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Feswure

O caracolMegalobulimus abbreviatus € uma espécie terrestre, com preferéncia por
lugares protegidos, Uumidos e possui habitos nosurburante fases de baixa umidade
atmosférica, este caracol costuma enterrar-se,emamise retraido em sua concha, cuja
abertura permanece fechada por um envoltério mucdsm este comportamento o animal
evita a perda excessiva de agua durante o peridstivacdo, mas enfrentara o problema da
reduzida disponibilidade de oxigénio. Devido a slta taxa de consumo de oxigénio, o
cérebro € um dos primeiros orgaos afetados na anBrguanto algumas poucas espécies de
vertebrados, e um numero maior de invertebradosiermo sobreviver por periodos
prolongados sem oxigénio, o0 mesmo nao se verifioa mamiferos e 0s eventos
degenerativos ocorrem tao rapidamente apos cessgirimento de oxigénio que dificulta o
entendimento de todas as sequéncias de mudaneasverttos bioquimicos e fisioldgicos que
possam estar ocorrendo. Existe consideravel irgenea compreensdo dos mecanismos que
promovem a tolerancia dos organismos a falta dgéoxd, uma vez que a hipdxia-isquemia é
a principal causa de lesdo tecidual cardiaca ebi@reNeste trabalho, foram utilizados
animais divididos em grupos e submetidos a tempo8hde 12h de anoxia, seguidos de 2
tempos de reoxigenacdo: 15h e 14 dias. Apés o iexpeto, os ganglios cerebrais foram
obtidos e seccionados em ultramicrétomo, seguidanddise em microscopio eletrénico de
transmissao. Grupos controles apresentaram nuateedondados, com cromatina dispersa,
aspecto homogéneo, citoplasma eletrollcido e olgmmem caracteristicas normais. Grupos
com 3h de anoxia apresentaram nucleos edematasoscandensacdo de cromatina, com
Membrana Nuclear (MN) integra. O Reticulo Endopksto Rugoso (RER) apresentou
cisternas claras e poucos ribossomos livres, o Gxmmle Golgi (CG) claro e com poucas
vesiculas, Mitocondrias (M) pouco visiveis e MemlardPlasmatica (MP) vacuolizada. A
Célula Glial (CGI) mostrou condensacao de cromatihgrupo de 3h de anoxia com 15h de

recuperacdo apresentou uma diminuicdo no edema,ribessomos no interior do RER e
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vesiculas entre as cisternas do CG. As M apresesgarescuras e conteudo pouco
visualizado. A MP continua vacuolizada e a CG| acoesmo aspecto do grupo 3h. Com 14
dias de recuperacédo, os neurbnios apresentarandigpersdo da cromatina e MN integra.
Grande namero de ribossomos dispersos pelo citopl@asno RER. O CG tem suas cisternas
dilatadas, e inUmeras vesiculas nas suas proxiesdé&s¢ M permanecem como no grupo 15h
de recuperacdo. Observou-se também interacdo daddsh MP, formando vesiculas com
conteudo. O grupo submetido a 12h de anoxia apgmséambém ndcleo edematoso, com
condensacao de cromatina e MN integra, porém neamuctada devido ao conteudo nuclear
na periferia do nucleo. Citoplasma com grande ndanue ribossomos e RER. O CG
apresenta poucas cisternas e vesiculas proximas. @€ M pouco observadas e a MP
apresenta interacao glial como no controle. O gagwo 15h de recuperacdo mostra o nucleo
granuloso, com algumas invaginacdes na MN. RER cisternas estreitas e poucos
ribossomos, assim como o CG com poucas vesicutadl Ao facilmente detectadas e em
grande numero. CGl semelhante aos demais gruposm ©Cb dias de recuperagdo, 0S
neurdnios ja possuem caracteristicas do controfe,grande quantidade de ribossomos livres
e CG dilatados com muitas vesiculas. As M aparezmno no grupo 15h recuperado e a MP

apresenta-se como no controle.
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Modelo experimental: o caracolMegalobulimus abbreviatus

As condicdes ambientais nas quais 0s animais estfostos podem ser fatores
limitantes para sua vida, fazendo com que sejamngedsidas estratégias que garantam sua
sobrevivéncia, como esquiva, tolerancia e dormé&BiROOKS & STOREY, 1997). O Filo
Mollusca inclui animais como mariscos, ostras, ps)Mulas e caramujos e constituem o
maior filo de invertebrado além dos artrépodosakestidido em sete classes, sendo a Classe
Gastropoda a que obteve maior sucesso, devido rdegraariedade de habitats que
conquistou. A sub-classe Pulmonata teve a cavidad®anto convertida em um pulmao, €
nesta sub-divisdo que esta inserido nosso modgleriexental, o caracd\Wegalobulimus
abbreviatus (RUPPERT & BARNES, 2005)

O caracolMegalobulimus abbreviatus € uma espécie terrestre, com preferéncia por
lugares protegidos, umidos e possui habitos nosurburante fases de baixa umidade
atmosférica, este caracol costuma enterrar-se,emamise retraido em sua concha, cuja
abertura permanece fechada por um envoltério mucdsm este comportamento o animal
evita a perda excessiva de agua durante o periedestivacdo (JAEGER, 1965), mas
enfrentara o problema da reduzida disponibilidaglexdgénio.

O sistema nervoso do caracol é formado por onzgliggdnum par de ganglios bucais,
localizados anteriormente; um par de ganglios cargljdorsal ao esdfago), um par de pedais
(anterior ao esodfago), um par de pleurais, um papatietais e um dnico ganglio visceral
(posterior ao es6fago) (ZANCAN, 1994; ZANCAN, 199&stes ganglios formam um anel
periesofagico. Este estudo esta focado no gangtebcal, mais complexo, que é dividido em
trés areas: pro-cérebro, mesoceérebro e metacgi€bSE, 2002). O metacérebro também

tem sido chamado de pos-cérebro (BULLOCK & HORRIDGE65), sendo que esta divisdo
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subdivide-se em trés lobos: pedal, pleural e camas$ZANCAN et al, 1994; ZANCAN et

al, 1997).

-

Figura 01. Organizacdo do sistema nervoso centoalcaracol Megalobulimus
abbreviatus. A: Representacdo esquematica dos ganglios que censtid sistema nervoso
central. AC, artéria cefalica; BB, bulbo bucal; Giodrpo dorsal; EA, es6fago anterior; PA,
ganglios parietais; PE, ganglios pedais; PL, gasgparietais; V, ganglio visceral. Os
ganglios bucais (B), cerebrais (C) e o complexogtianar subesofageal (S) estdo unidos
entre si pelos conetivos neurais cérebro-bucalc@rgbro-pedal (2) e cérebro-pleural ).
Esboco de um caracol pulmonado, vista lateral cempés estendidos, para a visualizacao das
posicoes relativas dos ganglios bucais (B), ceieb(@) e do complexo ganglionar
subesofageal (S). Orientacdo da figura: D: dor¥alyventral, P: posterior, A: anterior
(ZANCAN, 1996).

Diversos estudos vém sendo realizados com estesomoltom relacdo a nocicepcao
(ACHAVAL et al, 2005; SWAROWSKY et al, 2005; KALIIGASPAR et al, 2007; RIGON

et al, 2009), alteracdes morfologicas no ciclo wdptivo (HORN et al, 2005), metabolismo
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do sistema nervoso central sob anoxia e reoxigen@®B FRAGA et al, 2004; DE FRAGA,
2007 tese; DE FRAGA et al, 2010), caracterizacaaélelas gliais (DOS SANTOS et al,
2002; DOS SANTOSa et al, 2005; DOS SANTOSDb et @052, caracterizacdo da concha
(FARINA & ANDRADE, 2003), plexo e musculo pedal (E€IONI-HEUSEREet al, 1999;
FACCIONI-HEUSER et al, 2004), vascularizacdo e barreira hemolinfa-neucalsigtema
nervoso (NOBLEGAet al, 2006), ultraestrutura de 6rgéos sensoriais (DALARIR004), de
musculos e proteinas contrateis (RIGANMNI, 2009) e da glandula corpo dorsal (MORA&S
al, 2010).

De maneira especifica, os efeitos da anoxia e pasteoxigenacao por diferentes
periodos sobre o sistema nervoso central do cakéegdl obulimus abbreviatus, vém sendo
estudados por este grupo de pesquisa. De Fraga)(20talisou o metabolismo de
carboidratos no sistema nervoso deste animal,éxtrde analise bioquimica e histoquimica,
verificando concentracdes de glicose livre, glicbeenolinfatica, glicogénio e da enzima
glicogénio fosforilase. Em trabalho posterior, e®04£2 0 mesmo autor analisou outras
variaveis relacionadas ao metabolismo, assim cotivdades enzimaticas, verificando
reducao nas atividades e possivel ativacéo de nsetanle depressao metabdlica.

Em uma analise morfoldgica inicial (dados ndo maolos) realizada nos géanglios
cerebrais deMegalobulimus abbreviatus, observa-se, em nivel éptico, uma nitida alteracao
estrutural nos neurdnios dos animais submetido®xiaexperimental, como um aumento do
volume celular, porém sem a subsequente rupturdbesatdo dos conteudos celulares,
conferindo um aspecto de "aparente” reversibilid@ideuperacdo do aspecto celular basal)
dessas alteracdes nos animais em que foi permétidacuperacdo pos-anoxia. Parece
surpreendente que quase inexistam estudos nasessfmderantes a anoxia que identifiquem
as alteracbes celulares que caracterizam uma éundle lesdo ou alteracdo reversivel

compativel com o carater de tolerancia a condiedésicas que € atribuido a esses animais.
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A vantagem adicional dos moluscos para este tipabdedagem € o fato destes possuirem
neurénios de grande tamanho ou agrupamentos néurfagdmente identificaveis entre os

ganglios dos diferentes individuos (CHASE, 2002Jue facilita uma analise comparativa

morfofuncional tanto qualitativa como quantitatpera diferentes tratamentos.
Efeitos da falta de oxigénio sobre o tecido neural

Devido a sua alta taxa de consumo de oxigénioyebog € um dos primeiros 6rgaos
afetados na anoxia (NILSSON & LUTZ, 2004). Enquaatgumas poucas espécies de
vertebrados, e um numero maior de invertebradosiermo sobreviver por periodos
prolongados sem oxigénio, o0 mesmo nao se verifioa mamiferos e 0s eventos
degenerativos ocorrem tao rapidamente apos cessgrimento de oxigénio que dificulta o
entendimento de todas as sequéncias de mudaneasverttos bioquimicos e fisioldgicos que

possam estar ocorrendo (LUEZal, 1984).
Apoptose e Necrose

Em toda a vida adulta, células do sistema nervesondmiferos (e provavelmente
similar em outros organismos) morrem por variosangmmos de morte celular programada.
Um destes processos € a chamada apoptose, ammaesotlada. Algumas mudancas
morfologicas podem ser observadas na apoptosejridol encolhimento da célula, formacéo
de bolhas no citoplasma, fragmentacdo nuclear edetmacdo de cromatina, sendo
preservadas estruturas como as mitocondrias eloetiendoplasmaticos (SIEGEL, 2006).

Outro processo de morte celular € chamado de reeceomeste também ocorrem

alteracbes morfolégicas importantes, tais comohago celular, desarranjo de estruturas
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como mitocondria e reticulos, perdendo duas funed®snpimento da membrana nuclear. A
necrose diferencia-se da apoptose pelo fato deagpemeira ocorre apo6s danos fisicos
traumaticos e acidente vascular cerebral, ondelgrpopulacéo de células morrem, enquanto
a apoptose ocorre em células individuais, e asioiizinhas sobrevivem (SIEGEL, 2006;
KAMINSKI et al, 2003).

CHOet al (2010) e EASTMAN (1993) subclassificam a morte lzlbaseando-se em
alteracOes morfolégicas e bioguimicas. Morfologieate, a apoptose apresenta encolhimento
de toda a célula e organelas, enquanto na necras®eoum inchaco, sem mudancas
significativas nas organelas. Na apoptose, ocamdensacao da cromatina, com formacéo de
corpos apoptoéticos e a membrana plasmatica se mantégra, enquanto na necrose, ocorre
a ruptura da membrana.

Em resposta a um evento de hipdxia-isquemia cdrebraencéfalos de mamiferos,
tém sido observadas duas formas de morte neureoiatiemonstrado que os neurénios das
regides nas quais a falta de oxigénio € mais sesa@ram necrose (ou necrose oncotica),
enguanto que nas regides circundantes, nas qdlasoosangiineo ndo diminuiu totalmente,
0S neurdnios podem sofrer tanto uma necrose oufomma de morte celular geneticamente
controlada, dita apoptose, ou necrose apoptotiCELBARZ et al., 1995; ZENG e XU,
2000; NORTHINGTON et al., 2001). Em alguns casepgatos mistos de apoptose e necrose
também foram descritos para os mesmos neurdnigsuapa lesao cerebral (MARTIN et al.,
1998). Como cada um dos tipos de morte celular mpo@avolver diferentes eventos
moleculares e bioquimicos, a compreensao da natwt@znorte celular apos hipdxia ou a
caracterizacdo dos aspectos citologicos de pré-lesiersiveis sdo importantes para
determinar agentes terapéuticos eficientes.

Um estudo ultra-estrutural pode auxiliar no recaithento das alteracdes estruturais

que indiguem lesdes celulares reversiveis ou irséxas. WINKELMANN e colaboradores,
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em 2003, e WINKELMAN (2006) realizaram uma analisgaestrutural na area CA1 do
hipocampo de ratos wistar, apdés isquemia cerelboblabtransitoria. Esta analise permitiu
classificar trés fases de dano neuronal durarggueimia: fase inicial, intermediaria e final, e
neurénios foram encontrados em todas estas fasesaese oncoética. A vantagem da
utilizacdo de ultraestrutura é permitir a visuajéa de alteracdes morfolégicas nas proprias
organelas, facilitando o entendimento do processwaum todo.

Outro estudo envolvendo microscopia eletronicaizadd por PAGNUSSAT em
2005, também puderam verificar alteragcdes morfolsyimportantes em neurdnios da area
CA1 do hipocampo de ratos wistar, envolvendo necepmoptotica e oncotica, com posterior
recuperagdo, mesmo que aparente, apos reperfusao.

SIEGEL (2006) descreve diferentes caracteristicas odganelas em processo
apoptotico. A mitocéndria, por exemplo, apresertaracdes de potencial de membrana,
producao de espécies reativas de oxigénio, ativde@anais de potassio, aumento na captura
de calcio, aumento na permeabilidade da membrditzeracdo de citocromo c e fator de
inducdo a apoptose (AIF). Segundo BLOMGREN al (2003), as mitocondrias sao
reguladoras fundamentais no processo de morteacawobrevivéncia, devido ao seu papel
no metabolismo energético e homeostase do calctambém por liberar proteinas pro-
apoptaoticas.

Alteracbes dramaticas podem ser observadas na meanbplasmatica, como
encolhimento e formacéo de vacuolos. O critéri@a paentificar uma célula em apoptose € a
caracterizacao do nucleo, com a cromatina se tdmeondensada e fragmentada.

O processo de necrose € caracterizado por um dagbatle ions, resultando em
edema celular, dilatagdo mitocondrial e do reti@aridoplasmatico rugoso, além de formacao
de vacuolos no citoplasma (SIEGEL, 2006). A célala final, se rompe, extravasando seu

conteudo, provocando uma reacédo inflamatéria eqweis danos nas células vizinhas.
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Animais tolerantes a anoxia

Os vertebrados sdo, em geral, intolerantes a fddtaoxigénio. Alguns podem
sobreviver sob hipoxia, como alguns peixes, andibiépteis, insetos e moluscos, mas quase
nenhum é capaz de sobreviver sob anoxia severaNHESRLIMA & ZENTENO-SAVIN,
2002). Existem excec¢des nas espécies de peixes, &@arpa crucian&arassius carassius)

e 0 peixe-douradoCarassius auratus), e entre tartarugas de agua doce, conGhrgsemys
picta e Trachemys scripta elegans (LUTZ, 1992; NILSSON & LUTZ, 2004; WILLMORE &
STOREY, 1997; MEHRANI & STOREY, 1995)Durante o processo de anoxia nhas
tartarugas, ocorre uma vasoconstricdo periférichrusco controle autbnomo, queda na
frequéncia cardiaca e débito cardiaco em até 8@¥arto-as virtualmente em coma. Em
contraste, frequéncia cardiaca, débito cardiaan&aie autonémico sdo mantidos por varios
dias na carpa cruciana durante a anoxia, assisoatlmua nadando, mas em niveis reduzidos
(NILSSON & LUTZ, 2004).

No momento em que a disponibilidade de oxigénisaes preciso suprir o déficit de
energia do cérebro, por isso hd um aumento no gsocde glicolise (LUTZ, 1992). O
funcionamento das bombas de ions fica compromdBRECINSKA & SILVER, 1994;
BOUTILIER, 2001) Ocorrem despolarizacdo e liberacdo de neurotiasemes como
aspartato e glutamato, que se acredita serem 1&ppEia pelos danos cerebrais causados pela
isquemia ou anoxia em mamiferos (MELDRUM, 1985). d¢tula despolarizada, ocorrem
movimentos de ion cloro e sddio para dentro da rag$evando consigo agua, causando
inchago e danos celulares estruturais (BROWN & BRIEY, 1973; ERECINSKA &
SILVER, 1994). Um aumento de calcio intracelulatosblico resulta na ativacdo de

fosfolipases e proteases calcio-dependentes, geleram a taxa de despolarizagdo da
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membrana, levando a um edema celular descontradaditnalmente, a necrose celular
(HOCHACHKA, 1986).

As alteracfes estruturais celulares resultantestdacdes de baixa disponibilidade de
oxigénio ndo vém sendo muito estudadas em esptderantes a hipoxia ambiental. Um
trabalho realizado com linhagens mutantes (receiptulina/IGF-homadlogo alterado) do
nematodedaenorhabditis elegans mostrou menor fragmentacéo nuclear, diminuindeeten
celular em midcitos e neurdnios em resposta a RE@COTT et al., 2002).

Clegg e colaboradores (2000) verificaram também guorides encistados do
camarartemia franciscana podem sobreviver varios anos sob anoxia, e s@an&tabdlica
€ indetectavel. O experimento de anoxia teve dorded38 dias para um grupo e 3,3 anos o
outro grupo e apos estes periodos foram realizat@ses ultraestruturais. Apos 38 dias de
anoxia, as células embrionarias mostravam cond&osi#g cromatina e formacao de regides
com heterocromatina, o citoplasma manteve grandatmiades de ribossomos livres e de
reticulos endoplasmaticos rugosos, além de matgrdadular associado as mitocéndrias. O
grupo que foi mantido 3,3 anos em anoxia apreselmbensa e mais proeminente
condensacao de cromatina que o grupo com 38 diasadea. E o citoplasma destes animais
se encontrava-se mais denso que no grupo com 8&léianoxia. As mitocondrias mostram
alteracOes das cristas aos 38 dias de anoxiaam ficenos visiveis com 3,3 anos de anoxia.
De uma maneira geral, esta analise revelou umaelqiéeservacao das estruturas das células
anoxicas (CLEGGt al., 2000).

Os efeitos da anoxia sdo mais estudados sobretaspeioquimicos em alguns
animais tolerantes, buscando um possivel mecanienpootecdo que faz com que resistam a
este estresse. Em 2009, Kesaraju e colaboradoaisamam a modulacdo de proteinas
relacionadas ao estresse e reguladores apoptoticosérebro da tartaruga tolerante

Trachemys scripta. Elas foram submetidas a 1, 4 e 24h de anoxia equxide reoxigenacéo.
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verificaram que na primeira hora de anoxia, asgimas de estresse aumentaram, tais como
Hsp72, Hsp60, Hsp27, Grp94, HO-1, enquanto reguésdapoptéticos, como Bcl-2 e Bax,
diminuiram, sugerindo uma adaptacéo molecular @endlo mecanismos de sobrevivéncia e
inibicdo de vias apoptoticas. Outro estudo envalveresta tartaruga, realizado por
RAMNANAN e colaboradores, em 2010, analisou a déde da Cd-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), e verificou diminuicaosda atividade em 30% no figado e 40%
no musculo, apés 1h de anoxia e 50% apos 20h deésalste rapido intervalo de tempo para
sua desativacdo e mudancas nos parametros cingtigeeem que esta bomba seja regulada
por mecanismo pos-traducional, e que sua fosfédlagu desfosforilagdo é tecido-
dependente. Os mecanismos fisioldgicos e bioqusmoe conferem tolerancia a anoxia nas
tartarugas incluem profunda depressdo na taxa oie@apmodificacdo de proteinas pos-
traducionais, defesas anti-oxidantes, ativacaatbeds de transcricdo especificos ao estresse
e maior expressao de proteinas cito-protetoras\(RRIUCHKO & STOREY, 2010).

LARADE E STOREY (2007) verificaram as taxas de s@icdo de mRNA no caracol
marinhoLittorina littorea, tendo em vista sua tolerancia a longo periodo dgianutilizando
mecanismos compensatorios, como depressdo da ta&tabdtica global. A taxa de
transcricdo diminui em 68% nos animais em anoxi@ndo comparados aos normoxicos.
Também observaram que um dos fatores ribossomHis2¢e¢ se encontrava na forma
fosforilada inativa sob acdo da anoxia, indicande geria o0 mecanismo chave para a
supresséao da formacao de proteinas neste caracol.

LIGHTON E SCHILMAN (2007) analisaram os efeitos gerfusdo enbrosophila
melanogaster, tendo em vista que em mamiferos este processgénss/el por inldmeros
efeitos deletérios. A anoxia aconteceu entre 7]2@ minutos e ja nos primeiros minutos,
observaram um pico de emissao de,C¥2guido pela parada da respiracdo mitocondrial. A

reperfusdo realizada em seguida provocou uma agadiv bimodal da respiracao
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mitocondrial. A anoxia causou depressdo na taxpiredSria mitocondrial e danos na
integridade do sistema de controle do espiraculo.

Tendo em vista todos 0s aspectos acima relacionagisse consideravel interesse na
compreensao dos mecanismos que promovem a tokedosiorganismos a falta de oxigénio,
uma vez que a hipdxia-isquemia € a principal caleadesdo tecidual cardiaca e cerebral
(LUTZ et al. 2003). Animais que passam regularmegte situacdes de hipoxia ou anoxia
evoluiram uma capacidade de tolerancia natural peitar danos da hipoxia aos tecidos
nervosos ou outros orgaos vitais (BICKLER et al0%0 Os moluscos terrestres séo
organismos altamente tolerantes a anoxia e tenev&ado como um modelo interessante
para o estudo dos efeitos da anoxia sobre o me&tatwkenergético (DE FRAGAL al.2004,
2010). Mesmo em relacéo aos invertebrados em gatiate uma escassez de trabalhos sobre
0 metabolismo energético do sistema nervoso, ainsaexista um grande interesse em
estudos neurofisiolégicos em moluscos, pois esées anplamente reconhecidos como
excelentes modelos para os mecanismos celulatesséaneural de diversos comportamentos

(KANDEL et al. 2001, BARCO et al. 2006).
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Realizar analises ultraestruturais de neurénio8l@as gliais do ganglio cerebral de
animais submetidos a anoxia e reoxigenacao, paeasgja caracterizado o quadro de

alteracOes citoldgicas decorrentes deste evento.
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Coleta e Manutencao dos animais

Os caractis adultos da espéditegalobulimus abbreviatus foram coletados no
Municipio de Charqueadas, em caixas de plastictendo uma fina camada de agua. Os
animais tinham peso de 69.35+0.65¢g e suas concbdisam 73.72+0.20mm de comprimento
e 37.76£0.14mm de largura (valores expressos comdiant erro padrdo). Eles foram
mantidos em um terrdio no Laboratério de Neurolgi@lo Comparada, alimentados
diariamente com alface e agua fresca a vontade.

Os primeiros vinte dias foram utilizados para aatmgdo dos animais, para excluir
possiveis variaveis ambientais. Durante este peritmtam mantidos temperatura de 24—
28°C, com variacdo de temperatura circadiana edoiodo de ciclo de 12h claro : 12h
escuro, com fotofase das 7 AM — 7 PM. Todos os diasrra era umedecida e remexida, para
manter a umidade relativamente alta.

Os animais foram tratados de acordo com a Lei M386de Maio/1979, que

regulamenta o uso de animais para fins didaticotifieos.

Exposicdo a Anoxia

Todos os animais submetidos a anoxia foram retradoterrario as 7AM, na manha
do dia do experimento, lavados, pesados, suas agnmoknsuradas e colocados em caixas
separados por grupos (grupo controle, grupo 3mdgia e grupo 12h de anoxia). Eles foram
mantidos em jejum até o inicio do experimento (pnaxas 13:30PM) e com uma camada de
agua na caixa para manter umidade.

As 13:30 PM, cada grupo foi colocado em um desseadel vidro, em cima de uma
plataforma perfurada. Abaixo disso, foi colocad® 30l de agua para manter a umidade
durante o teste. O dessecador foi fechado e seadiovaselina para evitar a entrada de

oxigénio. Durante 10 minutos, foi realizada a a@magom 100% de gas nitrogénio, atraves
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de um tubo conectado diretamente a um cilindroitleg&nio e o dessecador. Um tubo lateral
foi mantido aberto durante este periodo, para @as@é nitrogénio. A pressdo de oxigénio
(PO, foi medida durante todo o procedimento com aopdie um oximetro (Oxel-1/1SO2,
World Precision Instruments, Sarasota, FL), marden®Q de 0% durante todo o periodo de
anoxia. No final de 10 minutos de aeracdo com geéme, a abertura lateral foi fechada e
comecou a contar o tempo de anoxia de 3h ou 12fnu@ controle foi mantido nas mesmas
condicbes dos grupos experimentais, colocados etipigptes de vidro e também
manipulados, mas mantido em condi¢des aerdbias.

No final dos periodos de anoxia, 0os caracois daogoy 3 horas e 12 horas (3 animais
para cada grupo) foram retirados do dessecadou sis&ema nervoso (ganglios cerebral e
supraesofagico, aproximadamente 50 mg) foi obtjles anestesiados pelo frio (5 min). O
mesmo processo foi feito com os trés animais do payru controle.

Os grupos reoxigenacdo de 15 h foram retiradosedsetador e colocados em caixas de
plastico de novo e |4 permaneceram por 15 horads &gte tempo, o sistema nervoso foi
obtido (trés animais do grupo 3 h de anoxia eanésais do grupo 12 h anoxia).

Além disso, outro grupo foi analisado: 14 dias eexigenacdo. Assim, trés animais
para o grupo 3h de anoxia e trés animais paramogia 12 horas de anoxia, com um grupo
de controle Unico (3 animais). Os animais submst@aeoxigenacdo foram devolvidos ao
terrareo e tiveram sua alimentacdo e condicOeseatais retomadas. Todos esses grupos

totalizam 24 animais no experimento.

Obtencao e fixacdo do sistema nervoso

Os ganglios cerebrais removidos foram fixados enmafpamaldeido 2% e
glutaraldeido 1% diluido em tampéao fosfato 0,1 M, 4 por 1 h 30 min em temperatura

ambiente. Apds a lavagem de 1 h com o tampédo @statmaterial foi pos-fixado em
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Tetroxido de Osmio 1% diluido em tamp&o fosfato pdr em temperatura ambiente. Mais

uma vez lavados por 1 hora, seguida da desidratag@iusao de material.

Inclusdo, Seccbdes e Coloracéo

O material foi desidratado em concentracdes créseele etanol e acetona e incluidos
em resina Araldite, diluido em acetona 50% por Bgias 24 h em Durkupan absoluta. Apos
este periodo, o material foi colocado em moldes gdocos e em estufa a 60°C, onde
permaneceram por pelo menos 48 h para a poliméozse resina.

As seccOes semifinas (1 um) foram obtidas em Uiti@tomo MT 6000-XL
(Departamento de Ciéncias morfologicas, ICBS, UFRG@®ntados em laminas e corados
com Azul de Toluidina a 1%. A area de interessesklecionada (neurbnio gigante do
mesoceérebro), e as seccdes ultrafinas (70nn) foeahzadas. Os cortes foram montados em
grades de cobre 1b@sh.

Apos periodo de 24 h de secagem, as grades foramiamente coradas com acetato
de uranila 5% diluido em metanol 50% por 40 min0&\p lavagem em agua destilada, foram
secas e coradas com citrato de chumbo a 2% por iB0 Depois, novamente secas e
armazenadas em telario préprio.

As seccdes ultrafinas foram examinadas e fotogaafath Centro de Microscopia

Eletronica, UFRGS, utilizando o Microscopio Eleidnde Transmissdo JEM 1200 EX II.
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O neurdnio gigante, da regido do mesocérebro dosas submetidos a anoxia,
apresentou diferencas morfologicas no volume aelelanuclear, nas organelas e na
disposicédo da cromatina no nucleo, na maioria d@gog experimentais. A ordem em que as

figuras aparecem ao longo do texto estdo de acmniosua disposicao dentro de cada plate.
Grupo Controle

Os neurdnios controles tém de 13041m5de tamanho. Possuem nucleos ligeiramente
arredondados e em alguns animais a membrana nymssaui indentagbes. A cromatina
apresenta-se dispersa, com aspecto homogéneo tenexigirios nucléolos dispersos. O
citoplasma possui muitos filamentos finos, o quieixa com aspecto eletroltcido, além da
presenca de organelas em grande quantidade.

Reticulos endoplasmaéticos rugosos (RER) estdo miesseem grande quantidade,
desde as proximidades do nucleo e também em todoptasma, de maneira uniforme. Suas
cisternas tém aspecto normal, com consideraveltigaae de ribossomos entre as mesmas, e
muitos dispersos pelo citoplasma (Fig.5f).

Complexos de Golgi (CG) também ocorrem em grangentidade, com cisternas
dilatadas e grande quantidade de vesiculas seasetmr extremidade da organela e nas
proximidades da membrana plasmatica (MP) (Figf3f, 5

As mitocondrias aparecem em numero consideravsisyem aspecto arredondado,
definicdo da membrana dupla, mas pouca definicasuds cristas (Fig.5c,f). A matriz tem
cor escura.

Em alguns neurbnios existem corpos lamelares, aspecto eletrodenso, além de

vacuolos que parecem ter conteudo nao identificavanbém lisossomos.

23



Roseutbocos

A MP apresenta-se integra e com interacdo daacélall formando o trofospdngio no
limite de todo o neurbnio e em alguns exemplaregpdes de células gliais invaginam-se no
citoplasma, formando caveéolas (Fig. 3a). A glicaedisposta de maneira muito proxima a
MP. Esta possui nucleo grande, amorfo, com contbddwogéneo e membrana nuclear bem
demarcada, apresentando pouco citoplasma, comnpeesearcante de RER e demais
organelas. Ao lado do nucleo, observa-se uma Jasémm contetdo, provavelmente um

lisossomo. A célula glial possui aspecto ovaladg.Ga).
Grupo 3h de Anoxia

Em relacdo ao grupo controle, estes neurdniossapt@m nucleos edematosos, com
uma visivel condensacao da cromatina, tornandaleoimais claro. Entretanto a membrana
nuclear mostra-se integra, ocorrendo invaginageaslgumas amostras, como visualizado no
grupo controle. Entretanto, estas invaginacfesnsais alongadas que no grupo controle,
como prolongamentos do ndcleo em direcdo ao cgoma O citoplasma apresenta aspecto
homogéneo e claro, com as organelas dispersas enintsgior. Presenca de vesiculas
lipidicas proximas a MP.

O RER encontra-se menos visivel, com cisternas disasetas e poucos ribossomos
livres no citoplasma (Fig. 2a).

O CG também possui cisternas mais estreitas e ssitulas em seu interior (Fig. 2c).
Poucas vesiculas secretoras sdo visualizadas eextsemidade, entretanto nas proximidades
da MP, a quantidade de vesiculas € muito grande.

As mitocondrias neste grupo séo pouco visualizaglapjando detectadas, possuem

formato circular, cor escura e sem identificacacrgsas.

24



Roseutbocos

A MP mostra formacdo de vacuolos na sua extremidkagla, seta). Apresenta
também interacdo com a glia semelhante ao controle.

Em relacdo a célula glial, a membrana nuclearegpamenos densa que no grupo
controle, ou seja, ha uma maior condensacédo daatirtan Proximo ao nucleo observa-se

lisossomos com pouco conteudo.
Grupo 3h de anoxia + 15h de recuperacao

Os neurdnios deste grupo, apdés 15h de reoxigena@esentam nucleo com
cromatina condensada e membrana nuclear integratamo, o processo de edema parece
diminuido. O citoplasma comeca retornar ao aspeciairole, com RER dilatados e
ribossomos entre suas cisternas e também grandero® ribossomos dispersos (Fig.5d).
Mais préximo a MP, observa-se grandes vacuolosroitos granulos ao redor dos mesmos,
possivelmente granulos de glicogénio.

O CG mostra cisternas dilatadas, com vesiculase em$ mesmas e nas suas
proximidades (Fig.5e), enquanto no grupo contraliase vesiculas ndo aparecem entre as
cisternas.

As mitocéndrias continuam com aspecto escuroeslandado, e em alguns neurénios
pode-se identificar o conteddo de sua matriz.

Presenca de corpos lamelares em maior quantidssi® grupo controle, em alguns
neuronios.

A MP mostra-se intensamente vacuolizada e comaigies gliais semelhante aos

outros grupos.
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A célula glial apresenta 0 mesmo aspecto daquedereado no grupo de 3h de
anoxia, com condensacao da cromatina nuclear ermgasde lisossomos com conteudo

eletrodenso nas proximidades no nucleo.
Grupo 3h de anoxia + 14 dias de recuperacao

Tanto o nucleo como o citoplasma nao diferem de@spdos neurdnios gigantes
controles e parece ocorrer uma dispersdo da cnoaatrnando o nucleo claro e granuloso.
A membrana nuclear esta integra. O citoplasma tandénais claro, com filamentos finos
presentes.

O RER esta presente em grande quantidade, desdeprda membrana nuclear até a
MP. Existem ribossomos em suas cisternas, assirm teras no citoplasma (Fig. 2b).

O CG apresenta 0 mesmo aspecto do grupo conpr@lsente em grande quantidade,
com cisternas dilatadas, porém sem vesiculas estmmesmas (Fig.2d). As vesiculas séao
visualizadas ao seu redor, em grande quantidade.

Presenca de corpos lamelares também neste grupsiceailas lipidicas.

As mitocondrias permanecem escuras, com contetgicogdentificavel. Em algumas
amostras, observam-se estruturas em forma de uzgiarh meio ao conteudo eletrodenso.

Na MP observa-se interagdo com a glia, formandgicutas amorfas com
grande quantidade de granulos (Fig.1lb, setas).|dacélial retorna ao aspecto geral do
controle, porém o lisossomo que aparece proximoluateo tem seu tamanho extremamente
aumentado em relacdo aos grupos 3h de anoxiawgo §h de anoxia + 15h de recuperacao

(Fig.6b). O nucleo volta a ocupar a maior partedlala glial.
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Grupo 12h de anoxia

Os neurbnios deste grupo apresentam nucleos edmsatoom condensacdo da
cromatina e de aspecto claro. A membrana nucleargrece integra como 0 grupo controle.
O citoplasma apresenta aspecto granuloso, peladgrgoantidade de ribossomos livres
presentes.

O RER pode ser observado em grande quantidadele degides proximas a
membrana nuclear até as proximidades da MP. Ss@&smas apresentam-se dilatadas, como
no grupo controle, e muitos ribossomos livres naptasma (Fig.4c).

O CG apresenta cisternas estreitas, sem vesienlas elas, e pouca quantidade
também na sua proximidade (Fig.4e).

As mitocondrias, quando observadas, tém formatedandado e conteiudo escuro,
sem identificacdo das cristas em seu interior.

A MP demonstra interagcdo com ceélulas gliais senmé¢hao controle, e podem ser
observados nas suas proximidades organelas eaihosdivres.

Na célula glial observa-se que o citoplasma esténatbso, granuloso e com numero
maior de mitocondrias que o grupo controle. ProximdMP desta célula, podem ser
visualizados vacuolos e préximo ao nucleo um liswes com conteudo eletrodenso se
destaca em tamanho maior do que observado no geif3b de anoxia, caracteristica que se

repete em todos os animais do grupo 12h de anoxia.
Grupo 12h de anoxia + 15h de recuperacao

Neste grupo, o aspecto do nucleo parece retornagramuloso, mas ainda existe

alguma cromatina condensada. A membrana nuclearteg§ra, e em alguns neurénios
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observam-se discretas indentacbes da mesma emadiraQ citoplasma, formando
prolongamentos maiores do que o0s observados emmsalgnimais do grupo controle. O
citoplasma tem aspecto granuloso, com maior evidé@ organelas e filamentos finos, em
relacédo ao grupo de 12h de anoxia.

O RER presente possui cisternas estreitas, cornopaubossomos entre elas, mas
grande quantidade dispersa pelo citoplasma (F)g. 3c

O CG apresenta cisternas estreitas, sem vesienlss elas e com pouca quantidade
na extremidade e ao redor das cisternas (Fig.38)pr€sente em menor quantidade que RER.

As mitocondrias estdo presentes em todo o cito@assendo perfeitamente
detectaveis a membrana dupla e as cristas intealéas, do formato arredondado e algumas
ovais (Fig.5a). Seu aspecto é bem mais claro dag@acontradas nos grupos controle e 12h
de anoxia. Encontram-se préximas a membrana nuegaincipalmente ao redor do RER e
CG.

A MP apresenta invaginacoes da glia, mostranderapfio semelhante aos demais
grupos (Fig.3b). Observa-se intensa quantidade ER, Rlongados com grande extensao e
preenchidos com ribossomos (Fig. 3e), além de Vaswispersos e com conteudo.

A cromatina do nucleo da célula glial ainda en@ese condensada. O nucleo ocupa a
maior parte da célula, contendo pouco citoplasmasdhca de ribossomos livres, mas
organelas pouco visiveis. Lisossomo proximo ao ewi@om tamanho menor do que o

observado no grupo 12h de anoxia.
Grupo 12h de anoxia + 14 dias de recuperacao

Os neurdnios deste grupo apresentam aspecto seneell@® controle, com

descompactacdo e dispersdo da cromatina, nuclédb®is, nicleo com aspecto claro e
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membrana nuclear integra (Fig.4b). O citoplasmeesgmta-se granuloso, com muitas
organelas visiveis. Presenca de lisossomos.

Observa-se grande quantidade de RER, com ribossentce suas cisternas e livres
no citoplasma (Fig.4d).

No CG observam-se cisternas dilatadas semelhaatesntrole, porém com aumento
de vesiculas associadas (Fig.4f).

As mitocondrias podem ser observadas em grandetidade, com aspecto
semelhante as encontradas no grupo 12h de anokEh-de recuperacdo. Elas aparecem
proximas ao RER, CG e MP, com cor clara, cristaembrana dupla visiveis (Fig.5b).

A MP é semelhante ao grupo controle, exceto pedaepca de varios vacuolos com
conteudo, maiores que os encontrados no grupootenknteracdo com a glia semelhante aos
demais grupos (Fig.4a).

A célula glial tem aspecto semelhante ao controten cromatina localizada na
periferia do ndcleo, dando ao mesmo aspecto espépsesenta 0 ndcleo ocupando a maior
parte da célula. No citoplasma observa-se RER dgums ribossomos. O lisossomo préoximo

ao nucleo ndo esta presente nesta célula.
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Este estudo avaliou as condicbes morfologicas adtraturais do mesocérebro de
Megalobulimus abbreviatus. O neur6nio gigante e as células gliais circurelmresentes
nesta regido do ganglio cerebral foram observadasodna comparativa nos diferentes
periodos de anoxia. As analises foram priorizadageso neurdnio gigante pela facilidade de
identificacdo deste nos ganglios cerebrais dosatifes animais, mesmo em diferentes planos
de seccdo. Sob microscopio Optico ja eram visiadEracoes nestes neurbnios cerebrais
durantes os periodos de anoxia, como edema celaido, de nucleo quanto do citoplasma.
Apoés periodo de recuperacdo aerObia, o aspectoatolgmera totalmente revertido, e os
neurdnios retornavam ao seu aspecto morfologicgodaodxia.

As mudancas morfoldégicas neuronais descritas pai@s rsubmetidos a hipoxia-
isquemia foram classificadas em trés categoriasB®MER & AMES, 1965). (a) Lesdes
sinapticas que se desenvolvem rapidamente e quiaaiinente reversiveis. E possivel que
estas mudancas estdo associadas a déficits quimiftoxionais da sintese e liberacado de
neurotransmissores. (b) Edema ou inchagco reversiasl organelas com membranas,
iniciando pelas mitocondrias, seguido pela alteyaigireticulo endoplasmatico, do complexo
de Golgi e, finalmente, pela célula como um todo). Estabelecimento de multiplas
descontinuidades da membrana das organelas e ddisigpcelular ja séo visiveis apds 30
minutos de privacdo sanguinea e ndo sao reversilmiando a prejuizo funcional
irreversivel. Postula-se que a ruptura da memblearsaa alteracdo da composicdo quimica
das organelas e compartimentos citoplasmaticoslijenam as capacidades restauradoras
da célula. As alteracdes fisiolégicas nos mamifeéms muito rapidas e complexas, tornando
dificil de identificar quais sdo 0os mecanismos gasoque permitem ou ndo uma reversao
(BICKLER et al., 2005; LUTZ et al., 2003).

Devido a escassez de trabalhos envolvendo micrizsetgirbnica do sistema nervoso

em moluscos ou outros invertebrados tolerantegp@xtd ou anoxia, os resultados obtidos
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neste estudo sob anoxia sdo, na maior parte, cadgmaqueles de mamiferos em condicoes
semelhantes de estresse.

O neurdnio gigante do mesocérebro e abbreviatus em normoéxia apresenta
caracteristicas citologicas similares a ja descaits neurdnios cerebrais de moluscos
(DORSETT 1986), nucleo com cromatina homogéneasepiga de organelas celulares
usualmente presentes, como muitas mitocondriasstercas de reticulo endoplasmatico
rugoso (RER), complexo de Golgi e um certo nume&assomas. Os ribossomas livres e
RER predominavam junto ao ndcleo. A membrana plasanénostra muita interacdo com
células gliais, formando o trofospéngio, o qual éitoh mais desenvolvido nos neurdnios
grandes e gigantes que nos neurdnios menores (BOKL@ HORRIDGE, 1965;
DORSETT, 1986; CHASE 2002). Um aspecto frequentéen@bservados no neurbnio
gigante cerebral (NGC) sao as indentacdes da memlmzclear, que ficam mais acentuadas
nos nos periodos de anoxia. Estas indentacdes ménanga nuclear também foram descritas
em neurdnios hipocampais CA1l de ratos submetidegueemia e reperfusao (Winkelmann,
2003). O mesmo foi encontrado por NITATORIal (1995), apos periodo de 3 dias de
reperfusao.

A disposicéo do conteudo nuclear durante o procgssmoxia, tanto em 3h como em
12h, com presenca de heterocromatina, indica engiiy funcional (WYLLIEet al, 1980).
Apés periodo de reoxigenagao, por 15h até 14 dias;romatina vai se tornando
descompactada, semelhante ao grupo controle, mdstratorno funcional. A integridade da
membrana nuclear, observada em todos os gruposiregpéais, exclui a ocorréncia de
necrose oncotica, a qual tem como uma, dentresvaaieacteristicas, a ruptura da membrana
nuclear (Siegel, 2006). O processo de necrose &cteazado por inchaco celular e
rompimento da membrana nuclear; neste caso, osestigausado fez com que ocorresse

edema, mas mesmo sob 12 h de anoxia com ou serriodgs de reoxigenacdo ndo foram
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observados locais de descontinuidade de membrtamds, de organelas como de superficie
celular ou nuclear. A manutencao da integridadelaetomo um todo indica uma resisténcia
deste neurbnio, assim como das células gliais deooéeebro, a condicbes anodxicas e a
reoxigenacao subsequente.

Com alguns minutos de hipdxia/isquemia, a morterar@l é observada em
mamiferos, enquanto o modelo de nosso estudo, s$idlomee 12h de anoxia, permanece
viavel. Em outro vertebrado resistente a hipdxigaagra crucianaGarassius carassius), 0
processo de edema celular ndo foi observado quaniimetido a 24h de anoxia, e uma
habilidade em manter as cargas energéticas cedutegte periodo (VAN DER LINDEN,
2001).

ApoOs periodo de 3h e 12h de anoxia, 0 RER esta snéstvel, poucas cisternas e
ribossomos. Este aspecto somado ao fato da cramaudstrar-se mais condensada nestas
condicbes indica que a sintese protéica foi dindimuiAnalisando os grupos de 15h de
reoxigenacao, nota-se grande quantidade de ribassoimres, RER com cisternas
aparentemente mais dilatados e grande quantidadiéaisomos associados a estas, 0 que
indica uma retomada da sintese protéica apos abedstimento da oxigenacdo. FURUTA e
colaboradores (1993) afirmam que a recuperacaoirdass protéica durante a fase pos-
isquemia € essencial para a sobrevivéncia dos mesrda area CA1l do hipocampo, apés
dano causado por isquemia. Com 14 dias de recuimera@specto dos RER se assemelham
aos controles. Neste periodos os complexos de Gaihgbém retornam a um aparente
aumento do numero de tamanho de cisternas e cosnvegiculas associadas.

Mitocondrias nos neurdnios sob 3h e 12h de an@&@n pequenas, arredondadas,
com consideravel eltrodensidade que dificultavguralas vezes a identificacdo das cristas.

Nos grupos de recuperacdo de 14 dias, as mito@dndparecem visivelmente em maior
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quantidade e mais claras. Este aspecto das mitoaénem condicdes pos-anoxia pode
indicar um reestabelecimento do metabolismo enewmdeste neurdnio.

As células gliais estdo envolvidas com suporte ctepéo neuronal, inativacao de
neurotransmissores e interacdes metabdlicas comensdnios (TSACOPOULUS &
MAGISTRETTI, 1996). DOS SANTOS (2002) e DOS SANT(B05) identificaram células
gliais por marcacdo de GFAP no sistema nervosoraiedip caracolMegalobulimus
abbreviatus, como ocorre nos vertebrados. KESARAJU e colaboesdem 2009 observaram
um aumento na marcacdo de GFAP em tartarugashemys scripta elegans) submetidas a
24h de anoxia.

Todas as caracteristicas observadas no presentd esigerem um mecanismo de
protecdo ainda nédo identificado para que mesmo apogeriodo de 12h de anoxia, 0
neurdnio retorne ao seu estado de atividade nosmal,dano celular aparente, ndo tendo sido
verificado processos apoptoéticos ou de necroseirdine de sobrevivéncia de 100% apos 18
h de anoxia, seguido de reoxigenacéo foi obserpadd®E FRAGA (2007), demonstrando

que a espécie é muito bem adaptada para sobreebaondicdes andxicas por muitas horas.
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Através da andlise ultraestrutural do ganglio aaledo caracolMegalobulimus

abbreviatus, submetido a diferentes tempo de anoxia e reoxigengpde-se concluir que:

1. O caracol M. abbreviatus possui caracteristicas celulares semelhantes as
encontradas em outros organismos pulmonados;

2. O processo de anoxia causou alteracdes nitidernwesiveis, como edema celular e
nas organelas, entretanto nenhuma modificacaafta domo irreversivel;

3. Nao foram encontradas evidéncias de processpedese, nem apoptose, que
causariam danos ao neurdnio, podendo levar o adidiaito;

4. O caracol M. abbreviatus apresenta tolerancia ao processo de anoxia e
reoxigenacao, como pode ser observado pela retom@adancionamento celular apds o

evento, assim como taxa zero de mortalidade.
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Legendas de Figuras

Figura 01 — Eletromicrografias do neurdnio gigass grupos 3h de anoxia e grupos
3h de anoxia com 14 dias de recuperacao. (A) Aspatd membrana plasmatica com 3h de
anoxia, mostrando a presenca de vacuolos proximosembrana plasmatica (seta). (B)
Aspectos da membrana plasmatica com 3h de anddadéas de recuperacdo, mostrando a
presenca de varios vacuolos com granulos (sefag)Agpectos da membrana nuclear com
cromatina e citoplasma do grupo 3h de anoxia: &s sedicam a cromatina condensada e o
citoplasma aparece com organelas dispersas, costtashomogéneo. (D) Aspectos da
membrana nuclear com cromatina e citoplasma doogB8ip de anoxia com 14 dias de
recuperacdo: observar a dispersdo da cromatinallesrtee ao controle, assim como o

citoplasma.

Figura 02 — Eletromicrografias do neurdnio gigass grupos 3h de anoxia e grupos
3h de anoxia com 14 dias de recuperacdo, compar@etioulo Endoplasmatico Rugoso
(RER) e Complexo de Golgi (CG). (A) Aspectos do REi 3h de anoxia, menos visivel e
com discretas cisternas (asterisco). Poucos ribussalispersos. (B) Aspectos do RER com
3h de anoxia e 14 dias de recuperacao (setas);andstum aumento na densidade de RER e
ribossomos. (C) Aspectos do CG com 3h de anoxta)(¥@bservar cisternas pouco dilatadas
e ribossomos na extremidade da organela. (D) Aspeltt CG com 3h de anoxia e 14 dias de
recuperacao (seta): cisternas dilatadas, evidentesn grande quantidade de vesiculas ao seu

redor.

Figura 03 — Eletromicrografias do neurdnio gigaiis grupos 12h de anoxia e grupos

12h de anoxia com 15h de recuperacao (A) Aspectomembrana plasmatica do grupo

35



controle: formacao de trofospéngio (asterisco), €& vesiculas de secrecao (setas). (B)
Aspectos da membrana plasmatica do 3h de anoxial&mecuperado: membrana integra,
trofospéngio, CG em funcionamento com muitas véascsecretoras. (C) Aspectos do RER
com 12h de anoxia e 15h de recuperacédo: cisterelgadhs (setas), poucos ribossomos
dispersos. (D) Aspectos do CG do grupo 12h de anexil5h de recuperacédo: cisternas
delgadas (seta), poucas vesiculas formadas. (E§cikspda periferia de neurénio de grupo
12h de anoxia e 15h de recuperacédo: formacao termas em grande quantidade, proximas a
membrana plasmatica. (F) Aspectos do CG no gruptrale: cisternas dilatadas, com grande

quantidade de vesiculas secretoras.

Figura 04 — Eletromicrografias do neurdnio gigaiie grupos 12h de anoxia e grupos
12h de anoxia com 14 dias de recuperacédo (A) Agpatd membrana plasmatica do grupo
12h de anoxia e 14 dias recuperado: semelhancaoc@antrole, presenca de vacuolos
maiores que no controle. (B) Aspectos do nucleogago 12h de anoxia com 14 dias
recuperado: observar cromatina dispersa (astejyismm®mo no controle, aspecto claro e
membrana integra (setas). (C) Aspectos do RER c@mde anoxia: observar a grande
densidade, assim como ribossomos em grande quamtaiapersos por todo o citoplasma.
Cisternas dilatadas, como no grupo controle (setB3)Aspectos do RER do grupo 12h de
anoxia e 14 dias de recuperacdo: observa-se tandbétacdo, com ribossomos livres no
citoplasma. (E) Aspectos do CG com 12h de anoxseroas delgadas (asterisco), poucas
vesiculas presentes. (F) Aspectos do CG no grupalé2noxia com 14 dias de recuperacao:

cisternas dilatadas, com grande quantidade dewasisecretoras nas suas proximidades.

Figura 05 — Eletromicrografias de diferentes or¢msdo neurdnio gigante do caracol

Megalobulimus abbreviatus. (A) Aspectos de mitocondrias do grupo 12h de enex15h

36



recuperado: observar membrana dupla e cristas, alegiess que as do grupo controle (setas).
(B) Aspectos de mitocondrias do grupo 12h de anexi4 dias recuperado: apresentam
aspecto semelhante aquelas do grupo recuperado 1&wn membrana dupla e cristas
identificaveis (setas pretas). (C) Aspectos de gbitdrias do grupo controle: observar
membrana dupla, porém as cristas sdo pouco viadakze tém cor escura (setas). Sao
menores que 0s grupos com recuperacao. (D) AspectBER do grupo 3h de anoxia e 15h
de recuperacéao: observar dilatacao (setas), cassomos livres no citoplasma. (E) Aspectos
do CG com 3h de anoxia e 15h de recuperacéao: asteiilatadas (seta), muitas vesiculas nas
proximidades. (F) Aspectos de organelas do gruptdrale: RER (asterisco), CG (seta

branca) e mitocondrias (seta preta).

Figura 06 — Eletromicrografias de células gliafs. Aspectos de célula glial do grupo
controle: observar proximidade com a membrana, atioi dispersa e proxima ao limite da
toda a membrana nuclear. (B) Aspectos de céluhaim 3h de anoxia e 14 dias recuperado:
cromatina dispersa, ocupa as proximidades da membnaclear, porém menos que 0
controle. Presenca de grande lisossomo proximaiaee o que ndo ocorre na célula glial

controle (nesta, ndo visivel na foto).
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ANEXO 2 - Figura 02
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ANEXO 3 - Figura 03
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ANEXO 4 - Figura 04
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ANEXO 6 — Figura 06
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