (SHEPHERD,
1994), olho cefalico (LUCHTEL et al., 1997) e oNesicular (DUKE-ELDER, 1958).

Os olhos de diversos moluscos estilomatoforos, chelox (Fig. 4), tém lentes esféricas.
Uma camada pigmentada circunda a retina e a leagnghe virtualmente a cavidade da vesicula

ocular (BULLOCK & HORRIDGE, 1965).

Figura 4. Forma estrutural do olho é#lix. O epitélio atua como cérnea (epith) e a lente é
esférica. Observar as células pigmentadas (pigoxfptorreceptores com bordas franjadas (s. c.) e
0 nervo optico (opt. n.). (BULLOCK & HORRIDGE, 1965

Alguns olhos de moluscos, como da ledrimaax flavus tém lente eliptica e retina em duas

posicdes (KATAOKA, 1975; 1977), sendo a retina adga localizada junto da cornea (Fig. 5).
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Figura 5. Fotomicrografia do olho démax flavus Observar a lente esférica (L), a retina acessoria
(AR) ao lado da cornea (C). No lado oposto a comadente observa-se a retina principal (R) e
lamina basal (B). E, epiderme tentacular; O, caledacelar, ON, nervo optico (KATAOKA,
1977).

O olho deStrophocheilugem forma esférica e diametro correspondente a4820um.
Esse orgao é circundado por uma fina capsula déoteonjuntivo, na qual delicados feixes de
células musculares estéo inseridos neste; umadapaisal separa as camadas nuclear e fibrosa. O
nervo Optico é formado pelos processos distaisey@nios, dos fotorreceptores; seu diametro €
bem menor que o do nervo tentacular (1:6) (OSWALORJZ & BERNARDES, 1982). A
cérnea deStrophocheilusapresenta uma camada transparente com célulamagidas ou
colunares, medindo 35-40 um de altura (Fig. 6)agsslulas claras estdo arranjadas em uma Unica
camada apoiada na lamina basal que forma o liritgre do olho. Na borda lateral da cérnea ha
uma bainha de tecido conjuntivo fino entre as camagpiteliais interna e externa. A transicdo
entre a retina e a cornea € acentuada por umaaedugdual na espessura da camada pigmentada.
A pupila tem um didmetro de 190-200 um. A lenteott deStrophocheilugem forma eliptica,

compde-se de uma substancia amorfa e seu compoiresté orientado ao longo do eixo Optico

(OSWALDO-CRUZ & BERNARDES, 1982).
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Figura 6. Representacdao do olho $teophocheilusC, cérnea; G, células ganglionares; L, lente;
ON, nervo optico; rl, camada fotorreceptora; plmada pigmentada; nl, camada nuclear; fl,
camada fibrosa; R, retina (OSWALDO-CRUZ & BERNARDHESS82).

Uma estimativa do limite fisiologico da resolucé@m\dsdo deStrophocheilusbaseada na
distancia média entre os receptores e na distéorah do sistema Optico do olho, indica que estes
caracois s6 podem discriminar pontos distantesxapemlamente por 7 graus, 0 que proporcionaria
a formac&o de uma imagem com pobre poder de résn(@SWALDO-CRUZ & BERNARDES,
1982).

O sistema optico d¥iviparus viviparuspermite a formacdo de imagem sobre a retina. O
olho de Viviparus viviparusesta projetado para funcionar igualmente bem gabbtilhante e
ambientes de luz fraca/sombrios. O sistema ocstarenvolvido nas respostas comportamentais a
luz. Os dados comportamentais ndo mostraram pneiege claro/escuro. Tempo prolongado em
ambiente com luz fraca pode afetar as projecfasas centrais e periféricas (ZHUKQV et al.,

2006).
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DESENVOLVIMENTO E REGENERACAO

Ainda que estudos anatémicos e ultra-estrutura@himde estilomatéforos tém-se limitado
grandemente a retina, Chétail (1963) realizou utndessobre a regeneragdo dos tentaculos
omatoforos deArion rufus L. e Agriolimax agrestis L.e observou que 0S nervos sensoriais
continham mielina, que ocorria restabelecimentcalgexdes nervosas e que a regeneracdo dos
Orgaos sensoriais era totalmente inibida ou defieie

O desenvolvimento do olho dtelix aspersanos seus variados estagios de morfogénese foi
estudado por Eakin e Brandenburger. Entre outrtmsels, eles analisaram a diferenciacdo nos
pigmentos das células de sustentagcdo e das vesitadacélulas sensoriais. Ha variabilidade na
origem dos granulos pigmentados mesmo dentro de amto O6rgdo (EAKIN &
BRANDENBURGER, 1967a, 1975). Percebe-se que ossotbgenerados ndao sao capazes de
formar imagem, mas s&o sensiveis a intensidade recddi da luz (EAKIN &
BRANDENBURGER, 1967b, 1975).

Experimentos sobre regeneracdo do olho ou partefaielm realizados nos molusddslix
aspersae Cryptomphallus asperséEm ambos os estudos, os olhos regenerados racaiper
muitas caracteristicas do olho normal (LUCHTEL let 8097; EAKIN & BRANDENBURGER,
1970). Os olhos déchatina fulicaregeneram-se, mas as vezes apresentam anormalidades
Levando em conta a regeneracdo morfologica e foatimonstatou-se que apenas 54% dos olhos
regeneraram normalmente. As camadas da retina foemtauradas, mostrando as mesmas
dimensdes daquelas de olhos intactos, mas conagts funcionais, pois o eletrorretinograma
dos olhos regenerados apresentou amplitude muitzida, indicando uma reducédo no niumero de

células fotorreceptoras (BOBKOVA et al., 2004b).
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HISTOLOGIA DA RETINA

As células da retina mostram uma enorme variacie @s espécies. Grande parte dos
fotorreceptores dos gastropodes contém microvialgd que formam os rabdémeros quando estédo
unidos frouxamente em forma de feixe. Além das owitwsidades, alguns fotorreceptores
apresentam cilios (BOBKKOVA et al., 2004a; CHASB02;, BRANDENBURGER, 1975). A
retina consiste de dois tipos de células: sensodade sustentacdo. As células sensoriais sao
grandes, alongadas e com especializacdes distaicadias pela presenca de estrias radiais
regulares melhores desenvolvidas eimax que emHelix (BULLOCK & HORRIDGE, 1965).
Brandenburger (1975) propds a divisdo da retindlelec em quatro regides do sentido apical ao
basal: (1) microvilar, (2) pigmentada, (3) nuclea(4) neural, com base na predominancia dos
componentes dos dois tipos principais de célulasfobma similar, Kataoka (1975) definiu quatro
camadas na retina dénax flavus (1) fotorreceptora, (2) pigmentada, (3) nucleét)eplexiforme.

A retina dos estilomatéforos estd formada por umtékp simples com 55-60 um de
espessura, geralmente composto de quatro tipdam@su(l) células sensoriais ou visuais contendo
numerosas vesiculas foticas e microvilosidades aapialongadas; (lI) um tipo celular de
caracteristicas variadas, comumente consideradom aam segundo tipo de célula sensorial
(Babuchin, em 1865, denominou-as de células “gaigmentfreie Stabchezellen” (PFS) ou
fotorreceptores completamente livres de pigmentos)jual possui muitas microvilosidades
terminais curtas na superficie apical e um axén® $p estende da superficie basal sem vesiculas
féticas no citoplasma; (lll) células de sustentagéopigmentares contendo abundantes granulos
densamente pigmentados; e (IV) células gangliondld€HTEL et al., 1997), cuja presenca é
questionada, podendo ser confundidas com um dastigois de célula sensorial (1), conforme

alguns autores (OSWALDO-CRUZ & BERNARDES, 1982). descricbes Opticas realizadas em
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Strophocheiluméo foram conclusivas quanto a presenca de gms tle células fotorreceptoras
(OSWALDO-CRUZ & BERNARDES, 1982).

Em Helix e Limax dois tipos de fotorreceptores foram identificadesacordo com a ultra-
estrutura das microvilosidades e a presenca ou naasé de vesiculas féticas
(BRANDENBURGER, 1975; KATAOKA, 1975). Algumas dasefohicbes dos tipos de
fotorreceptores de lesmasnax flavusforam obtidas por meio de eletrorretinograma (SUZEK
al., 1979). A deteccado das duas curvas de sedsitidi espectral, relacionadas com a adaptacao ao
escuro (pico em 480 nm) e ao claro (pico em 460, nngicaram um sistema duplo de
fotorrecepcéao paramax flavus

As caracteristicas ultra-estruturais dos quatrostipelulares anteriormente mencionados
sao similares nas retinas Helix aspersae deLymnaea stagnalis estdo resumidas na tabela |

(LUCHTEL et al., 1997, BRANDENBURGER, 1975).

TABELA I. Resumo dos tipos celulares que constit@eratina dos moluscos pulmonados
mais comumente estudados, o estilomatoftetix aspersae o basomatoforoymnaea stagnalis

Sensorial tipo | Sensorial tipo Il Pigmentada Gaglionar
Forma alongada, alongada, alongada, Ovdide

apice convexo apice convexo,
Microvilosidades longas, finas, Curtas e irregesar Curtas e grossas Nenhuma
Vesiculas uniformes, 80 nm, irregulares, pigmentadas centro denso €

algumas de centro 50 a 120 nm algumas claras
denso
Nucleo ovoide e basal ovoide e basal eliptico elbas | Esférico e central
Axdnio delgado, claro delgado, claro e Nenhum largo
vesiculas de centro
eletrodenso
Citoplasma Eletrodenso Eletrollcido eletrodenso com eletrolicido
tonofilamentos e
granulos de glicogénid

N° estimado 2500 — 3800 Aprox. 75 — 200 ? Aprox. 12

Diferentemente delelix aspersaee deLymnaea stagnali€Tabela ), enLimaxas vesiculas

foticas das células sensoriais do tipo | séo ilergs e responsaveis pela visdo do verde; outros
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componentes além do verde, provavelmente raioa-wd@rmelhos, seriam atribuicbes das células
sensoriais do tipo Il (NEWELL & NEWELL, 1968 apudrKAOKA, 1975).

Na retina dé/iviparus viviparusncontra-se o pigmento visual chamado rodopsiitias@
microvilosidades podem empregar o mesmo pigmersioal;i produzindo mecanismos diferentes
de transducéao luminosa. (ZHUKOQOV et al., 2006).

Na Aplysig as vesiculas sinapticas das células sensoridipad contém acetilcolina e as
vesiculas sinapticas encontradas nas células adl fgwssuem serotonina (NEWELL & NEWELL
apud KATAOKA, 1975). De acordo com os estudos dédidan (1979), a acetilcolina esta
presente nas vesiculas sinapticas das célulasrisgmnsto tipo | deHermissenda crassicorne de
Haliotis.

Eakin e Brandenburger (1967a) perceberam vesisiriapticas no processo citoplasmatico
da camada plexiforme deelix. Jacklet e colaboradores (1972) também consegu@ranontra-las
em Aplysia. Tais autores apontaram a similaridade estrutueabak vesiculas com aquelas das
sinapses do tipo Il, as quais foram postuladasGmschenfeld (1963) por conter transmissores
nao-colinérgicos. Eakin e Brandenburger (1967a¥jpréram que 0S processos citoplasmaticos
contendo essas vesiculas eram os axonios dasscelsiamis. Entretanto, observando a camada
plexiforme deLimax flavus onde os ax6nios das células visuais e PFS s@indados por células
pigmentadas organizando-os em feixes, Kataoka J18bu vesiculas claras com centro denso e
didmetro de 70 a 110 nm naqueles ax6nios, mas nmenlsinapse e nem células ganglionares
puderam ser encontradas nesta regiao.

Eakin e Brandenburger (1967a) entenderam que atasédjacentes da retina Helix
aspersaestao conectadas umas as outras por uma junefimédiaria terminal e um desmossomo

subterminal. Entretanto, Kataoka (1975) menciona, @mbora o citoplasma perinuclear das
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células PFS esteja envolvido com as células visunai® juncdes nem sinapses sao encontradas,

propondo, entdo, ndo deva ocorrer transmissdo @taeso entre as células visuais e as PFS.

ESPECIALIZACOES DISTAIS DOS FOTORRECEPTORES - RABRBRO

As células sensoriais do tipo Il visualizadas étalix aspersapossuem, além das
microvilosidades, um cilio (no maximo) por céluBRANDENBURGER, 1975). Essas células
nao devem ser chamadas de células ciliadas porgilie desempenha pouco ou henhum papel na
fotorrecepcéo. As funcbes do cilio podem ser dposta a sombra, desencadeando impulsos
neurais espontaneos no escuro (ritmo circadianpeouitindo circulacao de nutrientes e produtos
da fotorrecepcgdo.Viviparus viviparus apresenta fotorreceptores do tipo misto com cilios
modificados, sendo que cilios e microvilosidadegiionam como elementos fotorreceptivos. Ha
uma maior irregularidade na organizacdo das micsidades quando comparadas com outros
gastropodes, que pode ser consequéncia de luzcatdé® prolongada. Um possivel sistema de

fototransducéo esta envolvido na geracdo de respdspendentes da luz (ZHUKOV et al., 2006).
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Figura 7. Eletrofotomicrografia do fotorreceptor bdamérico de Helix aspersa.
(BRANDENBURGER, 1975). Parte distal da célula seasodo tipo | (SCI); MVI,
microvilosidade da SCI; Setas, colunas da SCI; Mpctndria; parte distal da célula sensorial do
tipo 1l (SCII); MVII, microvilosidade da SCII; C,ilko; H, humor vitreo; PC, célula pigmentada;
PG, granulos pigmentados.

RETINA ACESSORIA

Em algumas espécies de pulmonados, existe um teeidiar sensorial localizado préximo
a cornea. A retina acessoria, como é chamada,espaesm epitélio simples de aproximadamente
10 um de espessura composto por células senstomispos | e Il e por células pigmentadas. Sua
ultra-estrutura tem sido estudada emax flavuse os fotorreceptores dos tipos | e Il ndo estao
organizadas de modo regular como na retina prihcipgpdlo posterior do olho. As organelas
fotorreceptivas da retina acessoria sdo estimulpdasuz vinda de todas as direcbes exceto
daquela abaixo do olho, enquanto que as organelagdceptoras da retina principal, situadas

dentro da camada pigmentada, sdo estimuladas apet@aduz vinda da cérnea (KATAOKA,

1977).



A tabela Il resume as caracteristicas gerais tifzardas espécies de moluscos gastropodes

gue foram mais comumente investigadas.
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TABELA Il. Caracteristicas gerais das retinas derdntes moluscos gastropodes

Espécie Sistema visual Fotorreceptor/ Neurdnio Referéncia
(subclasse/ ordem) neurotransmissor | Secundario
Hermissenda Olho, nervo 6ptico e ganglio 6ptic&CIl* (Células A)| Células Heldman, 1979; Dorsett,
crassicornis (além do o6rgdo vestibular |<ontendo acetilcolinaganglionares D 1986;
(Opistobranchia estatocisto) envoltos em capsu(@&Ch) e SCII**| (projecBes
Nudibranchia) comum de tecido conectivo. Cad@élulas B) ipsilaterais); G
olho, contém apenas 5 (projecdes
fotorreceptores (2 células A e 3 bilaterais)
células B) enviam feixe comum ¢e
axdnios pelo ganglio o6ptico (14
células de segunda ordem) para o
ganglio cérebro-pleural.
Aplysia(Opistobranchia) 5000 fotorreceptores e neurdniosSCI/ Células R com5HT e| Luborsky-Moore &
secundarios, cada qual com umACh e SCII/ 5HT, Dopamina Jacklet, 1976; Dorset,
axonio formando o nervo 6ptico. | transmissores  nao- 1986
colinérgicos
Haliotis (Prosobranchia) Vesiculas sinapticas de centnw clfCh  nas  fibrag N&o tem Kataoka et al., 1987
(C) e denso (D) na camagaervosas tipo C p
plexiforme da retina 5HT nas fibras tipg
D
Limax flavus Olho apresenta retina acessoria SCl e SCll N&o tem Luchtel et al., 199f;
Gréanulos de Dorsett, 1986; Kataoka,
glicogénio na retina 1975, 1977
acessoria
Achatina fulica Retina acessoéria compar-tilhandq 2Cl e SCII N&o tem Luchtel et al., 199f;
(Pulmonata cornea com retina principal Bobkova et al., 2004
Stylommatophora)
Helix aspersa Olho com retina descrita em quatr8Cl Cerca de. 12Luchtel et al. 1997;
(Pulmonata camadas (tabela I) retinaldeido; ACh | células Dorsett 1986;
Stylommatophora) SCll com| ganglionares | Kataoka 1975;
transmissores  nao- Eakin e Brandenburger
colinérgicos, sem 19702

catecolaminas

Ariolimax californicus | Olho tolerante a luz SCI contenfi@erca de 12Luchtel et al., 1997;
(Pulmonata vitamina A células Eakin e
Stylommatophora) ganglionares | Brandenburger, 1975
Agriolimax Olho com trés tipos celulares na | SCl e SCII Células Dorsett, 1986;
(Pulmonata retina organizados em quatro ganglionares | Chétail, 1963
Stylommatophora) camadas

* SCI = Célula Sensorial Tipo | **SCII = Célula Ssorial Tipo I

Reconhecendo as expressivas contribuicdes que ohkisaoe gastrépodes

disponibilizado a neurociéncia, bem como a fadll@lpara manutencdo das espécies terrestres em

tém

laboratério, o pulmonado estilomatofokbegalobulimus abbreviatugem sendo utilizado como
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modelo experimental em diversas areas do conhetdméesta espécie ja foram realizados
estudos fisiologicos e neuroquimicos (ZANCAN et 8897; ZANCAN et al. 1994), nociceptivos
(RIGON et al., 2009; KALIL-GASPAR et al., 2007; AGYAL et al., 2005; SWAROWSKY et
al., 2005), de controle reprodutivo (MORAES et 2010; HORN et al., 2005), metabolismo do
sistema nervoso central sob anoxia e reoxigendgBoFRAGA et al., 2004; DE FRAGA et al.,
2010), caracterizacao de células gliais (DOS SANEDSI., 2002; DOS SANTOS et al., 2005a,
2005b), caracterizacédo do plexo e musculo pedaCEONI-HEUSER et al.2004; FACCIONI-
HEUSER et al.1999) e da vascularizacdo do sistema nervoso (NGBLEt al, 2003, 2006).
Levando-se em conta que o olho do molusco gastedpstllomatéforoStrophocheilus
espécie relacionada ad. abbreviatus foi descrito apenas em microscopia Optica (OSWALDO-
CRUZ & BERNARDES, 1982), restando duvidas sobreesgnca de dois tipos de fotorreceptores
e de células ganglionares (ou sensoriais de seguaéan), o que, inclusive, € uma controversia
que se estende as demais espécies de estilomata@grresente trabalho propde uma anélise ultra-
estrutural da retina do carachl. abbreviatus O presente trabalho questiona, ainda, sobre a
existéncia de células gliais na retinaMlleabbreviatusja que, curiosamente, ndo temos encontrado
referéncia alguma sobre a presenca de glia hanetis# moluscos gastropodes, como ja foi descrito

para a retina de outros invertebrados (TSACOPOUECH., 1988; DA SILVA et al., 2004).
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OBJETIVOS

O objetivo do trabalho € descrever a morfologialihm deMegalobulimus abbreviatuso

ambito 6ptico e eletrénico com énfase na analisecdmponentes e organizagao celular da retina.

ESPECIFICOS

1) Descrever a morfologia geral do globo ocular mmando as técnicas hematoxilina e
eosina e hematoxilina férrica, submetido ou natatamento de desmelanizagéo.

2) Analisar as caracteristicas ultra-estruturaisretina deMegalobulimus abbreviatus
fixados em periodo diurno, quanto a organizacaadaretia retina, tipos de fotorreceptores e outros
componentes celulares. Analisar a organizacao da(sada(s) plexiformes, conferindo a possivel
existéncia de sinapses ou de outros neuréniosadérfotorreceptores.

3) Verificar a existéncia de células gliais por onda ultra-estrutura e por meio de imuno-
histoquimica para a proteina fibrilar acidica gl@FAP).

3) Investigar sobre a possivel presenca do neusstrigsor serotonina na retina por meio

de imuno-histoquimica.
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MATERIAL E METODOS

1. ANIMAIS: Procedéncia, Manutencéo

O animal utilizado neste estudo foi o caracol stree pulmonadoMegalobulimus
abbreviatus(BEQUAERT, 1848), nativo do sul da América do SD& animais foram coletados
nos municipios de Charqueadas e Minas do Leé&o (RS).

Os caracois foram mantidos em terrarios teladob, @mdi¢cdes controladas de luz e
temperatura ambiente (12 h luz:12 h escuro; 2GR alimentados com alface e aguhlibitum
por no minimo uma semana antes de serem utilizam®sexperimentos.

Para o estudo foram utilizados apenas caracoistaadMegalobulimus abbreviatus
caracterizados pelo peristomio refletido da conéloaam utilizados 12 animais para microscopia
Optica (as dimensdes dos olhos foram obtidas da®ese coradas com hematoxilina-eosina, de 6
pares de olhos), 5 animais para imuno-histoquiriGaanimais para microscopia eletrénica. Os
animais pesavam 48,53 g = 11,16, com comprimentmodaeha (mm) de 65,62 + 3,27 e largura da

concha (mm) de 32,08 £ 2,05.

2. ANESTESIA E DISSECCAO DOS OLHOS
A anestesia foi por imersdo em uma solucdo satutadaentol, dissolvido em solucao
fisiolbgica para a espécie (5g/l NaCl, 0,08g/l KGBg/l CaC} — JAEGER, 1961) por 40 minutos.
Apbés a remocdo da concha foi feita uma incisdo dmsturi entre dois orificios

equidistantes, que indicavam a posicdo anatdmicatelstaculos oOpticos invaginados (Fig. 8).
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Apés, os tentaculos ficaram expostos e foram edwp. A disseccdo do olho isoladoi

executada sob microscoépio cirargico.

Figura 8. Fotografia dél. abbreviatus As setas brancas apontam para os tentaculoso$ptic

estendidos.

3. PREPARACAO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA OPTICA

O material foi fixado por imersdo em solucdo deiBgor 2 h e posteriormente deixados
em alcool 70%. O material foi desidratado em bard®solucdes de alcodis crescentes (alcool
70%, 96% e 100%), diafanizado em cloroférmio eufdd em parafina a 80 e montados em
blocos para posterior sec¢cdo (MANUAL, 1960).

Os tentaculos foram seccionados nos planos sa&gdatonal com espessura de 10 pum em

microtomo Leitz. Apos desparafinado e reidratadolaainas foram coradas com hematoxilina e
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eosina ou hematoxilina férrica de Heidenhain, datdlo em série alcodlica crescente,

diafanizado em xilol e montado com balsamo e lalag(MANUAL, 1960).

4. DESPIGMENTACAO COM ACIDO PERFORMICO

A desmelanizacdo ou despigmentacdo com acido pgddrd,7% permite o clareamento
do epitélio pigmentado, que contém melanina. Ag@ude acido performico 4,7% foi preparada
no momento do uso (PEARSE, 1972). Logo apds a daefsgaacao, as laminas permaneceram por
2 h na solucdo de acido perférmico, a seguir forapidamente lavadas em agua destilada e

submetidas as técnicas de coloracéo.

5. IMUNO-HISTOQUIMICA

O material foi fixado por imersdo em solucdo deafmmaldeido 4% diluido em tampéao
fosfato 0,1 M pH 7,4 por 4 h, a temperatura ambieRtocedeu-se a crioprotecdo em solucéo de
sacarose 15% diluida em tampéo fosfato 0,1 M pHa&4jue o material afundasse e, logo apos,
em solucéo de sacarose 30% diluida em tamp&ododfatM pH 7,4 por 18 h, &£@. O material
foi embebido em meio de congelamen@@.T. CompoundSakura) e seccionados a 50pm em
criostato (Leitz 1720 Digital). O material foi ctdelo em frascos contendo Tampéao Fosfato Salino
(PBS) 0,1M pH 7,4 (cortes “free-floating”). Paraf@lear a atividade da peroxidase enddgena, os
cortes foram tratados com uma solucdo de metarfd diluido em solucdo de peroxido de
hidrogénio 3%, durante 30 min. A seguir o mategoalavado em PBS-Triton X-100 0,4%, 0,1M,
pH 7,4 (PBS-T). Para bloquear os sitios inespedfite ligacdo de anticorpos, os cortes foram pré-
incubados por 30 min com soro normal de cabramé@oe a 3% preparado em PBS-T (RODRIGO
et al., 1996). Os anticorpos policlonais utilizadoseam: anti-serotonina (Sigma) 1:300 e anti-

GFAP (Sigma) 1:75 diluido em PBS-T. As secc¢des dib®s foram incubadas com estes
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anticorpos por 48 h a 4° C e agitacdo constantés Aplavagem, material foi incubado com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho, desengolvem cabra (Sigma) 1:50 por 2 h a
temperatura ambiente. Apdés a lavagem em PBS-T, teria@afoi incubado no complexo
peroxidase-anti-peroxidase (PAP, Sigma) 1:500 pdn 2 temperatura ambiente. Depois de
lavados, os cortes foram incubados em uma solugd@lachinobendizina (Sigma) diluida a 0,06%
em PBS durante 10 min. Adicionou-se solucao dexpmbodde hidrogénio 10% por 10 min. Apos
varias lavadas em PBS 0,1M pH 7,4, os cortes foramtados em laminas gelatinizadas. Apos a
aderéncia dos cortes na lamina, o material foiddatsido em série alcodlica crescente, diafanizado
em xilol e coberto com balsamo e laminulas. As h@amiforam analisadas e fotomicrografadas em
Microscopio Optiphot Il (Nikon). O controle das ¢éas imuno-histoquimicas foi realizado com a

omissdo do primeiro anticorpo (anti-GFAP ou antegmina) e substituido por PBS na incubacéo.

6. MICROSCOPIA ELETRONICA

Para obter o relaxamento dos tentaculos e extrdgdoolhos, além de anestesiados
conforme descrito acima, os animais foram injetadnscom succinilcolina (1mg/ml) na dose de
0,1 ml/g de peso. O material foi fixado por imers&m solucdo de paraformaldeido 4% e
glutaraldeido 0,5% diluido em tampéo fosfato 0, pMW7,4 por 2 h. Apos a lavagem, o material
foi pos-fixado por imersdo em solucao de tetroxddadsmio (Osg) 1% em tampéao fosfato 0,1 M
pH 7,4 por 1h. O material foi desidratado em sadsgde alcoois crescentes, seguido de oOxido de
propileno e, depois, embebido em resina DurkupamMAEIluka) (50%) diluida em o6xido de
propileno por 10 min, seguido de inclusdo em re8lngkupan ACM (Fluka) por 24 h a vacuo.
Apés a troca da resina Durkupan ACM (Fluka), oxtdomantidos a 60°C por, no minimo, 48 h
para a polimerizacdo. Os cortes semifinos (1pnmgnfioobtidos no ultramicrétomo MT 6000-XL

utilizando-se navalha de vidro. As laminas conteag@ortes semifinos foram coradas com azul
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de toluidina 1% para selecionar a area de estuplds A selecdo, procedeu-se a obtencéo de cortes
ultra-finos (9 nm) na area escolhida que foramtadles em telas de cobre de 100 mesh. As telas
foram contrastadas com acetato de uranila a 2%4@arin e citrato de chumbo 2% por 20 min. As
telas foram analisadas e eletrofotomicrografadagliomscopio Jeol JEM 1200 EXII do Centro de

Microscopia Eletronica da Universidade Federal do®&ande do Sul.
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RESULTADOS

|. OLHO E ORGANIZACAO GERAL DA RETINA

O olho cefalico, vesicular, refratario, tipo cameoan forma esférica e diametro variando
entre 342,10 £ 56,10 um estd situado junto aolaptEntacular na extremidade distal do tentaculo
posterior estendido. Com a invaginagao do tentacutdho ocupa espacgo no terco superior interno
daquela estrutura (Fig. 9). Na parte subjacensm@da epitelial tentacular, visualizamos a cornea
— estrutura convexa, composta por células alongamdisnares, prismaticas, nao pigmentadas,
translicidas. No centro da cavidade Optica situa-Emte, estrutura esferoidal, com diametro de
209,33 = 48,62 um, de constituicdo mais firme qaetexidos circundantes (Fig.10). Nao se
distingue tecido muscular associado a lent¥dabbreviatusconferindo um aspecto de lente fixa.

A retina deM. abbreviatusem uma espessura variavel que na porcdo cewstdrpr (0)
é de 50,01 + 16,4gm. Do centro em direcdo a periferia, a retina naostna diminuicdo gradual e
uniforme de espessura. As porcdes periféricas titmreituam-se junto ao limite da cérnea com
uma espessura cerca de 40% menor em relacdo &o.¢&ndiximo a cornea, na sua extensdo mais
distal a camada retiniana se dobra, conferindo speco de dupla camada em uma extenséo de
cerca de 90-100m (Fig. 9, setas largas).

A retina deM. abbreviatusesta composta por células sensoriais (ndo pigehesita celulas
de sustentacdo (pigmentadas). A retina pode seritdeem quatro camadas (de apical a basal ou
da parte interna a externa do olho): fotorreceptpigmentada, nuclear e plexiforme._ A camada
fotorreceptoraconstitui-se da porcao distal das células senis@iangadas com especializacdes na
extremidade distal ou apical. A analise ultra-eatal revela que o segmento externo ou dendrito
das células receptoras emite, em sua grande mamigaovilosidades e um numero menor de

células emite cilios. A camadpigmentadacompfe-se de ceélulas com numerosos granulos
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citoplasmaticos que, ao microscopio optico confeuema densa coloracédo preta a esta camada. As
camadas fotorreceptora e pigmentada, juntas, pameem a cerca de 70% da espessura da retina

a @, ou menos, em torno de 50% nas porcdes periféff€Bs80°). A camadanuclearconstitui-se

na porcdo celular basal dos fotorreceptores, orgi&o elocalizados os nuacleos das células

fotorreceptoras e das células pigmentadas. A canpégkdforme € composta por projecdes

neuriticas (axonais) dos fotorreceptores da resirglulas de aspecto glial, por fiboras musculares

fibras de colageno (Figs. 11 e 12).

II. FOTORRECEPTORRES

Na descricdo das camadas da retina, usamos a teefgnminologia: interna ou apical para
se referir as estruturas localizadas em direcameatro da cavidade ocular (na direcao da lente) e
externa ou basal para estruturas mais proximagmgiuta do olho, na direcdo da base do tentaculo
optico.

A retina deMegalobulimus abbreviatugpresenta dois tipos basicos de células sensoriais,
assim definidas por apresentarem especializacteaigpmicrovilosidades ou cilios e por se
estenderem até a camada nuclear da retina. Vidaumstar uniformidade na terminologia que ja
vem sendo utilizada na descricdo de retinas dosisoa$ pulmonados, denominamos as células

sensoriais como tipo | e tipo Il (Fig. 13).

CELULAS SENSORIAIS DO TIPO |

As células sensoriais do tipo | (CSI) apresentaporgdo dendritica (apical) cilindrica e
projeta em direcdo a lente um feixe compacto e mesoede microvilosidades (Fig 14 A, B). As
microvilosidades das CSI sdo longas, finas, mdengemeadas” no seu segmento proximal. No

limite distal as microvilosidades estdo orientapaslelas para o espaco vitreo (Fig. 15 A, B). Os
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segmentos finais (mais distais) de algumas miarenlades mostram uma bifurcacéo, duplicando
a porcéao final retilinea da microvilosidade em ¢hi@ & lente. Em algumas secc¢des ultrafinas é
possivel visualizar uma origem distinta das midosilades do tipo retilineo (com ou sem
bifurcagéao final) e do tipo entremeado a partitiaate distal do mesmo dendrito da CSI. Os feixes
de microvilosidades entremeadas estdo dispost@ma mais compacta que as microvilosidades
retilineas e orientam-se em sentidos alternadosfedodo um aspecto de “pilhas” de
microvilosidades (Fig. 15 B, C). Fica evidente,daentque uma mesma CSI pode emitir dois tipos
de microvilosidades, que diferem em orientacdo @ahalmuno-histoquimica em nivel ultra-
estrutural poderia esclarecer se h4 uma constituggdmica distinta da membrana celular e/ou
citoplasma destas duas formas de microvilosidaflgsarede lateral das células logo abaixo das
microvilosidades apresenta juncdes de adesédo endssmos (Fig. 16).

A porcéo apical das CSI contém mitocondrias, ritiemdoplasmatico liso e microtibulos
orientados axialmente (Fig. 17 A, B). O citoplasdaaCSl é mais eletrodenso que o da célula
sensorial 1l, porém nao dificulta a visualizagcdondigocondrias. Na area perinuclear ha poucas
mitocondrias, mas séo visiveis cisternas de Galgi algumas vesiculas associadas, de conteudo
eletrodenso. Junto ao nucleo também séo visiveisroas de reticulos endoplasmaticos rugosos
(Fig. 18 A, B). Também € numerosa a presenca dsslisnos no citoplasma na regido nuclear ou
basal da CSI (Fig. 14 A). As CSI apresentam comteneacleo polimérfico, em geral alongado
(Figl4), dispondo-se em uma posicéo levemente amacsl no epitélio em relacdo a posicdo dos
nacleos da célula do tipo Il. A heterocromatingpden-se em uma fina camada contra a face
interna do envelope nuclear da CSI e a eucromalmminante tem densidade eletronica

relativamente baixa (Fig. 19 A, B).
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CELULAS SENSORIAIS DO TIPO Il

Os segmentos externos das células sensoriais do ILp(CSIl) também exibem
microvilosidades, porém em menor nimero e menasi@dis em direcdo a sua extremidade apical,
devidos as muito mais numerosas e extensas migsalddes da CSI. Uma das mais marcantes
caracteristicas da CSIlI é a presenca de cilioanfrobservados numeros variados (de um a quatro)
de cilios (Fig. 20 A, B O segmento celular distal apresenta muitas mitiriéds alongadas. O
nacleo das CSII € mais arredondado que o das @Stide dispostos em uma faixa mais basal no
epitélio (Fig. 19 A, B, 21 e 22), junto a camadaxffbrme, onde sdo observados neuritos ou
projecdes axonais projetando-se em direcdo a lmamticulo (Fig. 23).

Outro aspecto marcante das CSIl é o citoplasmeokleido, no qual séo visiveis os feixes
de microtubulos orientados longitudinalmente e uande nimero de mitocondrias com aspecto
filamentoso. Foram observadas cisternas de Golgnomedesenvolvidas e menos reticulo
endoplasmatico rugoso que nas CSI. Ndo sao vidigessomos grandes como os do citoplasma

das CSI. (Fig. 14 A).

[ll. CAMADA PLEXIFORME

Na camada plexiforme da retina Megalobulimus abbreviatusio encontrados neuritos ou
projecdes axonais, tanto das CSI como das CSII 28ig@ 24B). Os axdnios orientam-se em feixes
perpendiculares aos corpos celulares das CSI e @8Wavelmente para formar, junto com
projecdes axonais oriundas de outras partes daafati nervo Optico. Como o nervo optico é
consideravelmente de menor didametro que o nerabdoib, provavelmente dificulta a abordagem
com tracadores neurais que marquem exclusivamenéxa@nios das CSI e CSII para entender a

origem do nervo Optico dd. abbreviatus
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No limite entre a camada plexiforme e a nuclear g@&oalizados nudcleos celulares
orientados perpendiculares ao corpo celular dasriateptores (Fig. 25). O citoplasma limitado a
estreitas faixas perinucleares ¢é eletrodenso, wdatelisossomos bem desenvolvidos e
eletrodensos. A utilizacdo de procedimento imurstelguimico para GFAP em nivel ultra-
estrutural pode esclarecer sobre a natureza glshsd células.

Na camada plexiforme mais proxima a capsula podemisualizadas fibras musculares e
feixes de fibras de colageno (Fig. 24 C).

Eventualmente podem ser visualizadas escassasulessieletrodensas ao longo das
projecdes axonais, mas nao foram observadas tegdgsainapticas nesta camada ou em qualquer
outra camada da retina. As projecdes axonais segumemma faixa junto a porcdo basal das
células CSI e CSIl uma orientacao perpendiculaiam destas células e em dire¢cdo mais basal, na
faixa em que sdo visualizadas as fibras muscularege colageno, estas projecdes mudam a
orientacdo em direcdo perpendicular a cipsula o @ig. 24 A, B, C). O destino destas fibras

axonais, projecoes dos fotorreceptores, pareae 13ervo optico em direcdo ao ganglio cerebral.

IV. CELULAS PIGMENTADAS

O epitélio pigmentado da retina € composto porlaglalongadas pigmentadas. As células
pigmentadas possuem grande numero de granulos miigdes esféricos muito eletrodensos,
pretos em nivel éptico. O nucleo apresenta hetenwatina condensada. O citoplasma perinuclear
contém reticulo endoplasmatico rugoso bem deseidoAs células pigmentares mostram

projecdes citoplasmaticas, que se estendem jumbocao basal das CSl e CSII (Fig. 23).
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V. IMUNO-HISTOQUIMICA

A camada basal da retina Megalobulimus abbreviatuspresenta fibras imunorreativas a
serotonina ao longo de toda extensdo da retina @8 mesmo apos tratamento com acido
perférmico para a desmelanizacéo (Fig. 27).

A retina deMegalobulimus abbreviatuspresentou uma intensa imunorreagéo para a GFAP
(Fig. 28 A), que nao diminuiu apds tratamento corid@ performico (Fig. 28 B). Sem os
pigmentos é possivel observar projecdes celulanesadrreativas a GFAP, por toda a faixa da
retina junto a capsula do olho. A imunorreacédo AISE visualizada sob duas principais diferentes
formas. Os elementos GFAP-imunorreativos que apargaralelos a capsula do olho possuem
aspecto de fibras finas, enquanto em direcao derdreetina, os elementos GFAP-imunorreativos
tém aspecto mais calibrosos e estdo dispostos @arerties direcdes. Estes ultimos podem
corresponder as por¢cOes perinucleares de célulass.glAs fibras finas paralelas podem

corresponder a projecoes celulares gliais acompaohas neuritos na camada plexiforme.



Figura 9. Fotomicrografia do olho #& abbreviatusmostrando a posicao
gue ocupa dentro do tentaculo invaginado. ep, canepitelial; C, cornea;
RP, retina periférica; L, lente; CV, corpo vitreR, retina; CF, camada
fotorreceptora da retina; CP, camada pigmentadaetiaa; CN, camada
nuclear da retina; CPL, camada plexiforme da retdid, nervo Optico; setas
largas, retina duplicada; setas finas, transicdocdiamea para a retina
periférica. Hematoxilina-eosina.

Figura 10. Fotomicrografia da cornea e parte antea lente do olho dd.
abbreviatusep, camada epitelial; C, cérnea; RP, retina pécdét., lente.
Hematoxilina-eosina.
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Figura 11. Fotomicrografia da retina #& abbreviatus com destaque para a
camada fotorreceptora (CF), camada pigmentar (C&nada nuclear (CN),
camada plexiforme (CPLHematoxilina-eosina.

Figura 12. Fotomicrografia do olho ti& abbreviatusCom o emprego de acido
performico, para obter a desmelanizacdo, a lentedestoca e a camada
pigmentada perde a pigmentacdo escura. C, corndante; CV, corpo vitreo;
CF, camada fotorreceptora da retina; CN, camad&aruda retina; CPL, camada
plexiforme da retina; setas, reducdo gradual nassspa da retina em dire¢do ao
limite corneal. Hematoxilina-eosina.
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Figura 13. Eletromicrografia da retina periférice 1. abbreviatus
mostrando a camada de fotorreceptores com suarapiéal especializada
para a captacdo da luz. MV, microvilosidades; $€lyla sensorial do tipo
I; SCII, célula sensorial do tipo II.

Figura 14. Eletromicrografia da retina dé. abbreviatus.A. Células
fotorreceptoras (CF), células pigmentadas (CP) eepala camada
plexiforme (CPL) no canto esquerdo inferior. B.itipos béasicos de
células fotorreceptoras e especializacfes apicaignite ao espaco vitreo,
constituindo uma densa camada de microvilosidad®y.(Pode-se observar
a dupla camada da retina (porcao periférica, préxancornea). SCl e SCII:
segmentos apicais das células sensoriais do gpaol tipo 1I; NSCI, nacleo
da célula sensorial tipo I; NCP, ndcleo da céluigmentada; M,
mitocondria; V, vesicula; REL, reticulo endoplasioatiso.
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Figura 15. Eletromicrografia das especializacbasn@rovilosidades, das CSI
de M. abbreviatus A. Observam-se duas faixas de microvilosidade¥)(M
uma faixa de microvilosidades entremeadas juntiindte apical do epitélio e
outra faixa, mais estreita de microvilosidades haldas. B. Observam-se
bifurcagfes (setas brancas) nas microvilosidadesti@da estreita, que limita
a cavidade interna do olho. Estas microvilosidaaleshadas projetam-se de
forma retilinea a partir das CSl, independentesndasovilosidades dispostas
em pilhas. Os feixes de microvilosidades dispostospilhas estdo orientados
em duas direcdes distintas. C. Detalhe das “pildasticrovilosidades (MV)
intercaladas com as microvilosidades retilineasfqueam a camada estreita
limitante. As setas indicam uma junc¢ao do tipo dessoma (A e C).
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Figura 16. Eletromicrografia de um detalhe da pongéis apical do dendrito
de uma CSI deM. abbreviatus mostrando o feixe de microvilosidades. As
setas indicam juncdes nas paredes entre as cétultdiguas.

Figura 17. Eletromicrografia dos distintos segmentpicais da célula
sensorial do tipo | deM. abbreviatus A. Pode-se observar microtubulos
orientados axialmente. B. Formato cilindrico dornsegto apical de uma SCI.
M, mitocéndria; REL, reticulo endoplasmatico lisat, microttbulos.
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Figura 18. A. Eletromicrografia da area perinucldamuma célula sensorial do tipo | da
retina de M. abbreviatus. B. Detalhe das estrutpesimucleares de SCI. NCSI, nucleo
da célula sensorial do tipo I; M, mitocondria; Geaeelho de Golgi; REL, reticulo
endoplasmatico liso; RER, reticulo endoplasméaticypso; S, secretor; v, vesiculas, L,
lisos.
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Figura 19. Eletromicrografia da camada nuclear edsna deM. abbreviatus A.
nacleos das células sensoriais tipos | e |l e daa@igmentada. B. nlcleos das
células sensoriais. Observe o nucleo eliptico da cétula sensorial do tipo | (A)
comparando com o nucleo redondo (B). NCSI, nudkeoélula sensorial do tipo I,
NCSII, nucleo da célula sensorial do tipo II; N@Bg¢cleo da célula pigmentada; N,
nucléolo; eR, reticulo endoplasmatico; v, vesiculasetas, heterocromatina
localizada; REL, reticulo endoplasméatico liso; RERticulo endoplasmatico
rugoso; M, mitocondria; G, sistema de Golgi.
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Figura 20. A. Eletromicrografia da retina de M. wdatus, mostrando as
microvilosidades das células fotorreceptoras do tig os cilios de uma célula
sensorial tipo Il. B. Detalhe das projecfes cibgi@) a partir do dendrito da CSII.
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Figura 21. Eletromicrografia da retina t# abbreviatusna camada dos ndcleos da
CSII. NCSiI, nacleo da célula sensorial do tipoNICP, nlcleo da célula pigmentada;
P, granulos pigmentados; M, mitocéndria; REL, rddcendoplasmatico liso; RER,
reticulo endoplasmatico rugoso.
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Figura 22. Eletromicrografia da retina centralMeabbreviatus mostrando parte das
camadas pigmentada, nuclear e plexiforme. NCSdleoida célula sensorial do tipo lI;
NCP, nucleo da célula pigmentada; N, nucléolo; Pangjos pigmentados; M,
mitocdndria. As setas indicam feixes de projec@ssagtlulas sensoriais.

Figura 23. Eletromicrografia da retina Bl abbreviatuscamada nuclear, mostrando
projeces de CSIl em direcdo a camada plexiforeta)sAsterisco, projecdo axonal.
NSCII, nucleo da célula sensorial tipo Il; NCP, ledcda célula pigmentada; CP,
células pigmentadas; P, granulos pigmentados.
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Figura 24. Eletromicrografia da retina de M. abbatis. A. Neurito (asterisco) de
uma célula sensorial. Os neuritos podem emitir arBo Limite da camada nuclear
com a camada plexiforme, mostrando projecfes ddasésensoriais (asterisco). C.
Regido basal da camada plexiforme. SCI, célulacsihsdo tipo I; SCII, célula
sensorial do tipo Il; M, mitocbndria. PG, granulpigmentados; *, processos das
células sensoriais.
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Figura 25. Eletromicrografia da retina Ne abbreviatusno limite entre as camadas
fotorreceptiva e nuclear, mostrando nucleos aloogadm aparéncia de célula glial
(setas). SCI, célula sensorial do tipo I; SCllukensorial do tipo Il
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Figura 26. Fotomicrografia do olho ti& abbreviatus As setas brancas indicam
fiboras com imunorreatividade a serotonina na retinaolho direito (superior) e
esquerdo (inferior) de dois animais distintos.
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Figura 27. Fotomicrografia do olho dé. abbreviatusapds tratamento com
acido perférmico, mostrando elementos imunorreatigoserotonina na retina
(setas).
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Figura 28. Fotomicrografias do olho dd. abbreviatus.A. Fibras
imunorreativas (setas) para GFAP. B. Fibras cormomeatividade (setas)
apos tratamento com &cido performico. Escalas2@pm; B = 10 um.
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DISCUSSAO

Os olhos dos gastropodes tém sido descritos quargna morfologia e quanto a sua
participacdo no controle circadiano (OLSON et B985; HATTAR et al. 2002). As funcbes da
visdo no controle do comportamento desses animatietanto, tém recebido menos atencao. Uma
das funcdes atribuidas a visdo dos gastropodedoéotaxia ou orientagcdo da locomocdo em
resposta ao estimulo luminoso (HAMILTON & WINTER8® HAMILTON 1991 apud CHASE
2002).

Quanto ao papel dos olhos na visdo, no sentida@®oionar a resolugdo das imagens,
ainda merece maior investigacdo. Os caracois eakedsrrestres sdo frequentemente descritos
como possuidores de olhos rudimentares que difementuz e sombras e um nivel geral de
luminosidade, especialmente para as espécies diohamoturnos (ZIEGER & MAYER-
ROCHOW, 2008). As analises estruturais tém refargsa opinido dos olhos de moluscos serem
adaptados apenas a deteccdo de mudancas na iatkensid luz (LUCHTEL et al., 1997).
Considerando que se o principal papel dos fotopteces de um molusco terrestre noturno seja
monitorar a distribuicdo de luz e de sombras paemtar o animal na busca por refugios escuros,
esses animais ndo necessitariam perceber imagé@essnE possivel, ainda assim, diferenciar os
olhos entre as diferentes espécies de moluscosodgoacom variagdes interespecificas de habitos,
como mais ou menos tolerantes a luz (EAKIN & BRANNIBBJRGER,1975).

Oswaldo-Cruz e Bernardes (1982) ja& haviam desaitolho da espécie de caracol
Strophocheilugde familia relacionada a Megalobulimidae) comsspindo olhos do tipo camera,
com lente ovoide, cérnea transparente e retinagrggda formada por um tipo de fotorreceptor e
estruturada em quatro camadas: fotorreceptora,guitan nuclear e fibrosa. A andlise apenas em

nivel éptico levantou duvidas sobre algumas quesi@e o presente trabalho buscou resolver.
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O olho deM. abbreviatuspossui um diametro levemente menor (352,1 + 5§ o de
Strophocheilug420-450um). O génerdStrophocheiluscaracteriza-se por apresentar dimensdes
maiores da concha (BECQUAERT, 1948), o que pod#igss a diferenca encontrada. Relacdes
entre dimensfes oftalmicas e tamanho corporal edatadas em humanos (WONG et al., 2001),
mas essa relagcdo ndo é uma regra, nem sempre radeonts diferentes espécies de animais
(HOLLINGSWORTH et al. 2007).

O olho deStrophocheilusesta envolvido por uma fina camada de tecido cin, com
algumas fibras musculares inseridas (OSWALDO-CRUZ BERNARDES, 1982). Ao
microscopio eletrénico encontramos fibras de caldgea capsula do olho ddegalobulimus
revelando uma estrutura mais densa e resisterqeala descrita para o olho 8&ophocheilusA
presenca de fibras musculares junto ao envoltabaixo da camada plexiforme é bem marcante
emM. abbreviatus

A estrutura da cornea como uma camada Unica d&asdgrismaticas, translicidas, e uma
Unica camada fina de células epiteliais com umea teloragéo, formando o limite externo do olho,
parecem ser caracteristicas bem estabelecidaapataneas dos moluscos terrestres. (BULLOCK
& HORRIDGE, 1965). Apesar da relacdo estruturateentepitélio (ou tegumento) e a cornea ser
muito intima, bem aderida, h& observacdes em mmysgimonados de que esta distancia entre o
tegumento e a cornea poderia variar (GAL et al0420Este ajuste poderia ter um efeito sobre a
distancia focal, aumentando a diferenca do indéiceeftacao entre o ar e a cOrnea nos gastropodes
terrestres (LAND 1984 apud GAL et al. 2004). A espga da cornea dé. abbreviatusé muito
similar a deStrophocheilug devem ser similares a de outros moluscos puldosni@rrestres, que
sdo consideradas de maior espessura do que agesespaicaticas para, provavelmente, obter uma

maior protecao contra a dessecacao no ar (BOBKQ\&A,2004a)
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Diferente deStrophocheilusa lente deM. abbreviatusndo é elipsoide ou ovoide, mas
esférica. A consisténcia da lente Ne abbreviatusparece ser similar a dstrophocheilus
seccionavel na dissecacdo (OSWALDO-CRUZ & BERNARDE®?2). Apesar de ainda ndo estar
claro como se estrutura a fixacédo da lente, est@rgeé encontrada bem aderida ao limite posterior
da cérnea e mantida afastada da retina por um @sfmcimensdes constantes, preenchido por
uma substancia transparente, que é denominadagnanae corpo vitreo nos animais vertebrados.
A lente fixa, como a encontrada elh. abbreviatus parece ser uma condicdo comum aos
gastropodes pulmonados (BOBKOVA et al., 2004a) esmo para os gastropodes em geral, que
nao possuiriam portanto a capacidade de ajusté pocanudanca do poder de refracdo da lente
(GAL et al. 2004), como as lentes dos vertebraids. entretanto, uma referéncia de musculos
cornealis em Littorina littorea (gastropode prosobranquio) que permitiia a acogéaa
(NEWELL, 1965).

Lentes esféricas tém sido descritas nos olhossaalBeroceras agrest¢ZIEGER et al.
2009) e dos caracois terrestrekeljx aspersaEAKIN & BRANDENBURGER, 1967bAchatina
fulica, BOBKOVA et al., 2004a). A lesmArion rufuspossui uma lente ovoide com o eixo maior
coincidente com o eixo optico (ZIEGER et al. 20G8),como emStrophocheilugOSWALDO-
CRUZ & BERNARDES, 1982). O poder de refragdo daderos caracois terrestres € considerado
o fator mais importante em termos Opticos do quelagdo entre o tegumento e a cornea. Gal e
colaboradores (2004) questionam a premissa geretalide que os gastropodes terrestres teriam
visdo pobre, servindo apenas para fototaxia. Ossotte Cepaea nemorali® Trichia hispida
indicam uma capacidade para registrar angulos uheirihcdo e ndo apenas o nivel de luz do
ambiente. As lentes destes caracois terrestresd@tomogéneas (estas possuem um gradiente
radial de indice de refracdo, que pode ser obsempaduma intensidade de coloracdo diferenciada

no centro em relacdo a periferia da lente), quateeesm um poder de resolugdo maior do que uma



56

lente homogénea de mesmo tamanho e formato (GAL 2004). Entdo, independente do formato
da lente, a qualidade da imagem produzida poderiamsrigida para a aberracéo esférica, o que &
possivel quando uma lente ndo é homogénea. Mesmeéenédo sido realizadas até o momento
medidas da dioptria e dimensfes da lentdveEgalobulimus abbreviatys formato esférico e uma
homogeneidade na distribuicdo do corante por to@ata indica possivelmente um poder menor
de resolucao pelo olho desta espécie, comprometendpacidade de formacdo de imagem nitida.
Entretanto, diferente de outros pulmonados tegeZIEGER & MEYER-ROCHOW, 2008), a
presenca de separacao entre a lente e a retiivd alvbreviatuse a manutencao deste espaco com
substancia vitrea, indica a presenca nesta espéciem requisito 6ptico importante para a
obtencdo de formacdo de imagem por este olho.dsg@co vitreo permite uma maior distancia
focal emM. abbreviatusdo que em espécies de moluscos de menor portguenos olhos séo
menores e com pouco ou nenhum espaco entre glantetina.

A retina deMegalobulimus abbreviatusossui formato e constituicdo similar a tdelix
aspersa, Limax flavug Strophocheilussp. (BRANDENBURGER, 1975; KATAOKA, 1975;
OSWALDO-CRUZ & BERNARDES, 1982): em forma de célicgo-invertida, constituida por
dois tipos de células que possuem especializagiiesisacom microvilosidades e alguns cilios,
junto ao corpo vitreo, e por neuritos que se paojeta direcdo basal do tentaculo. Estas células e
os demais elementos da retina organizam-se emoqcatnadas: fotorreceptora (ou microvilar),
pigmentada, nuclear (ou somatica) e plexiforme fibtbsa). Assim como nestas espécies de
moluscos terrestres, a retina centralMieabbreviatusndo mostra “fossa” ou depressao, como é
descrito para os basomatoforos (BABAOKA et al.,200Alguns moluscos pulmonados possuem
retina acessoria, separada anatomicamente da peintgpal, como foi descrito patamax flavus
(KATAOKA 1977) e Achatina fulica(TAMAMAKI & KAWAI 1983). O olho de M. abbreviatus

nao apresenta retina acessoria. Sua retina € dssesp variada entre a porgdo central e a
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periférica, proximo a cornea, ainda mantenha atitoiggio similar em toda a sua extensdo. Como
a espessura da camada microvilar parece ser o c@mjgoque mais varia entre os diferentes graus
da retina, pode-se supor que a espessura varigdanderferir na resolugdo da imagem.

As células sensoriais fotorreceptoras sdo os el@®eda retina mais internos, junto a
substancia vitrea. El. abbreviatussdo evidentes dois tipos de células sensoriaibagroom
especializacdes direcionadas para a lente. O tiponl pouco mais numeroso, com citoplasma
moderadamente eletrodenso e com emissdao de nummearoseovilosidades dispostas de duas
formas distintas. As microvilosidades que se sitjiamo ao limite apical do corpo celular estédo
dispostas em dois principais eixos que se suceftmmando “pilhas” de microvilosidades ou
tubulos sobrepostos. Esse € o principio estruttoal rabdémeros, comumente descritos nos
fotorreceptores, ou células retinulares, dos amlép (ARBAS et al., 1997). Os pigmentos
fotossensiveis das células retinulares estdo nasbrasas dos rabdémeros. Os rabdémeros
também sdo microvilosidades, mas dispostas de foraig compacta que a encontrada nas células
do tipo | deM. abbreviatusO aspecto semelhante aos rabdémeros dos artgped®ite propor
que os pigmentos fotossensiveis dos fotorrecepti®bkegalobulimugpossam estar, por analogia,
na membrana celular das microvilosidades das c&hdasoriais do tipo .

As células sensoriais do tipo Il ddegalobulimus abbreviatuspresentam, além das
microvilosidades, mais de um cilio por célula. Halix aspersaelas possuem no maximo um
cilio e supds-se que tal estrutura desempenhe pmuoenhum papel na fotorrecepcédo. A funcao
pode ser proporcionar uma resposta a sombra owptaduzir impulsos neurais espontaneos no
escuro em uma fase do ritmo circadiano (em geraloaro) ou, ainda, contribuir com a circulagéo
de nutrientes e compostos que participam da fotsdiacdo (BRANDENBURGER, 1975). Zhukov
e colaboradores (2006) propdem que ha apenas ondéidotorreceptor na retina d@viparus

viviparus (de tipo misto que contém cilios e microvilosidgde que haveria igual probablidade
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para cilios e microvilosidades funcionarem comomelaetos fotorreceptivos. Nao temos
conhecimento de outros estudos que determinemopiéiras espécies de moluscos se os cilios ou
as microvilosidades (ou ambos) sdo os elementasdensiveis dos fotorreceptores. Sem uma
defini¢ao fisioldgica, optamos por denominar eslizas células diferenciadas, tipo | e tipo Il, como
sensoriais. Mas a extensa area de superficie dasvibsidades das células sensoriais | dispostas
perpendiculares ao feixe de luz sustenta a funedotdrreceptor que propomos para esta célula da
retina deM. abbreviatus, analogo ao tipo rabdomérico dos attép. A presenca de cilios na
célula sensorial Il, e 0 pequeno nimero de micpsidades que ndo estdo dispostos como um
rabdémero, ndo permite que a CSIl seja denominadatdrreceptor do tipo rabdomérico, ainda
que talvez também possa desempenhar uma funcaoefmptora nesta espécie, como 0s
fotorreceptores ciliados dos vertebrados. Regidfoatividade elétrica dos fotorreceptores de
Limax flavusindica que um destes opera no escurecer, enggaeto outro tipo atua sob luz mais
intensa (SUZUKI et al. 1979). Entretanto, diversogros estudos com registros da atividade de
fotorreceptores de muitos gastropodes revelam apgma faixa de sensibilidade espectral (480 —
505 nm de comprimento de onda), sugerindo que enogefuncionais existiria apenas um tipo de
fotorreceptor nos gastropodes (DENNIS, 1967; GILYARD74; CHERNORIZOV et al., 1994).

Os fotorreceptores com microvilosidades, do tipddomérico dos invertebrados,
despolarizam em resposta a luz e os fotorreceptora<cilios, dos vertebrados, hiperpolarizam em
resposta a luz (FERNALD, 2006). Estudos posteriaresstraram que em alguns cordados
primitivos os fotorreceptores rabdomeéricos geraraspostas hiperpolarizantes (ZHUKQV et al.,
2006). Respostas despolarizantes e hiperpolarizafiteam percebidas nos fotorreceptores
rabdomeéricos do molusddmax scabradependendo da intensidade da luz e estado deagéapt
(NASSI, 1991 apud ZHUKOV et al., 2006). BPacten irradiansem que também séo descritos 0s

dois tipos de fotorreceptores, com cilios e os ooigrovilosidades, para os quais sao descritas
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respostas hiperpolarizantes e despolarizantes gmost& a luz, respectivamente (McCREYNOLDS
& GORMAN, 1970; MPITSOS, 1973). Estudos em elesiofogia na retina, ou até mesmo um
eletrorretinograma, do olho déegalobulimus abbreviatu®rnariam possivel avaliar as respostas
elétricas produzidas pelas células sensoriais itiadas e ciliadas.

Para o gastrépodeimax (ver quadro comparativo dos tipos celulares neaduicdo), ha
estudos indicando que as vesiculas das célulasrg@agio tipo | sdo irregulares e responsaveis
pela visdo do verde; outros componentes além ddeygrovavelmente raios infra-vermelhos,
estariam sob o controle das vesiculas das célalasosais do tipo Il (NEWELL & NEWELL,
1968 apud KATAOKA, 1975). De qualquer forma, ososipcelulares, | e Il, encontrados em
Megalobulimus abbreviatusdicam uma maior sensibilidade a luz do tipo legluem relacdo ao
II, considerando que o feixe maior de microvilosieys, mais denso e com maior area de
membranas perpendiculares ao feixe de luz pernmta absorcdo mais eficiente de luz pelas
células sensoriais | em relacéo ao tipo Il.

Schwalbach e colaboradores (1963) propuseram queglaks sensoriais da retina do
caracolHelix pomatiasdo neurdnios multipolares. A partir de nossosdest, entendemos que
ambas as células sensoriais da retinlegalobulimus abbrevatudevem ser classificadas por seu
aspecto morfolégico como neurdnios do tipo bipgarque apenas um prolongamento (axénio)
deixa o corpo celular em direcdo ao nervo optico.

Na camada nuclear da retinaMegalobulimus abbreviatusncontramos os nucleos de dois
dos trés tipos celulares — fotorreceptores do Higode células pigmentares, evidenciando forma
esferoide ou ovoide, sendo essa a classica desa&gdua aparéncia nos gastropodes. O nucleo
das células sensoriais | posiciona-se mais camirabitélio, ocupando uma faixa mais apical neste
epitélio do que as células sensoriais I, e possusnformato mais alongado ao longo do eixo

longitudinal da célula que os demais nucleos. Oslend das células sensoriais Il, mais
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arredondados, coincidem com a camada pigmentarosicipnam-se levemente basal a estas
células pigmentares. Efamax flavus,os nucleos das células fotorreceptoras do tipestéo
localizados mais apicalmente em relacdo aos nudasscélulas fotorreceptoras do tipo | e os
nucleos das células pigmentadas estdo localizadgos basalmente (KATAOKA, 1975). Em
Achatina fulica,observa-se uma disposi¢ao similar dos nucleo$adogeceptores do tipo Il mais
apicais que as células pigmentadas e que os nimbsoftorreceptores do tipd BOBKOVA et

al., 2004b).

Em Megalobulimus abbreviatusdo visualizamos células ganglionares e nem fiteartios
sinapses na retina, diferente do que foi descsdta ps lesmalsimax (KATAOKA, 1975) eArion
rufus (ZIEGER et al., 2009). Nos pulmonados aquétitgmnaea staganali® Planorbarius
corneusforam descritas terminacdes de projecOes axori@aisntes de neurdnios dos ganglios
cerebrais na camada plexiforme da retina dest&siespZHUKOV et al., 2006).

Na retina deMegalobulimus abbreviatugbservamos uma Unica membrana limitante, a
qual pode ser formada por processos de céluldas.dghai encontrada imunorreacdo GF& nas
camadas basais da retinaMeabbreviatus Faz-se importante observar a imunorreacdo a GFAP
sob microscopia eletrénica, para podermos cor@taciesta marcacdo relacionada a GFAP com
os tipos celulares encontrados na retindd@bbreviatusNao foram encontrados trabalhos que
relatassem identificacdo por imunorreatividade aABBEM retina de gastropodes, entretanto foi
relatada a presenca de células gliais na formante hainha na porcéo inicial do nervo optico,
junto a sua origem na retina dgmnaea stagnaligBOBKOVA et al.,, 1998). Nos moluscos,
encontramos citacdo de marcacdo a GFAP por imwreB8géncia apenas em lobo optico de
Octopus vulgarifCARDONE & ROOTS, 1990). Encontrou-se imunorradade a GFAP em
retina do caranguejdcides cordatugDA SILVA et al, 2004). As funcdes das célulasaglina

retina dos insetos estdo melhor estabelecidas as eslacionadas com a manutencdo do
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metabolismo oxidativo aumentado durante a fotovegddcdo dos neurdnios sensoriais
(TSACOPOULOS et al., 1988).

A retina deM. abbreviatusambém demonstrou imunorreatividade a serotopao nédo
encontramos sinapses na camada plexiforme, estedoegode estar presente nas projecoes dos
fotorreceptores presentes nesta camada, antessdgEeem pelo nervo Optico. Propbe-se que na
retina dos caracois pulmonados aquaticgmnaea stagnali® Planorbarius corneuyschegam
terminacdes de fibras eferentes cerebrais conteadwonina, que atuaria como moduladora do
estado de sensibilidade a luz dos fotorrecept@idt/ KOV & TUCHINA, 2009).

Os olhos bem estudados dos cefalépodes contéiicalosd, catecolaminas e serotonina
(LAM et al, 1974). Outro molusco em que a neurodeéndo olho tem sido bem estudada € o
gastropode marinhbermissendaTem sido proposto que a acetilcolina seria ocjpal mediador
dos fotorreceptores (HELDMAN et al., 1979; KATAOK& al., 1987). Em outras duas especies
de gastropodes marinhdsplysia(COLWELL, 1990) eBulla gouldiana(MICHEL et al., 2000), a
serotonina € encontrada apenas em fibras com safames que invadem a cépsula conjuntiva do
olho, oriunda, provavelmente, do ganglio cerebit®. forma que existem apenas citacbes da
serotonina como mediador eferente do olho nos motuga estudados. Erdelix, as fibras
aferentes sdo encontradas sobre uma musculatustéerdri junto a capsula Optica e foram
consideradas responsaveis pela mudanca no forraithd, possibilitando a regulacéo de foco na
retina (MORTENSEN & EAKIN, 1974), mas encontramegeréncias sobre uma possivel natureza
serotoninérgica para esta inervacdo. B abbreviatusforam encontradas inameras fibras
musculares junto a capsula do olho, mas néo idEantibs, nas sec¢des observadas, sinapses junto
a essas fibras. Como a imunorreacdo a serotoni@acontramos no olho dé. abbreviatus
estava apenas junto da capsula de conjuntivo, rE@@anais basal da retina, € provavel que esta

seja oriunda de fibras extrinsecas ao olho. Apdeando terem sido encontradas sinapses na
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camada plexiforme, ou na muscular adjacente, taigdes serotoninérgican passanpodem
estar presentes sem, no entanto, constituir coseg§gecializadas como sinapses. De qualquer
forma, nos espécimes e abbreviatusanalisados, de cujos olhos foram feitas sec¢cOedinls e
eletromicrografias, ndo ficaram evidentes tais teagbes com vesiculas eletrodensas como se
descreve para as vesiculas contendo serotonina ARKKR et al, 1987). Como € proposto um
papel modulador para esta serotonina exdgena (CQILWHE990; ZUKHOV & TUCHINA,
2009), talvez algumas condi¢cbes diferenciadas eoseespécimes utilizados nas imuno-
histoquimicas e os destinados a analise ultratesttu possam ter contribuido para esta
divergéncia, entre o achado Optico e o ultra-astalitE possivel, também, que o aporte de fibras
serotoninérgicas ao olho seja pequeno, de formaégomis identificavel em sec¢des de maior
espessura (5Am para a imuno-histoquimica) do que nos corteg-filtios. Um controle melhor
também da hora do dia em que o material for fixedobém pode estar por tras da diferenca
encontrada, ja que tem sido atribuido um papel edrilacdo do fotoperiodo pela serotonina

(CORRENT & ESKIN, 1982; TAKAHASHI et al., 1989).
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CONCLUSOES

Os resultados indicam que o olhoMegalobulimus abbreviatugermitiria a formacao de
uma imagem de muito pouca resolucéo, pois a lesféiea fixa tem aspecto homogéneo (o que
dificulta a formacdo de imagem), mas esta afastiadeetina por um espaco (corpo vitreo) que
parece ser até maior nesta espécie, em relacéoos caracois pulmonados de menor porte, 0 que
poderia auxiliar no foco.

Existem na retina d&1. abbreviatusduas células com caracteristicas sensoriais, mas a
célula sensorial | parece ser a principal candidatatuar como fotorreceptor com maior
sensibilidade fética, representando o tipo rabda@oéle fotorreceptor.

Na retina ha, ainda, a presenca de células pignesntdm namero menor de pigmentos na
retina deM. abbreviatuse a localizacdo mais basal destas células, naodsstlispostas entre as
células fotorreceptoras, podem estar associadosocl@bito noturno e a uma possivel tolerancia
menor a luz desta espécie.

Os fotorreceptores dd. abbreviatugprojetam-se diretamente ao nervo optico, semzagali
sinapse. A auséncia de interneurdnios e de cégaaglionares indica uma organizacao retinal
mais simples, de forma que a integracao do sined deorrer nos ganglios cerebrais.

A imunorreatividade a GFAP na retina de um molugastropode foi descrita pela primeira
vez no presente trabalho. A presenca de célulass glinto & porcédo basal da retina confere com a
identificacdo ultra-estrutural de células com aspgtal.

A presenca de serotonina-imunorreativa junto awtamonjuntiva do olho pode ser oriunda
de projecOes dos ganglios cerebrais. Esta hipatesece ser confirmada com imuno-histoquimica

em nivel ultra-estrutural e também por marcacaeragtada a partir de projecdes cerebrais.
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