1° curso de inverno
toOpicos em
fisiologia
comparada

12 a 30 jul 2004

departamento de fisiologia
instituto de biociéncias - usp
http://www.ib.usp.br/cursodeinverno



1° curso de inverno — topicos em fisiologia comparada i

idealizacao
alunos de pés-graduacéo do

departamento de fisiologia — ib/usp

apoio
pro-reitoria de cultura e extensao
comissao de pés-graduacéao

instituto de biociéncias

elaboracéao

adriano alonso pereira da cunha
andré frazdo helene

james fernando malta da silva
jessica ruivo maximino

josé eduardo de carvalho
marcelo alves da silva

merari de fatima ramires ferrari

rodrigo pavao

agradecimentos
gustavo eiji kaneto

gisele ortoli



1° curso de inverno — topicos em fisiologia comparada il

indice
NEUROTRANSMISSORES .....ccueiiiitiiteitieieiteeteeteeteeeestsste st esteeaestesassressessasstssrsaseansesessreaneans 1
RECEPTORES E SINALIZACAO CELULAR .....ceiieeeet ettt 3
ROTEIRO DE AULA PRATICA ...ooiuiieeeeeeeeee ettt ettt ettt te e sve e saeatesneeneas 5
EVOLUCAQ DO SISTEMA NERVOSO ......ccviuiiuiiieieeeteetseteeeeieeteeteeteeseeeestsstesasaenesssseesaenes 6
MECANISMOS CENTRAIS DO CONTROLE CARDIOVASCULAR.......c.coveveeeieeeeeeieennns 12
ROTEIRO DE AULA PRATICA .....ooutiteceeeeeee ettt sttt et st eae e eaesneaae s 15
HIPERTENSAO E EXERCICIO FiSICO: UMA BREVE INTRODUGCADO..........cccccevvererrennnnn. 19
CONSIDERACOES SOBRE A NEUROFISIOLOGIA DA MEMORIA ........cvovveeeeeeeerieeennnns 22
ASPECTOS FISIOLOGICOS DAS TOXINAS DE ANIMAIS AQUATICOS E TERRESTRES
............................................................................................................................................. 29
AS TOXINAS DE ANEMONAS DO MAR COMO FERRAMENTAS PARA ENTENDER A
FISIOLOGIA DE ORGAOS, TECIDOS E SISTEMAS......ceiveieeeeteeeeteeeeeeesteeeeieeeeeee e 32
ROTEIRO DE AULA PRATICA ..ottt ettt ettt sttt st st stesne e 35
A DEPRESSAO METABOLICA NOS ANIMAIS .....ocuviiieieeeeeeieeee ettt sae e 37
TERMORREGULACAQO EM INSETOS .....oiiuiiiiie it etieee e ete e ee e steste e asste e e eaeseesreaneas 40
A RANA E O RATO: UM ESTUDO COMPARATIVO DAS CAPACIDADES METABOLICAS
EM TECIDOS MUSCULARES DE DUAS ESPECIES DE VERTEBRADOS .......c..ccceuvune.... 43
ECOFISIOLOGIA DE LAGARTOS ....ocuiieieiecte ettt ettt ettt ets e ane e saesteeneans 49
COMPORTAMENTO E FISIOLOGIA DE FORMIGAS ATTA ..ooooiiiiieeeeeeeee e 51
RELOGIO BIOLOGICO DE MAMIFEROS: MECANISMOS MOLECULARES E CONTROLE
DA RITMICIDADE INTERNA DO ORGANISMO. .....cviiviiiiieieieeee e eteeeee e eesses e 54
SISTEMA DIGESTORIO .......ocviuiiueitecteieeee e ete et tetestestesae et esse e seesasseesesteseesaeesneasesteseeans 56
MECANISMOS DE OSMORREGULACAQO EM ANIMAIS. .....ocveeiieeieeieeeeeeeeeeeieee e 59

EXERCICIO TEORICO-PRATICO .....cooouiieeieieciecteieeee ettt ettt 63




1° curso de inverno — topicos em fisiologia comparada 1

NEUROTRANSMISSORES

Lotte Marianne Pires Renault

Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento

Neurotransmissores (NTs) sdo mensageiros quimicos utilizados na comunicagdo entre células
do sistema nervoso. Podem ser categorizados por sua origem / estrutura quimica (ex: monoaminas,
peptideos).

Neurotransmissores podem ser excitatdrios ou inibitorios, no que concerne as suas acgdes
imediatas sobre a célula-alvo. Entre os mais comuns NTs excitatérios, estdo glutamato e acetilcolina.
AcGes inibitérias sdo mediadas por GABA e peptideos (como opidides). No entanto, o resultado final
destas agdes ndo € necessariamente a ativacé@o ou inibi¢do da projecéo.

Como exemplo, podemos considerar que a a¢do de uma projecéo liberando NTs excitatorios,
como glutamato, sobre interneurénios inibitorios, resultar4 na ativacdo destes e em agdo inibitdria
sobre as &reas-alvo destes interneurénios. Por outro lado, a acdo de uma projecéo liberando opidides
(portanto, inibitoria) sobre interneurdnios inibitérios GABAérgicos resulta na inibicdo destes e
conseqlente liberacdo das areas-alvo dos interneurénios.

O resultado final destas a¢Bes € um mosaico de ativacgdes / inibi¢bes. Isto ocorre em diversos
niveis. Deve-se considerar que uma célula recebe uma enorme quantidade de sinapses, e que o
resultado final sobre sua atividade é uma somatdria determinada pelo balango de efeitos
intracelulares e pela posicdo das projecBes recebidas (sabe-se, por exemplo, que sinapses mais
distantes do corpo celular tém efeito mais pronunciado sobre o disparo final, o que é denominado
“cable effect”). Além disso, ao nivel de um nucleo, a atividade final pode resultar em modulacdo do
disparo basal (em areas que exibem disparo ritmico esponténeo, os chamados marcapassos), ativagao
/ inibicdo generalizada, ou inibicdo parcial paralelamente a ativacdo seletiva de algumas areas dentro
do ndcleo. Ou seja, ativacéo e inibicdo convivem lado a lado no SNC. Porque a inibicdo de uma area
dentro de um nucleo, ou mesmo de regides como um todo, seria interessante?

A comunicacdo neuronal resulta na percepcdo sensorial, codificacdo de informacgbes e
planejamento de acbes. Estes processos sdo macicamente dependentes da ativacdo e inibicdo de
células ao longo de diferentes vias por diversos NTs. Sabe-se que informagdes sdo mantidas no SNC
pelo refor¢o das sinapses em projecdes neuronais, e que sua codificacdo é dependente de como estes
neurdnios disparam ao longo do tempo. Estas proje¢bes formam uma gigantesca rede, o que permite
a ocorréncia de associagdes.

Se é necessario ao individuo, no entanto, comparar a situacdo em que se encontra
presentemente com outras vivenciadas no passado que contenham elementos semelhantes, é
necessario que apenas uma parcela desta rede seja ativada, enquanto que muitas outras seriam
mantidas silentes pela a¢é@o de interneurénios inibitérios. De fato, estudos de neuroimagem em tempo
real em fatias cerebrais demonstraram que o hipocampo, uma area do SNC que é peca crucial no

processamento de memdria, permanece sob inibicdo a maior parte do tempo, e apenas sinais
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excitatérios recorrentes através de uma das suas maiores aferéncias levam a sua subsequente
ativacdo. Porém, esta ativacdo ndo € generalizada: algumas areas sdo mantidas sob inibicao,
enquanto outras encontram-se ativas. Ou seja, ocorre uma ativacdo seletiva. AtivacBes seletivas em
regibes do cerebelo, ganglios da base e medula também estdo relacionadas a precisdo de
movimentos. Na percepcdo visual, o processo de inibicdo lateral permite a definicdo das bordas de
uma imagem. Assim, a presenca de atividade inibitoria esta na base da coordenacdo refinada da
atividade nervosa. Por outro lado, a liberacdo de interneurdnios inibitérios previne ativacdes
patolégicas, como atividade epiléptica. Além disso, devemos recordar que o custo energético da
atividade neuronal representa uma porcentagem alta do metabolismo basal de um individuo, o que
torna interessante a queda neste gasto, mantendo uma parte deste sistema silente.

A coordenacéo refinada definida por este mosaico de ativacéo / inibicdo foi definida ao longo
de um lento processo de evolucdo do sistema nervoso. Sabe-se que alguns NTs, como acetilcolina,
GABA, serotonina e peptideos (como substancia P) j4 se encontravam presentes em estagios iniciais
da escala evolutiva. Alguns receptores, como o colinérgico do tipo nicotinico, com seus caracteristicos
sete dominios transmembranicos, sdo altamente conservados ao longo da escala evolutiva. Em
anelideos e artropodes, cujo sistema nervoso € ganglionar, é possivel observar neurdnios ativados e
inibidos por diferentes NTs. Em um estudo classico, Kandel e col. mapearam um circuito neural em
neurdnios gigantes de lula, demonstrando a modulagédo sobre células marcapasso e controle inibitdrio.
Sabe-se que a modulacdo de ganglios marcapasso pela rede de interneurénios ja ocorre em cnidarios.

A necessidade por esta modulacé@o refinada tornou-se ainda maior, conforme aumentou o
tamanho do sistema nervoso, ao longo da escala evolutiva, com o processo de encefalizacdo, o
agrupamento de células em nucleos, até o surgimento dos sistemas nervosos de vertebrados. Neste
grupo, o agrupamento de gigantescas popula¢des de neur6nios em nucleos, respondendo a multiplos
sistemas de neurotransmissores, aumentou consideravelmente a flexibilidade de acbes, percepgdo
sensorial e capacidade de arquivamento de informagdes. Em uma comparagéo algo grosseira, poder-
se-ia dizer que, em sistemas mais complexos, a ativacdo macica sinalizaria um estado de alerta,

enquanto ativacdes mais seletivas e precisas levariam a selecdo dos sinais sensoriais.
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RECEPTORES E SINALIZACAO CELULAR

Merari de Fatima Ramires Ferrari

Laboratorio de Neurotransmissao

Este tépico abordara algumas das possiveis vias de transmissdo da informagdo de uma célula
para a subsequente, assim como a sinalizacdo celular com énfase no sistema nervoso central. Sem
pretensdo de esgotar o assunto, trataremos também das vias de sinalizacdo intracelular até a
regulacdo da transcricdo génica, assim como interacdes entre receptores e alguns sistemas de
neurotransmissdo. Além de discutirmos alguns fatores que modulam a resposta final, particularmente
no que diz respeito a regulacdo neural da presséo arterial.

Para que o transmissor obtenha sucesso em transmitir a informacdo para as células
subseqientes, é necessaria a interagdo deste com seu receptor especifico.

Existem basicamente 4 tipos de receptores: 0s ionotropicos, os metabotrdpicos, os acoplados
a enzimas (como a tirosina-quinase) e os intracelulares

A forma de acdo destes receptores varia enormemente:

1- Os ionotrdpicos sdao mais rapidos e geralmente atuam na despolarizagdo celular embora
também possam agir modulando a transcricdo génica.

2- Os receptores acoplados a proteina G (metabotrépicos) desencadeiam cascatas
intracelulares envolvendo a adenilil ciclase ou a fosfolipase C.

3- Os receptores associados a enzimas, seja com atividade enzimatica intrinseca ou
acoplados a tirosina quinase, também desencadeiam cascatas intracelulares podendo
fosforilar as MAP quinases e agir sobre fatores de transcricéo.

4- Os receptores intracelulares sdo ativados por substancias capazes de atravessar a
membrana citoplasmética como os estrégenos e o 6xido nitrico.

Todos os receptores mencionados podem atuar tanto na resposta rapida, que € a
despolarizacdo celular, e/ou agir nas respostas a longo prazo, através de regulacdo da transcri¢do
génica, por meio dos fatores de transcricao.

A localizagao dos receptores € muito importante para a eficiéncia da transmissdo do estimulo.
Existem os receptores na membrana pés e pré-sinaptica, além dos ja mencionados intracelulares.

Os receptores na membrana pods-sinaptica podem transmitir a resposta ao nucleo das células,
regular a atividade de receptores vizinhos e/ou regular a despolariza¢cdo neuronal. Na membrana pré-
sindptica, os receptores podem controlar a liberacdo de neurotransmissores, e 0s receptores
intracelulares medeiam a resposta a longo prazo.

A presenca de receptores € muito importante para a interagdo da célula com o meio em que
se encontra. Desta forma, todos os grupos celulares conhecidos possuem moléculas receptoras de
alguma natureza. Existem muito poucos estudos filogenéticos com énfase nos diversos tipos de
receptores. Sabe-se que receptores ionotrépicos estdo presentes em células pertencentes aos trés

grupos filogenéticos (eucariontes, bactérias e arqueobactérias). Os estudos da evolugdo de receptores
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metabotrépicos restringem-se a poucos trabalhos que demonstraram proteinas com 7 dominios
transmembranicos e que se utilizam de fosforilagdo para transmitir o sinal, analogas aos receptores

acoplados a proteina G, identificadas em protozoarios e em metazoéarios ancestrais.
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_ROTEIRO DE AULA PRATICA
AVALIACAO DE NEUROTRANSMISSORES E SEUS
RECEPTORES

Merari de Fatima Ramires Ferrari

Laboratorio de Neurotransmissao

1. Analisar o padrdo de marcagdo dos seguintes neurotransmissores em tecido nervoso:

- Tirosina hidroxilase (enzima da cadeia de sintese das catecolaminas —
dopamina, noradrenalina e adrenalina).

- Neuropeptideo Y

- Oxido Nitrico Sintase (enzima que converte l-arginina em citrulina e Oxido
nitrico, um neurotransmissor ndao convencional).

- Glutamato

-  GABA

- Colina acetil transferase (enzima de sintese da acetilcolina)

- Vasopressina

- Proteina Fos (produto do gene de expressao primaria c-fos)

2. Observar filmes radioautograficos com a marcagdo de receptores no sistema nervoso
central:
- Receptor alfa-2 adrenérgico
- Receptores Y

- Receptores nicotinicos

3. Observar a marcagdo do RNAm em filme radioautografico:
- Tirosina hidroxilase
- Neuropeptideo Y e seus receptores
- Oxido nitrico sintase
- Colina acetil transferase
- Receptores nicotinicos

- Proteina Fos

Questdes para reflexao:
1. Quais as vantagens de estudar o RNA, o neurotransmissor e o receptor?
2. Havendo alteracbes em um dos componentes do sistema, haverd necessariamente

alteracdo na resposta final?
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EVOLUCAO DO SISTEMA NERVOSO

Adriano Alonso Pereira da Cunha
Rodrigo Pavao

Laboratorio de Neurociéncias e Comportamento

INTRODUCAO

Neste modulo discutiremos a evolugdo do sistema nervoso através de uma abordagem
comportamental e neuroanatémica. Serdo apresentados experimentos que avaliam as capacidades
sensoriais, motoras e cognitivas de animais de diferentes niveis da escala filogenética. Ao mesmo
tempo em que apresentaremos as estruturas neuroanatémicas que estariam diretamente relacionadas
com essas fungbes. Uma vez descritos e comparados os sistemas nervosos desses diferentes grupos,
serdo apresentadas as teorias mais consistentes sobre seus padrdes evolutivos.

Antes de iniciarmos a discusséo relacionada ao sistema nervoso, fagamos uma breve revisao
dos conceitos evolutivos. A evolucéo estaria ocorrendo de uma forma natural e ndo determinada, pois
ndo sabemos qual serd a caracteristica que ir4 acrescentar valor adaptativo aos individuos, ou seja,
quais caracteristicas serdo filogeneticamente conservadas. Podemos comparar a evolucdo a gotas
sucessivas de agua que percorrem caminhos diferentes ao serem jogadas em uma rocha, ndo se pode
prever qual caminho elas irdo percorrer e nem onde iréo cair devido a mudancas na umidade, vento,
etc. Cada caminho diferente, nessa analogia, seria uma linhagem que pode ter originado os animais
atuais, mostrando toda a diversidade de seres que existem hoje.

Cada organismo tem feigdes neuroanatdmicas distintas que, em Ultima instancia, refletem sua
relacdo com o meio. O estudo evolutivo do sistema nervoso é feito essencialmente através de
evidéncias indiretas. Isso porque esse sistema ndo € fossilizavel e o comportamento de seres extintos
pode apenas ser inferido. As caracteristicas do sistema nervoso desses seres, como complexidade dos
circuitos, conexdes sinapticas, organizacao cortical e subcortical séo inacessiveis; o que é observavel é
0 volume da caixa craniana e as impressdes nela gravadas. Assim, o estudo do sistema nervoso e do
comportamento baseiam-se na premissa de que capacidades funcionais de sistemas filogeticamente

mais antigos sdo refletidas em animais originarios dessas linhagens primitivas.

Imagem de créanio fossilizado de Captorhinus aguti: informac6es sobre o
sistema nervoso sdo restritas em registros dessa natureza.

Vale a pena lembrar que essa concep¢do sobre animais primitivos e derivados, que parece
estar intimamente relacionada com a capacidade de processar informacdo e de agir favoravelmente

para beneficio individual, ndo pode ser diretamente interpretada como superioridade. Uma pequena
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massa cerebral pode ser mais vantajosa do que uma grande, dependendo das circunstancias
envolvidas. Um cérebro grande e capaz de lidar com muita informagdo tem gasto energético maior,
ampla necessidade de O,. Limitacdes a esses fatores podem beneficiar animais com cérebros
pequenos e mais econdémicos.

Dois principios nortearam a configuracdo dos sistemas nervosos dos grandes grupos de
animais: (1) a capacidade de integrar mais informacdo sensorial e motora e (2) o sistema ter
dimensdes reduzidas, com menor niumero de neurdnios envolvidos. O resultado da atuacdo conjunta
desses padrdes resultou em sistemas eficientes, capazes de processar informagdes diversas e de gerar
comportamentos complexos.

Definidos os elementos basicos da evolucdo do sistema nervoso, apresentaremos agora uma
discussdo filogenética do tema, apresentando alguns grupos, suas estruturas encefalicas e
comportamentos.

Um ser vivo que é capaz de coletar as informacBes do meio em que vive, e, em seguida,
demonstrar uma resposta interna ou externa. Esse ser vivo apresentaria portanto ao menos um
sistema sensorial e um sistema efetor. Esse ser vivo poderia ser um homem, que ao sair de casa,
entra em contato com vento, e ao sentir essas condi¢cbes do meio, efetua respostas, sejam estas
internas (apresenta um temor involuntario e piloere¢cdo) ou externas (decide voltar para o interior de
sua casa para buscar um agasalho). Mas ndo, quem descreveu esse ser vivo ndo estava se referindo a
um ser humano, mas sim a um organismo unicelular, uma ameba. O estimulo era substancia p que
estd usualmente associada a bactérias, das quais as amebas se alimentam. A resposta foi citocinese,
os pseudodpodos da ameba direcionavam-se no sentido do gradiente de concentracdo da substéncia p,
ou seja, em direcdo a bactéria. Integragdo funcional entre estimulo e resposta, funcdo exercida pelo
sistema nervoso. Porém, o termo sistema nervoso ndo pode ser adotado para esse organismo. Esse
termo s6 sera aplicavel em niveis superiores da escala filogenética.

O primeiro organismo a apresentar um sistema nervoso verdadeiro pertenceu ao grupo dos
cnidarios. E considerado um sistema nervoso verdadeiro porque apresenta células especializadas para
a conexao entre areas diferentes, os neurdnios. O sistema desses animais permitiu uma comunicagao
efetiva entre as diferentes partes do animal. Apresenta alta densidade de células sensoriais,
principalmente nos tentéculos, e integra estimulos apresentados aos quimiorreceptores com respostas
musculares, proporcionando a esse animal uma movimentacdo adequada no sentido de alcancar
sucesso em suas atividades.

Dentro dos invertebrados, um grupo bastante interessante é o dos insetos himendépteros.
Peguemos por exemplo, a formiga. S&o animais que apresentam alto grau de cefalizagdo, com
conexdes razoavelmente densas para receptores sensoriais (existem receptores complexos acoplados
a olhos compostos altamente eficientes — pelo menos nas castas aladas, rainha e macho). Além disso,
estes animais apresentam organizacdo social complexa, com a existéncia de diversas castas com
tarefas especificas. Toda essa complexidade foi possibilitada pelo desenvolvimento de uma estrutura

nervosa ampla e eficiente.
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7

O anfioxo pertence ao grupo do protocordados, grupo que € considerado originario dos
cordados. O sistema nervoso desse animal é bastante reduzido: o encéfalo € minlsculo e esta ligado
a 6rgdos sensoriais rudimentares ou ausentes. Os estimulos processados por esse sistema sao
essencialmente tateis; ndo consegue reconhecer comida ou perigo a distancia.

Os cordados (grupo que inclui todos os vertebrados e grupos mais primitivos como
urocordados e céfalocordados) apresentam a maior riqueza de estruturas neuroanatdmicas e de
comportamentos. Grupo originario de ancestral invertebrado (ndo se sabe de qual grupo, diversas
teorias consistentes afirmam a origem em diferentes grupos), teve obviamente alteracdo do seu
sistema nervoso. OrganizacBes neuronais do grupo filogeneticamente mais antigo (invertebrado)
foram reorganizadas e possivelmente suplementadas por estruturas adicionais. Os vertebrados
apresentam um plano nervoso comum, com concentracdo de areas sensoriais na cabeca
(=cefalizagdo, ja presente no ancestral invertebrado) e organizacéo de tecido nervoso juntamente ao
eixo cordal (estrutura que mais adiante na escala filogenética serd denominada medula espinhal).

Os sistemas nervosos dos vertebrados foram alterados progressivamente na escala
filogenética. Apesar de contarmos com um registro fossil incompleto para propor estudos evolutivos
mais consistentes, é provavel que tenham existido ancestrais em que os sentidos de olfato e visao
surgiram consecutivamente, permitindo que o sistema percebesse estimulos distantes. Sao
desconhecidos também os ancestrais em que apareceram os sentidos de gustacdo, equilibrio, dor e
temperatura. Sabe-se que a audi¢cdo apareceu mais recentemente.

Os peixes atuais mais primitivos, os ciclostomados, tem um sistema nervoso com o padrdo
bésico de componentes motores e sensoriais, tronco cerebral, corpo estriado e telencéfalo. Conforme
0s organismos se tornaram mais complexos (complexidade aqui pode ser entendida como um maior
namero de palavras para se descrever o animal), cada nova capacidade sensorial teve que ser
integrada centralmente com as outras sensacdes. E o encéfalo teve seu tamanho aumentado. Os
peixes primitivos tornaram-se predadores moveis. Essa maior mobilidade deve ter exercido presséo
evolutiva para o aumento de algumas regides do encéfalo. O sistema nervoso e o comportamento dos
peixes eram simples, mas superior ao dos grupos primitivos devido a maior quantidade de informagao
e de movimento que estava sendo integrada. Acredita-se que as alteracBes observaveis no sistema
nervoso de peixes cavernicolas (que tiveram redugdo das areas relacionadas com o processamento
visual, como o tecto Gptico, e aumento de &reas relacionadas com o olfato, como o trato olfativo e as
areas telencefdlicas associadas) sejam semelhantes as alteragdes que teriam ocorrido nesses peixes
primitivos que se tornaram moveis: a alteracdo do padrdo de estimulos e respostas que tem que ser
processado € diferenciada, e o sistema acaba sendo moldado pelo processo evolutivo para atender
esse processamento e aumentar a eficiéncia. E como se houvesse uma conversa entre 0 processo

evolutivo e os sistemas sensoriais e sistema nervoso.
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Optic lobe

Optic lobs

FROG

Infundibulum Pltultary

ALLIGATOR

GOOSE

Oit. troct

MAN
Representacdo de encéfalos de vertebrados: peixe (bacalhau), anuro (sapo), réptil (crocodilo), ave

(ganso) e mamiferos (gato e homem)

Os anfibios foram o grupo vertebrado que conquistou ambientes terrestres. As barbatanas
transformaram-se em membros. O encéfalo ainda era pequeno, simples e cilindrico. Olfato continuou
sendo importante e a visdo era Util para reconhecimento de padrdes. Tato, equilibrio e audigdo foram
retidas.

Os répteis apareceram posteriormente e desenvolveram ampla gama de estruturas. Alguns
desenvolveram uma armadura para prote¢cdo, como nhas tartarugas; outros atingiram tamanhos
enormes, como o0s dinossauros. Suas respostas comportamentais eram estereotipadas e limitadas,
mas seus encéfalos tubulares eram capazes de processar maior integracdo sensério-motora do que o
de anfibios. Uma pequena quantidade de neocortex foi adicionada ao paleocértex. Alguns répteis
podiam agarrar objetos, usar os membros como armas e ficar de pé e correr sobre as pernas
traseiras. O julgamento dos répteis em resposta as necessidades de comida e de defesa contra

inimigos era superior a dos anfibios. Os arcossauros, dinossauros e seus descendentes, os crocodilos e
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aves, em muitos aspectos eram “superiores” aos répteis modernos como lagartos e cobras, em
relacdo ao tamanho do cérebro e comportamento.

Os répteis dependem principalmente da viséo e do olfato, pouco da audicéo, para informagao
distante. Muito dos dados da visdo sdo processados na retina e no tronco cerebral, e relativamente
menos no prosencéfalo, dessa forma o cérebro propriamente dito ainda € pequeno em relacdo aos
mamiferos.

Répteis da linhagem que deu origem aos mamiferos, os sindpsidas, de tamanho proximo ao
de um camundongo, foi um dos primeiros grupos répteis a aparecer. Eles estdo extintos agora, e ja
tinham passado sua densidade e diversidade maxima antes de aparecerem 0s primeiros dinossauros.
Mais tarde, os terapsidas surgiram. Eles existiram durante o tempo desde os primeiros répteis até os
mamiferos, e tinham caracteristicas anatémicas desses dois grupos. Em um mundo ocupado pelos
répteis andando durante o dia e descansando durante a noite, sindpsidas e terdpsidas tornaram-se
noturnos. Eles expandiram seus sentidos de olfato e audi¢do a distancia, pois eles andavam
geralmente a noite. Visdo por cones provavelmente regrediu parcialmente, mas os bastonetes foram
preservados, assumindo o mesmo padrdo de visdo observado em mamiferos modernos. A melhora da
audicAo necesséria para a sobrevivéncia resultou em aumento da é&rea responsavel pelo
processamento desse tipo de informagdo, e por uma encéfalo maior com sinapses no tronco cerebral,
tdlamo e cérebro propriamente dito. O olfato, porém, é diferenciado em relacdo aos demais sentidos,
pois ndo tem retransmissdo com o tronco cerebral e talamo. Os animais fazendo a transi¢cdo entre
répteis e mamiferos tiveram que integrar os sentidos de olfato, visdo e audi¢cdo, e mais uma vez
houve presséo para aumentos relativos e absolutos do cérebro.

As aves originaram-se de grupos reptilianos, podem ser considerados répteis com penas ao
invés de escamas cérneas. Seus encéfalos sdo relativamente maiores aos de répteis do mesmo
tamanho, mas esse aumento nédo € de neocdrtex (relativo aos mamiferos). O neocértex primordial das
aves pode ser incorporado a nucleos telencefalicos subcorticais. A estratégia evolutiva observada nas
aves diverge da estratégia dos mamiferos.

A maior parte das aves tem boa visdo, mas olfato € menos importante para criaturas
voadoras do que para criaturas terrestres. Os centros visuais apresentam-se aumentados, assim como
areas relacionadas a coordenagdo do vbo. Tecido neural adicional foi necessario para o0
desenvolvimento de comportamentos definidos geneticamente de naturezas complexas. A habilidade
dos passaros para voar milhares de quildmetros para refagios de inverno e para voltar toda primavera
€ um exemplo desse comportamento inato, assim como a constru¢do de ninhos, comportamentos de
corte e habitos alimentares.

Com o declinio do nimero de répteis, mamiferos placentarios de habito insetivoro ganharam
espaco. Esses animais e os que deles derivaram tornaram-se diurnos. A necessidade de reintegrar o
sistema visual de alto desempenho e o novo desenvolvimento dos cones resultaram em aumento de
entrada de informacgdes, e um encéfalo maior. Mamiferos mantiveram o tamanho do cérebro estavel

durante longo periodo.
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Essas informagdes geram uma impresséo de evolucdo “progressiva”, de que animais cada vez
mais desenvolvidos foram originados conforme o passar do tempo. A evolucdo, porém, seguiu
caminhos diferenciados, ndo s6 progressivamente (pelo aumento da capacidade integrativa sensorio-
motora), mas também regressivamente (reducéo dessa capacidade) e estavelmente, de acordo com
as pressOes seletivas exercidas pelo meio. Existem animais que mantiveram sua estrutura bésica por
longos periodos de tempo, mesmo que algumas delas tivessem encéfalos pouco desenvolvidos, mas
gque eram capazes de manter-se em ambientes diferentes, resistentes e flexiveis a alteracBes efetivas
do meio.

Os mamiferos possuem hoje grande diversidade e habitam os mais variados ambientes com
uma ampla gama de comportamentos. O encéfalo de mamiferos aumentou enormemente, permitindo
que o homem tenha se tornado o vertebrado dominante no planeta, mas o aumento do tamanho total
néo significa 0 mesmo tenha ocorrido com cada parte. A maioria dos mamiferos ndo-humanos tem um
sistema olfatorio aumentado medido pelo tamanho do bulbo olfatério, cheirar é relativamente mais
importante para esses animais do que para os primatas mais préximos ao homem, nos quais essa
area regrediu. Em seres humanos temos uma regido neocortical muito desenvolvida, acompanhada

por uma expansédo do cerebelo e tronco.
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MECANISMOS CENTRAIS DO CONTROLE
CARDIOVASCULAR

Jessica Ruivo Maximino

Laboratorio de Neurotransmissao

1. INTRODUCAO

A perfusdo tecidual é garantida pela manutencdo da forca motriz da circulagdo em niveis
adequados e razoavelmente constantes ao longo de toda a vida dos individuos, estejam eles em
repouso ou desenvolvendo diferentes atividades comportamentais. Os niveis de pressao arterial (PA),
gerados pela atividade cardiaca e vascular sdo controlados por diversos sistemas inter-relacionados
gue realizam funcdes especificas.

Assim, conhece-se alguns mecanismos de ajuste da PA:

- Mecanismo de controle a curto-prazo da PA (Mecanismos neuro-humorais)

- Mecanismos de controle a longo-prazo da PA (Mecanismos de fluidos corporais)
2. CONTROLE DA PRESSAO ARTERIAL PELO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O Sistema Nervoso Central (SNC) tem um papel importante na regulacdo do sistema
cardiovascular, por controlar tanto a atividade do sistema nervoso autondmico quanto a liberacéo de
fatores hormonais circulantes. O SNC modifica agudamente a PA e os batimentos cardiacos,
facilitando a homeostase e as respostas apropriadas ao meio ambiente (Wyss et al

tem um papel fundamental na regulacéo a curto-prazo da PA.

iniciado em termina¢fes nervosas localizadas no seio carotideo e no arco adrtico, as quais captam
K ., 1990).
W et al

1990) e algumas areas encefélicas parecem ter uma grande importancia na regulacdo cardiovascular.

envolvido na recepgdo e integragdo de multiplos processos viscerosensoriais, incluindo o controle
L & J , 1996). Ele é o principal

no arco adrtico, dos quimiorreceptores dos corpos carotideos e das aferéncias provenientes do
M & R, 1971; 1IpsKI ., 1975 ; IRIELLO ALARESU
1981).
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O NTS influencia o controle cardiovascular através de suas proje¢des para nucleos medulares
(OTAKE, 1993), area postrema (SAPER et al.,1983), locus coeruleus (LC) e nucleos hipotalamicos, como
0 nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) (SAWCHENKO & SWANSON, 1982).

Assim, além do NTS outros centros bulbares estdo envolvidos no controle cardiovascular,
como neurdnios da por¢do caudal (CVL) e da porcdo rostral (RVL) da medula ventrolateral (VLM),
areas da formacéo reticular nesta regido do SNC. A CVL recebe projecdes diretas do NTS que, por sua
vez, envia projecdes inibitérias & RVL. A RVL envia proje¢Bes para 0s nheurdnios pré-ganglionares
simpéticos na coluna intermédio lateral da medula espinhal exercendo dessa forma, efeito modulatério
sobre o tono do sistema nervoso simpatico (revisado por DAMPNEY, 1994). Essas proje¢des constituem
o barorreflexo, assim, a circuitaria do barorreflexo é ativada em decorréncia da variagao da PA.

O NTS é rico em variedade e quantidade de neurotransmissores, sendo que a participagao
destes no controle neural da PA vem sendo muito discutida (VAN GIERSBERGEN et al., 1992; LAWRENCE &
JARROT, 1996). Mais de trinta neurotransmissores bem como seus respectivos receptores sdo descritos
no NTS, sendo que o papel funcional de cada um deles ainda ndo foi adequadamente demonstrado.
Além disso, € possivel que interacBes entre sistemas de neurotransmissdo neste ndcleo ampliem a
capacidade de modulacdo das respostas que acontecem apds determinado estimulo pressorico.

O LC, localizado na ponte também tem participacdo relevante nas respostas reflexas
autonémicas e neuroenddcrinas em decorréncia de alteragdes da PA. O LC envia projecdes para
diversas areas do encéfalo e medula espinhal (FOOTE et al., 1983), recebendo aferéncias
principalmente da medula oblonga (ASTON-JONES et al., 1986).

Outro nlcleo importante no controle da PA é o PVN, localizado bilateralmente ao terceiro
ventriculo, o PVN recebe e envia projecfes diretas para o NTS podendo modular o processamento
bulbar do controle cardiovascular (SAWCHENKO & SWANSON, 1982). A estimulagdo deste ndcleo pode
causar tanto efeito pressor quanto depressor. O efeito difere para cada 6rgdo alvo. O fato de existir
projecdes diretas do PVN para a coluna intermédio lateral e do NTS para o PVN, pode-se relacionar
esse circuito com o barorreflexo (SAWCHENKO & SWANSON, 1982).

No SNC diversos mediadores quimicos participam do controle/modulacdo da PA, tais como as
catecolaminas, o neuropeptideo Y (NPY), a angiotensina Il (Ang IlI), o gaba, o glutamato, a

vasopressina entre outros.
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ROTEIRO DE AULA PRATICA
NEUROANATOMIA

Jessica Ruivo Maximino

Laboratério de Neurotransmisséo

OBJETIVO: Apresentar o Sistema Nervoso (SN) e suas possiveis divisdes didaticas.
O SN é um todo. Sua divisdo em partes tem um significado exclusivamente didatico, pois varias delas
estdo intimamente relacionadas do ponto de vista morfolégico e funcional. O SN pode ser divido

levando-se em conta critérios anatdémicos, funcionais e embrioldgicos.

DIVISAO DO SISTEMA NERVOSO COM BASE EM CRITERIOS ANATOMICOS

e ~ Cérebro
Sistema Nervoso Enc falo Cerebelo - Mesencéfalo
Tronco Encefalico < Ponte
<
Bulbo

L Medula espinhal
Sistema Nervoso <

/‘
. Espinhais
Slstemg Ngrvoso N(::-rvo_s Cranianos
Perif rico < Ganglios
Terminagdes Nervosas

N .

Sistema Nervoso < Aferente
Somaético Eferente

Sistema Nervoso ferente

Visceral Eferente < olmpatico

Parassi mpético

DIVISAO DO SISTEMA NERVOSO COM BASE EM CRITERIOS EMBRIOLOGICOS

Telencéfalo = = — — _ _ _

i o= Cérebro
Diencéfalo ——~

Prosencéfalo

Mesencéfalo - - - - ——-—=— === === = Mesencéfalo

Metencéfalo = = = — _ _ _

. ) _ — = === Rombencefalo
Mielencéfalo =

Rombencéfalo

1) Créanio: sustentacdo e protegdo para o Sistema Nervoso Central.
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3) Pares de Nervos Cranianos
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4) Cauda equina
5) Vértebra: Masculo e medula

6) Observar a reconstituicdo do encéfalo

Referéncias:

canal central

substéncia
cinzenta

substincia raiz motora

branca nervo raquidiano
(misto)

Machado, A.B.M. Neuroanatomia Funcional. 2% edigdo. S&o Paulo. Ed. Atheneu, 2000.
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HIPERTENSAO E EXERCICIO FISICO: UMA BREVE
INTRODUCAO

Regiane Xavier de Moraes

Laboratério de Neurotransmissao

Neste tépico sera sucintamente abordado a interacdo do exercicio fisico com a hipertensao,
além de atualidades e tendéncias em pesquisa na &rea da fisiologia do exercicio e doengas
cardiovasculares.

O sedentarismo pode contribuir para o aparecimento e/ou agravamento de doengas
cardiovasculares como a hipertensdo. De acordo com 3° Consenso brasileiro de hipertensédo (1998),
15 a 20% da populagéo brasileira estd acometida. Atualmente 90 a 95% dos idosos sé@o hipertensos.

Durante os ultimos tempos, o exercicio fisico, bem como as suas implica¢Bes e conseqiiéncias,
tem sido extensamente estudado por cientistas de todo o mundo. Usualmente, os exercicios,
aerobicos e/ou de resisténcia, mais recomendados e utilizados séo a caminhada e corrida em esteiras
rolantes, a natagdo em piscinas, a musculacdo com pesos e pedalar em bicicletas ergométricas. Em
animais normalmente sdo utilizados a roda de corrida espontanea, a esteira para corrida induzida e a
natacdo. Estas pesquisas buscam compreender as ag¢bes do exercicio no organismo, quais 0s
mecanismos centrais e periféricos que as norteiam e, principalmente, quais os beneficios que poucas
horas de mudanca na rotina didria podem causar tanto para uma pessoa ou animal saudavel como
para os acometidos por patologias.

A realizacdo do exercicio fisico provoca uma série de respostas fisiolégicas nos diversos
sistemas corporais, em particular no cardiovascular e nervoso. Objetivando manter a homeostasia
celular, diante do aumento das necessidades metabdlicas, h& incremento do débito cardiaco,
redistribuicdo do fluxo e aumento da perfusdo sanguinea para a musculatura em atividade.

Sabe-se que exercicios fisicos regulares, quando sdo adequadamente prescritos, e de baixa
intensidade podem provocar alteracdes autondmicas importantes que influenciam o sistema
cardiovascular. Dentre estas, a atenuacéo da hipertensdo arterial tanto em humanos quanto em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). A atividade fisica contribui para a melhora do controle
barorreflexo e reducéo de 8 a 11 mmHg da pressédo arterial sistolica e diastolica, respectivamente, em
individuos hipertensos (Hagberg, et al.,2000). Estudos mostram que a diminui¢cdo da pressao arterial
deve-se & diminuigdo do débito cardiaco que estd associado a diminuigdo da frequéncia cardiaca pos
exercicio (bradicardia de repouso) (Véras-Silva, et. al.,1997). Entretanto, alguns autores propéem que
exercicios crbnicos provocam queda na resisténcia vascular sistémica e, consequentemente na
reducdo da pressdo arterial (Nelson, et al.,1986). O treinamento fisico normaliza o ténus simpatico,
gue controla a frequéncia cardiaca em SHRs (Gava, et al.,1995) e diminui a atividade nervosa
simpética em humanos, ou seja, estes resultados sugerem que a atividade fisica pode modular a
atividade nervosa simpatica para o coragdo e vasos periféricos, explicando, em partes, a queda

pressorica.



1° curso de inverno — topicos em fisiologia comparada 20

Modulagbes especificas da frequéncia cardiaca durante o exercicio constituem um mecanismo
muito preciso de manutencdo do suprimento do fluxo sanguineo para o cérebro, coracdo, pele e
musculos em atividade.

Os neurotransmissores vasopressina (AVP) e ocitocina (OT) sdo produzidos em neurdnios
magnocelulares do Nuicleo Paraventricular do Hipotalamo (PVN) que envia e recebe proje¢des do
Nucleo do Trato Solitario (NTS). O PVN e o NTS séo importantes centros de controle cardiovascular
(Michelini e Morris, 1999).

A AVP facilita a resposta taquicardica durante a atividade fisica. Contraditoriamente, a OT
diminui a taquicardia e contribui para a bradicardia. Desta forma, estes neurotransmissores possuem
efeitos especificos e opostos no controle da frequéncia cardiaca. Este balan¢o entre o estimulo
excitatério (AVP) e inibitério (OT) prové a eficiéncia do ajuste fisiolégico requerido
momentaneamente, ja que a taquicardia € necessaria para suprir a maior demanda de fluxo
sanguineo e metabdlica da musculatura em atividade durante o exercicio. Assim, no NTS de individuos
treinados, a AVP e OT atuam como moduladores da frequéncia cardiaca durante a atividade fisica por
potencializar ou moderar, respectivamente, a taquicardia (Michelini, 2001).

E importante enfatizar que as vias vasopressinérgicas e ocitocinérgicas do tronco encefalico
ndo sdo os Unicos mecanismos centrais envolvidos na génese da taquicardia. Assim, projecdes
descendentes vasopressinérgicas e ocitocinérgicas do PVN para o NTS s&do parte do mecanismo
central de modulacéo do reflexo barorreceptor no controle da frequéncia cardiaca durante o exercicio
e outras condi¢cBes ambientais (Michelini, 2001).

Podem ser observadas ainda outras alteracdes cardiovasculares decorrentes do treinamento
fisico tais como a hipertrofia cardiaca. Exercicios aerobicos, por meio do aumento de volume
sanguineo, podem estimular adapta¢des na morfologia cardiaca, metabolismo energético e funcges.
Estes podem produzir hipertrofia cardiaca ecéntrica, na qual o aumento da massa ventricular é
proporcional ao aumento da camara cardiaca (Frohlic, et al.,1992). Trata-se de uma resposta
fisioldgica e compensatéria fundamental para suportar o aumento da carga de trabalho. Para que tal
modificagdo acontega ocorre no musculo cardiaco aumento da sintese proteica, aumento da espessura
das miofibrilas, aumento de filamentos contrateis dentro da fibra muscular, etc. Estas alteracbes
estruturais, morfo-funcionais e metabdlicas do coracéo induzidas pelo exercicio resultam em maior
volume de ejecéo sistélica, que torna-se mais vigorosa, e maior esvaziamento ventricular.

Entretanto, a hipertrofia cardiaca pode se instalar em resposta a certos estados patologicos
crénicos como e hipertensédo arterial. Na hipertrofia concéntrica 0 aumento da massa ventricular néo é
proporcional ao aumento da camara cardiaca. Desta forma o trabalho cardiaco é feito contra uma
excessiva resisténcia ao fluxo sanguineo. O coragdo hipertrofiado pode falhar e tornar-se incapaz, em
casos mais graves, de prover o fluxo sanguineo normal para o individuo hipertenso.

Em suma, o exercicio fisico cronico de intensidade baixa a moderada possui implicagdes
clinicas importantes ja que pode reduzir ou mesmo abolir a necessidade de uso de medicamentos

anti-hipertensivos, diminuindo, desta forma, o custo do tratamento, extinguindo efeitos colaterais e
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principalmente promovendo melhora na qualidade de vida de individuos hipertensos. Assim pode ser

tido como uma importante conduta ndo farmacoldgica no tratamento da hipertenséo arterial.
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CONSIDERACOES SOBRE A NEUROFISIOLOGIA DA
MEMORIA

André Frazao Helene
Laboratério de Neurociéncias e Comportamento

1. Proposta:
aula tedrica com duragdo de uma a duas horas
2. Objetivo:
tratar de forma sucinta da expresséo da meméria no SNC
3. Conceitos:
bases de neuroanatomia funcional
técnicas de abordar experimentalmente o problema da relacéo cérebro-funcédo
sistemas de memdria
4. Material didatico:
apenas aula com utilizacédo de projetor digital

Texto de apoio

A atividade e o funcionamento do SNC estédo diretamente ligados a sua capacidade de gerar a
partir basicamente da ativacdo individual de células neuronais processos que em Ultima instancia
permitem gerar atitudes tao sofisticadas quanto dirigir um carro, lembrar o nome de uma cidade ou
tomar uma decisdo, considerando diferentes informacdes e expectativas simultaneamente.

A proposta presente aqui pretende abarcar estas questdes, tentando aproximar propostas
experimentais e a vida cotidiana, sempre com um enfoque de analise formal da natureza anatomo-
funcional das func¢des expressadas pelo SNC.

Sistemas de memdria

O uso de um termo Unico pode sugerir que memdria € um sistema unitario, uma entidade
independente & qual um Unico sistema responde. No entanto, quando falamos de memoria temos de
nos referir a muito mais do que apenas um sistema simples e unitario. Sob o termo "memdria" estdo
presentes todos os processos de retengdo, gerenciamento e evocacdo de informacbes, sejam estes
por periodos de tempo que podem ser tdo curtos quanto fragbes de segundo até periodos tdo longos
como uma vida inteira. Informacdes estas que abarcam a capacidade de arquivar informacdes as mais
variadas: sobre n6s mesmos e sobre nosso ambiente.

A nocao de que memdria pode ser dividida em diferentes componentes € antiga e muito
baseada na observagdo de casos clinicos neurolédgicos, que sempre tiveram papel vital ao longo da
historia dos estudos da meméria. Um dos mais classicos casos clinicos foi estudado e descrito por
Brenda Milner e William Scoville e publicadas em 1957, sobre o paciente H.M.. ApGs passar por uma
cirurgia realizada por Scoville para extirpacdo de um foco epiléptico grave, que envolveu a remogao
bilateral de parte consideravel de seu cértex temporal medial e hipocampo (Figura 1), o paciente H.M.
apresentou um caso de perda de suas capacidades de formacdo de novas memorias (amnésia).

Apesar desta ndo ser a Unica origem possivel de casos de amnésia (pacientes com a doenca de
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Korsakoff também apresentam um quadro de amnésia, apesar de terem lesbes em estruturas nao
corticais), as sindromes amnésicas se mostram de nhatureza extremamente seletiva. Pacientes
amnésicos embora ndo consigam se lembrar da maioria dos eventos que experienciam tem muitas de
suas fungdes de memoria preservadas. Por exemplo, a capacidade de aprendizagem de novas
habilidades, motoras ou perceptuo-cognitivas estdo mantidas, mesmo que ndo acompanhadas da
capacidade de reconhecer isto por parte do paciente, exatamente pela seletividade apontada. Da
mesma forma, a capacidade de manter informacBes por curtos periodos de tempo também esté

mantida, favorecendo o conceito de modularidade de fun¢fes presente no sistema (Figura 2).

Figura 1. Representagdo do encéfalo hhumano normal e do Figura 2, Representacio das perdas e manutencies
paciente H.M. apds remogdo do foco epiléplico. apresentadas pelo pacienta H.M..
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O estudo dos processos de memdria vem se beneficiando do conceito de modularidade de
func@es, isto é, da nocdo de que memdria compreende um conjunto de habilidades mediadas por
diferentes modulos do sistema nervoso, que funcionam de forma independente, porém cooperativa. O
processamento de informacdes nesses médulos dar-se-ia de forma paralela e distribuida, permitindo
gue um grande nimero de unidades de processamento influencie outras em qualquer momento no
tempo, e que grande quantidade de informacdes seja processada concomitantemente.

Memodria de longa duracéo

Memoria de longa duragdo se refere a qualquer retencdo de natureza perene e duradoura.
Esta pode ser dividida em duas diferentes modalidades, ou modulos. A primeira, chamada de
declarativa, se refere a habilidade de armazenar e recordar ou reconhecer de maneira consciente e
passivel de declaracdo fatos e eventos. Esta é tipicamente descrita pela declaracdo verbal (de onde
advém o nome declarativa) mas também pode se dar através de reconhecimento ou de uma imagem.
No exemplo do caso H.M. é exatamente esta modalidade de memaria que foi perdida, fazendo com
gue o paciente ndo se "lembre". Assim esta modalidade de memdria poderia ser descrita como um
"saber que" (Figura 3).

Diferentemente, a memoria implicita (ou procedimental), se refere & capacidade de
aprender novas habilidades motoras ou perceptuo-cognitivas (Figura3). Estas, por seu carater nao

consciente de execucéo e aquisicdo, sdo tarefas que demandam treino longo e repetitivo e que muito
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dificilmente podem ser adquiridas de outra forma que néo pela execugdo em si da tarefa em questao.
Sua evocacdo se da, necessariamente, pela execu¢do da habilidade e poderia ser descrita como
"saber como". E exatamente esta habilidade que esta preservada em pacientes amnésicos, tal como é

0 caso do paciente H.M..

Figura 3. Taxonomia dos sistemas de Memdria de Longa
Duragdo
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Memoria Operacional (inicialmente descrito como "de curta duracgéo')

Memoria operacional € um conceito hipotético que refere-se ao arquivamento temporario da
informacdo para o desempenho de uma diversidade de tarefas cognitivas. Embora ela seja
usualmente identificada com (e mesmo tratada como sinénimo de) memdria de curta duracdo, esta
Ultima mostrou-se por demais simples para lidar com os tipos de retengdo de informacéo por curtos
periodos de tempo evidenciados experimentalmente. Assim, desenvolveu-se o conceito de memdria
operacional como um sistema de capacidade limitada e com multiplos componentes, responsaveis nao
sO pela manutencdo de informacdes por curtos periodos mas também pela capacidade de selecionar

estimulos relevantes no ambiente e entre as informagdes de longa duragdo (Figura 4).

Figura 4. Representagdo esquematica do conceito de
Memdria Operacional
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A esséncia da memoria

Sabe-se hoje que a aquisicdo de memoria basicamente se da pela modulacédo das sinapses,
nome dado ao processo pelo qual duas células nervosas se conectam (Figura 5). A partir da descri¢ao
das sinapses, conceito primeiramente proposto por Wilhem Waldeyer e posteriormente demonstrado
por Ramon y Cajal, mudangas na organizagdo de conexdes sindpticas tém sido exaustivamente
associadas aos processos de aprendizagem e meméria em uma diversidade de espécies de
invertebrados e vertebrados, favorecendo a interpretacdo sobre a ubiqiidade destes mecanismos nos
processos de arquivamento de informacdes. Sendo assim, podemos descrever memoria pela
facilitacdo - e pela eliminacéo seletiva - de ligagdes entre células neuronais, que desta forma se
agrupam funcionalmente em agregados (nds) e propiciam a conexdo posterior destes entre si,
também por modulacdo de conexdes sinapticas, gerando a possibilidade destes nds representarem em

si 0 arquivamento de uma informacao.

Figura 5. Representacdo esquematica da comunicagdo entre
dois neurdnios através de uma sinapse guimica
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Para termos uma idéia do que representa na pratica esta caracteristica associativa do
funcionamento do sistema nervoso na geracdo de memorias, assim como para vislumbrarmos o poder
de arquivamento de informacfes deste sistema, vale ressaltar que estima-se que tenhamos cerca de
cem bilhdes de células neuronais (ou neurdnios) no nosso sistema nervoso. Mais ainda, que cada uma
destas células tem em média vinte mil conexdes (sinapses) com outras células. Ou seja, sendo o
sistema nervoso um sistema que traz em si a riqgueza de poder arquivar informacdes através de
conexdes entre cada uma de suas células componentes, o sistema nervoso humano tem em si uma
ordem de grandeza inimaginavel resguardada em sua estrutura.

Levando adiante o fato de sabermos que memorias se estruturam em redes de conexdes
sinapticas de neurbnios podemos montar um mapa mais claro do que estamos falando. Haveria, no
sistema nervoso, uma grande quantidade de unidades dedicadas de processamento inerentemente
plastico, cada qual devotada a uma tarefa especifica mas simples. Quando ativadas, essas unidades
excitam e inibem outras ao longo de uma rica rede de conexdes. Algumas acabam por gerar ligaces

associativas cuja forca pode ser alterada em funcdo de diferentes fatores. Seguindo o raciocinio,
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novas informagdes geram novas ativaces, gerando novas conexdes que serdo somadas aquelas ja
existentes, tornando-se assim um novo “ramo" de ativacdo a partir de um né anterior. Nessas redes,
conjuntos de nés podem representar informagbes da memoria compartilhadas entre diferentes

arquivamentos (Figura 6).

Figura 6. Representacdo esquematica da atividade das
unidades (“nd") de uma rede nervosa durante a recordacio
de duas experiéncias relacionadas.

Topologia da Memoria

Para entender melhor a formagdo e a topografia de memdrias € Gtil pensar que o cértex
sensorial primério e as areas motoras do cortex sdo repositorios de uma forma em muito inata de
memoria, chamada de memodria filética, ou "memoria das espécies”. No nascimento estas areas ja
contém em sua estrutura de conexdes sindpticas as "experiéncias" essenciais selecionadas
evolutivamente ao longo do tempo, sendo basicamente informagbes de natureza simples sobre
sensagdo e movimento. Sem duvida podemos chamar esta estrutura basica de conexdes sindpticas de
memdria, uma vez que sdo informagdes que adquiridas, estdo armazenadas e podem facilmente ser
evocadas. Um bom exemplo disso pode ser visto no comportamento de mamar dos bebés, um
comportamento extremamente complexo, que envolve a utilizacdo de grande nimero de musculos
sincronizadamente e que certamente sera evocada pela estimulagdo correta.

Poder caracterizar meméria frente & observacdo da forma como esta se estrutura
topologicamente no sistema nervoso traz em si a possibilidade de ampliarmos a abrangéncia do
debate sobre memodria. O sistema nervoso, em seu processo historico de interacdo com o ambiente,
reage ndo apenas a estimulos, mas também as contingéncias espaciais e temporais entre o0s
estimulos, e também destes com suas respostas - inicialmente seguindo regras basicas ja
determinadas em suas estruturas sindpticas inatas e colhendo informacgdes de resposta de maneira
muito abrangente e inespecifica. Com o acumulos destes registros sobre ocorréncias anteriores o
sistema passa a ser treinado, identificando regularidades na ocorréncia desses eventos, formando
memorias e, conseqiientemente, passando a poder gerar previsdes (probabilisticas) sobre o ambiente.
Desta forma, passa a agir antecipatoriamente frente ao ambiente. Uma das consequéncias deste
processo € o desenvolvimento de intencionalidade; ou seja, como resultados almejados podem ser

previstos com base em registros sobre regularidades passadas, o sistema pode gerar a¢gbes que levem
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a resultados desejados, ao invés de simplesmente esperar que eles ocorram desta forma quase que
aleatoriamente.

Consideragdes possiveis

A busca por regularidades no ambiente gera a possibilidade de previsédo que se identificadas
adequadamente agirdo diretamente no sucesso das decisbes que serdo tomadas. Por outro lado,
centrar esforcos na busca de regularidades observando pistas ndo informativas no ambiente terdo o
resultado oposto: tomadas de decisdo equivocadas. No entanto muitas vezes a deteccdo de
regularidades se torna extremamente dificil, seja por uma inadequacdo do treino ao que fomos
expostos, seja pela propria natureza do estimulo em questdo. Por exemplo, um individuo neurdético,
em Ultima andlise ndo é capaz de discriminar entre estimulos realmente perigosos e aqueles
inofensivos. Exatamente por isso tem medo de gatos, cachorros, elevador, de outras pessoas, ou as
mais variadas condic¢des de estimulagdo in6cua. Da mesma forma, o neurotico pode se tornar incapaz
de escolher entre ocupac¢fes realmente importantes e desnecessarias, dedicando um tempo enorme a
atividades como lavar as maos ou ndo pisar em faixas na rua.

Este efeito, de produgdo de neuroses, é possivel de ser replicado em animais de laboratério.
Ivan Pavlov, cientista russo nascido em 1849 e que teve importancia decisiva nos estudos da
psicologia experimental, produziu animais neuroticos. Apds condicionar cachorros a salivarem frente a
apresentacdo de um circulo mas ndo de uma elipse (associando temporalmente estes estimulo a
oferta e a ndo oferta de alimento), Pavlov passou a aproximar a forma da elipse ao do circulo (Figura
7). O limite ao qual os animais conseguiam diferenciar adequadamente os dois estimulos era de
elipses quase circulares de propor¢do entre o tamanho dos eixos que a compunham de 7 para 8. A
partir deste ponto, elipses mais circulares (no caso com proporcdes de 8 para 9, por exemplo) se
tornaram indissociaveis dos circulos, para os animais. Esta exigéncia era demasiada para a capacidade
de discriminacdo do animal. A saliva punha-se a correr inicialmente diante da elipse, depois diante do
circulo e, finalmente, diante de qualquer um deles ou mesmo de ambos, sem distingdo. O cédo punha-
se a ganir e latir ferozmente para a tela, tentava saltar da mesa e cortar as amarras com 0s dentes.
Dai por diante o animal passou a ser in(til para experimentagdo. Salivava ao ver a experimentadora, a
sala de experiéncias ou ainda qualquer outro estimulo. Aparentemente a capacidade de discriminagao

do animal sofrera colapso quase completo, tornando-o, dessa forma, um animal neurdtico.
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Figura 7. Representagdo esquematica do arrranjo
experimental de Pavlov para condicionar cachorros {a) e dos
estimulos gue os animais foram capazes e incapazes de
discriminar (b).
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No entanto este € um exemplo simplista do que passamos no dia a dia ao longo de nossas
vidas. Apesar de ser importante identificarmos situacBes simples e especificas possivelmente
perigosas, tais como mentir na frente de criancas apesar de repreendé-las severamente quando
mentem (fazendo com que a crianca ndo consiga detectar qual o estimulo importante na situacéo, ja
que mentir ndo parecer ser), as preocupagdes validas sdo em geral de natureza muito mais
abrangentes.

Diferente de outros animais, temos cérebros extremamente generalistas. Ou seja, estamos
aptos a desenvolver diferentes habilidades frente 4&s demandas de nosso ambiente. Na pratica talvez
jamais sejamos tdo bons para lembrar onde guardamos as coisas como 0s animais especialmente
adaptados a guardar alimento antes do inverno o sdo, de maneira a poder achéa-los durante a época
de frio. No entanto seremos muito melhores em tarefas variadas nas quais estes animais ndo teriam
sucesso algum, ao mesmo tempo em que teremos um desempenho satisfatério em uma tarefa de
recordagdo. Isto depende somente do treino ao qual seremos expostos para tanto, e aqui temos de
entender treino como muito mais do que apenas uma vivéncia curta para desempenho de uma tarefa,

temos de considerar todos os estimulos aos quais passamos ao longo de nossa vida.
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ASPECTOS FISIOLOGICOS DAS TOXINAS DE ANIMAIS
AQUATICOS E TERRESTRES

Dr. Joacir Stolarz de Oliveira

Laboratério de Imunoquimica do Instituto Butanta

O fascinio apresentado por animais aquéticos e terrestres é devido, em grande parte, pela
imensa variedade de formas anatdmicas e matizes de cores apresentados por seus corpos e também
pela grande capacidade de adaptacdo aos diferentes ambientes em que vivem, seus diferentes
hébitos de vida e suas relagdes com os outros seres. Outra caracteristica bastante marcante e que
aparece desde microorganismos até alguns vertebrados é a capacidade de produzir e/ou acumular
substancias toxicas, as toxinas', que sdo empregadas em diversas estratégias envolvidas na defesa
contra predadores, no ataque a presas potenciais, além da sua utilizacdo na comunicagdo quimica
intra e interespecifica.

Dentro deste contexto, atualmente é conhecido uma enorme diversidade e complexidade de
toxinas que compdem os venenos® e as peconhas® de organismos, tanto aquéticos (marinhos e de
agua doce) como terrestres. Algumas peconhas foram desenvolvidas para a captura de presas como
ocorre, por exemplo, nas glandulas de serpentes, escorpides e aranhas, nos nematocistos de aguas
vivas e anémonas do mar e nos arpdes (ferrbes) de moluscos marinhos do género Conus. Outras,
estdo voltadas quase que exclusivamente para a defesa em ambientes altamente competitivos, como
por exemplo aquelas que sdo encontradas em peixes (peixe-pedra, peixe-escorpido, etc.) e em alguns
anfibios. Ja os venenos sdo encontrados desde organismos unicelulares, como algas e dinoflagelados,
e ao longo dos muitos filos que compreendem os metazoarios como os chaetognatos, nemertineos,
esponjas, moluscos, muitos peixes (peixe-porco, balistes, baiacus, etc.) e mesmo em aves, como as
pertencentes ao género Pithoui (Pituis da Papua Nova Guiné) e mamiferos monotremados, o
ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus).

No que diz respeito a natureza quimica das toxinas, tanto de pe¢onhas quanto de venenos,
esta pode ser a mais diversa possivel, variando desde compostos de baixos a elevados pesos
moleculares, protéicos ou ndo, polares ou apolares, termoestaveis ou termoldbeis, etc. Muitos
compostos ndo protéicos podem ser encontrados, como por exemplo os poliéteres produzidos por
dinoflagelados marinhos e que acumulam-se em moluscos bivalves filtradores, e as moléculas

heterociclicas como as toxinas guanidinicas (tetrodotoxina e saxitoxina) encontradas em moluscos,

! Toxinas sdo substancias toxicas com maiores ou menores a¢des especificas em sistemas
biolégicos e que ocorrem em pegonhas e venenos (Meier & Stocker, 1989).

2 Venenos (do inglés, poison) — séo produtos metabélicos produzidos ou armazenados em
orgéos de um determinado organismo e que afetam a um outro quando estes sdo ingeridos, podendo
também atuar de modo artificial por via parenteral. (Freyvogel & Perret, 1973).

® Peconhas (do inglés, venom) — substancias originadas em glandulas especializadas e que
estdo associadas a ductos excretores, possuindo ou ndo uma estrutura inoculadora (Freyvogel &
Perret, 1973).
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crustaceos, equinodermos e peixes. Estas substancias, algumas vezes podem chegar ao homem
através da cadeia alimentar, podendo provocar sérios casos de envenenamentos alimentares. Também
sdo conhecidas aminas, presentes nas peconhas de aranhas, alcalides encontrados nas peles de
anfibios, etc. De uma maneira em geral, compostos protéicos apresentam-se mais freqlientemente e
em maior quantidade nas peconhas e venenos, e por sua vez, sdo as moléculas mais investigadas do
ponto de vista farmacologico. Muitos peptideos e proteinas sdo encontrados em escorpides, aranhas,
anémonas moluscos e anfibios.

Devido a imensa diversidade quimica encontrada nas toxinas muitas estratégias e tecnologias
de purificacdo e elucidagdo estrutural tiveram que ser desenvolvidas, sendo que somente mais
recentemente com a popularizacdo e um maior acesso a equipamentos de elevado custo (como 0s
empregados em espectrometria de massas e na analise protedbmica) e a busca por novas moléculas
visando ao emprego na biotecnologia é que muitas toxinas puderam ser caracterizadas. Além disto,
no que diz respeito as toxinas protéicas, o avango da biologia molecular veio possibilitar a clonagem,
expressdo e a conseqlente obtencdo de tais substancias em grandes quantidades, permitindo a
realizacdo de estudos estruturais e de estrutura-funcéo, empregando técnicas de ressonancia nuclear
magnética e de cristalografia.

Do ponto de vista fisio-farmacologico as agdes das toxinas podem ser as mais variadas.
Dentre elas destacam-se as ag¢bes neurotoxicas, hemoliticas, cardiotbnicas, necroéticas,
antimicrobianas, enziméticas, etc.

A ciéncia que trata das substancias toxicas produzidas ou acumuladas em organismos Vivos,
suas propriedades e seu significado biolégico para o organismo envolvido é a Toxinologia (Meier &
Stocker, 1989)*. A Toxinologia emprega muitos dos conhecimentos desenvolvidos em diferentes sub-
areas da Biologia como a Fisiologia, Farmacologia e a Ecologia para auxiliar na investigacdo das
toxinas, visando a elucidacdo dos mecanismos de acdo destas substancias, suas aplicabilidades tanto
na ciéncia como medicina ou na inddstria e, em alguns casos, a busca por terapias cada vez mais
eficazes a serem empregadas em casos de envenenamentos.

A presente aula tratara dos principais grupos de animais considerados venenosos e/ou
peconhentos, sejam eles terrestres ou aquaticos, destacando suas principais toxinas produzidas e/ou
acumuladas, bem como alguns aspectos relativos aos mecanismos de acdo e interacdes fisio-

ecoldgicas envolvidas.

Bibliografia:

Freitas, J. C. Nomenclatura em Toxinologia. Relagbes com a comunicacdo quimica entre organismos e
propriedades biolégicas das toxinas. Mem. Inst. Butantan, 53(2): 191-195.

Freyvogel, T. A. & Perret, B. A., 1973. Notes on Toxinology. Experientia, 29 (11): 1317-1452.

Meier, J. & Stocker, K. 1989. Review article: On the significance of animal experiments in Toxinology.
Toxicon, 27(1): 91-104.

Sugestdes de leitura:

* Freitas (1991) simplifica: “Toxinologia refere-se ao estudo das toxinas”.
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AS TOXINAS DE ANEMONAS DO MAR COMO
FERRAMENTAS PARA ENTENDER A FISIOLOGIA DE
ORGAOQS, TECIDOS E SISTEMAS.

André Junqueira Zaharenko

Laboratoério de Produtos Naturais Marinhos

As anémonas do mar sdo animais que pertencem ao filo Cnidaria e a classe Anthozoa. Todas
as anémonas, assim como os celenterados em geral, possuem estruturas celulares microscopicas,
similares a arpdes, denominadas de nematocistos, responsaveis pelo papel de paralisar presas e
também atuam na defesa dos animais. Estas estruturas contém potentes neurotoxinas paralisantes
que agem sobre crustaceos e peixes pelo simples contato com esses animais. Essa estratégia é de
vital importancia para os mais distintos animais, desde esses cnidarios, passando por moluscos
predadores, escorpifes, aranhas e até serpentes.

Todos esses tipos de animais produzem toxinas protéicas e peptidicas em glandulas
especializadas e as injetam, a partir de estruturas também especializadas na inoculagdo, como
ferrdes, presas e, no caso dos cnidarios, nematocistos. Durante muitos anos os cientistas em geral se
debrugaram em tentativas de purificar e elucidar os mecanismos de acdo das toxinas, ainda que por
décadas as limitagdes tecnoldgicas e operacionais dificultassem essa tarefa.

Um dos aspectos mais importantes que devemos nos focar, quando vamos tentar investigar
quais sdo os possiveis mecanismos de acdo e alvos das toxinas, é exatamente qual o tipo de animal
predado pelo nosso objeto de estudo. As anémonas, por exemplo, predam em geral peixes e
crustaceos planctbnicos. Essas presas, por sua vez, sdo de rapida locomogdo e poderiam facilmente
escapar de um predador que também néo fosse rapido na captura.

Quando pensamos nos ambientes ocupados pelas anémonas, logo devemos nos ater ao fato
de que esses animais sdo sésseis, ou seja, vivem fixos em um substrato rochoso e basicamente nao
se movem. Se as presas das anémonas sdo animais de rapida locomocdo, as toxinas direcionadas a
sua captura devem ter um efeito o mais efetivo e letal possivel. Seguindo nessa linha de raciocinio, os
alvos mais conhecidos onde as toxinas anémonas atuam sd@o: na conducdo nervosa e na contragdo
muscular das presas. Toxinas que blogueiam a neurotransmissdo, levando a paralisia seguida de
morte, sdo as moléculas mais investigadas nesse grupo de animais até hoje.

Remetendo aos conhecimentos basicos de fisiologia e biologia celular, sabemos que um
potencial de acdo (PA) € evocado basicamente pela mudanga de voltagem do interior de uma célula
nervosa atraves da entrada de ions sédio (despolarizacéo) e a saida de ions potéssio na mesma. Este
Ultimo processo é um pouco mais tardio e permite o restabelecimento da voltagem inicial no interior
da célula (repolarizacdo), o chamado potencial de membrana. A seqiiéncia desses eventos,
controlados refinadamente pelos canais para Na* e K™ dependentes de voltagem, leva a transmissio
do impulso elétrico, com consequéncias fisioldgicas importantes para a comunicacdo neuronal e a

contracdo muscular. Para uma revisdo completa, a leitura do capitulo 11 (paginas 523-547) do livro
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MOLECULAR BIOLOGY OF THE CELL (Alberts et al., 3% e 4% edigdes; 1994, 2002) é bastante
recomendada.

Durante a passagem de um PA de um neurdnio a outro, temos no neurdnio pré-sinaptico,
durante a despolarizacdo, a abertura de canais para Ca’" dependentes de voltagem préximos ao
botdo sinaptico. Quando se abrem, esses canais permitem o influxo de Ca?* que provoca,
subsequentemente, a alteragdo da concentracdo intracelular desse fon e a ativagdo de maquinarias
secretérias de neurotransmissores. Vesiculas contendo neurotransmissores séo liberadas na fenda
sinjptica e estes ligam-se aos respectivos receptores poOs-sinapticos, propagando o PA ou
desencadeando eventos secunddarios importantes para a fisiologia celular. A contracdo muscular
desencadeia-se da mesma maneira, apenas diferindo na sequéncia de eventos pds-sinapticos
desencadeadas pela liga¢do da acetilcolina (no caso de mamiferos, por exemplo) ou do glutamato (no
caso de crustaceos e invertebrados) nos respectivos receptores das fendas sinapticas. E importante
ressaltarmos que nesse caso ndo ha um neurdnio pds-sinaptico e sim uma musculatura inervada por
um neurbnio pré-sinaptico.

Essa revisdo de conceitos basicos € importante quando nos deparamos com 0S mecanismos
de acdo de neurotoxinas de anémonas e de outros animais pe¢onhentos. A maioria dos peptideos de
anémonas descritos e estudados age em canais para Na® ou para K™ dependentes de voltagem.
Retardam o processo de inativagdo dos canais de Na* e blogueiam os canais de K*, produzindo um
influxo enorme de ions Na*™ e uma diminuicdo drastica da saida de ions K™ nas células. Isso faz com
que o PA tenha sua amplitude e duracdo aumentadas dramaticamente.

Para a fisiologia celular, a liberacdo de neurotransmissores passa a ser tremenda, levando a
contracbes musculares que ndo cessam, paralisando um animal que tenha sofrido injecBes diretas
dessas toxinas em seus tecidos.

Existem, atualmente, cerca de 10 subtipos de canais de Na* dependentes de voltagem (os
chamados, Nav) distribuidos nos sistemas nervosos central e periférico, tecido cardiaco, medula
espinhal e musculo esquelético. Sao proteinas transmembranares que diferem levemente em termos
de seqiéncias primarias e parametros cinéticos.

Como nosso grupo de pesquisa vem trabalhando ha longos anos com neurotoxinas de
anémonas do mar, recentemente publicamos um trabalho no qual a comparacdo dos efeitos de 3
toxinas praticamente idénticas difere pouco dependendo dos subtipos de Nav ensaiados (Oliveira et
al., 2004). Ou seja, isso mostra que a atuacdo das moléculas em seus sitios de ligagdo é sutilmente
modulada por alguns aminoacidos em suas estruturas. Dependendo do subtipo de Nav ensaiado,
havia efeitos preferenciais ou ndo de cada uma das toxinas. Durante a aula expositiva os resultados
serdo apresentados e discutidos com os alunos. A leitura do trabalho de Oliveira et al., 2004- EM
PUBLICACAOQ, também ¢é requerida.

Conforme os diferentes tipos de toxinas séo purificados e caracterizados, cada vez mais essas
moléculas sdo empregadas como ferramentas farmacoldgicas, para em laboratério induzirem seus

efeitos e ajudarem os cientistas a investigar diferentes aspectos da fisiologia.
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Muitas companhias farmacéuticas revendem toxinas com esse propésito, a pregos

elevadissimos. Acessando o site www.alomone.com e clicando em lon Channel Modulators e

Neurotoxins, podemos ver a lista de diferentes toxinas com seus respectivos precos.

Embora companhias farmacéuticas fornegam toxinas como substancias para pesquisa basica,
muitas delas vém investindo milhdes de ddélares no desenvolvimento de farmacos a partir dessas
moléculas. Como exemplo, existem peptideos que bloqueiam especificamente canais de K*
dependentes de voltagem expressos em linfocitos-T. Esse tipo de bloqueio leva a uma supressao do
sistema imune e, consequentemente, esse tipo de toxina torna-se altamente atrativo como um
remeédio para tratar artrite reumatéide e rejeicdo a 6rgdos transplantados. Na revisdo apresentada por
Chandy et al., 2001, os alunos podem acompanhar 0s avangos recentes nesse sentido.

Finalizando, queremos mostrar que a partir de protétipos naturais pode-se obter substancias
altamente eficazes para o estudo da fisiologia e que sirvam também como modelos para o

desenvolvimento de medicamentos.
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ROTEIRO DE AULA PRATICA

André Junqueira Zaharenko

Laboratério de Produtos Naturais Marinhos

Durante a aula pratica, os alunos acompanharéo procedimentos de fracionamento de pegonhas
totais pela técnica cromatografica de gel-filtracdo. Basicamente, a metodologia consistira conforme
descrito abaixo:

Purificacdo da peconha por gel-filtracdo em gel de Sephadex G-50 e estimativa do
conteudo protéico:

O fracionamento da peconha liofilizada de anémona serd realizado através de uma coluna (1,9cm
X 131cm) empacotada com gel Sephadex G-50 (Pharmacia LKB- Biotechnology, Uppsala, Sweden),
para se obter as fracdes neurotdxicas e hemoliticas ja detectadas neste tipo de fracionamento. A
peconha previamente centrifugada e liofilizada (cerca de 1-2g de material seco; 200mg de proteina)
sera dissolvida em 10-20mL de tampéao acetato de aménio 0,1M, pH 7,0 e aplicada ao topo da coluna,
equilibrada e eluida por gravidade com o mesmo tampédo. Cerca de 60 fracdes de 10mL cada uma
foram coletadas, agrupadas e liofilizadas.

A absorbancia de cada fragdo, uma medida relativa da quantidade de proteina contida em
cada uma, sera registrada diretamente na saida da coluna, através da passagem do efluente por um
detector de UV (Spectra/ Chrom™ Flow Thru UV Monitor com unidade 6ptica de 280nm e UV Monitor
Controller, Spectrum, Austria) antes de entrar no coletor de fragbes. A informacdo, captada pelo
detector, é integrada e registrada permanentemente em papel (Spectra/ Chrom TM 1 Channel
Recorder, Spectrum, Austria). O registro direto na saida da coluna permite o acompanhamento
constante do processo de filtracdo em gel, desta maneira, otimizando o processo de coleta.

Para estimar-se a quantidade de proteina presente na peconha e nas fra¢des obtidas, durante
esta etapa e nas subseqientes, serd empregado um “kit” que se baseia no método de dosagem do
acido bicinconinico (BCA) seguindo-se o protocolo do manual do fabricante (Pierce, Rockford, USA).
Utiliza-se albumina sérica bovina como padrao.

Purificacdo por cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) da fracdo neurotdxica
(FR11D):

Esta etapa serd realizada no Laboratério Especial de Espectrometria de Massa (LEEM) do
Centro de Toxinologia Aplicada (CAT/CEPID- FAPESP) do Instituto Butantan.

O conjunto da fracdo neurotoxica (FR I11) obtida de cromatografias por filtragdo em gel vai ser
ressuspendido em agua Milli-Q (Millipore Inc.) e injetado em um sistema de purificagdo Shimadzu de
HPLC constituido por um detector UV-VIS SPD-10A VP, bombas LC-10AD VP e um sistema controlador
SCL-10A VP (Shimadzu Corp., Japan). As amostras sdo entdo cromatografadas em uma coluna C-18
de fase reversa ODS (4.6 x 150 mm, 5mm; Hi-Q™) com um gradiente linear de 10 a 60% do solvente
“B” composto de acetonitrila + 0,1% de &cido trifluoroacético (CHsCN / 0,1%TFA) com fluxo de 1,0
mL/min durante 40min, através de monitoramento em UV 214 nm. O solvente “A” € composto de
0,1% de TFA em agua Milli-Q.
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Todos os picos obtidos sdo coletados manualmente e individualmente ou agrupados em fracdes
para serem posteriormente submetidos a espectrometria de massa e ensaios biolégicos.

Monitoramento de atividade neurotéxica das amostras em nervo sensorial de
crustaceo. Técnica de “sucrose-gap”:

A preparacdo serd realizada utilizando-se nervos sensoriais de crustaceos decipodos braquilros
da espécie Callinectes danae (siri azul), coletados no canal de S&o Sebastido. Testaremos o efeito de
neurotoxinas isoladas de pe¢onhas de anémonas sobre o potencial de acdo axonal de nervo de siri.

O procedimento consiste na separagdo do 2° ou 3° par de patas provocando-se autotomia por
compressdo do articulo proximal (base-isquio). Como 0 nervo ocupa uma posi¢cdo aproximadamente
central no pereiépodo, o0 mesmo é exposto até o dactilo, removendo-se um a um os articulos por
seccdo das membranas artrodiais, apédemas musculares e separacdo dos céndilos articulares.

Técnica de “sucrose-gap” - Essa técnica consiste no isolamento elétrico de uma area
superficial do nervo, na regido entre os eletrodos de registro, através de lavagens sucessivas com
uma solucdo de sacarose 1M. Sdo feitas 10 lavagens com sacarose a fim de remover ions da
superficie do nervo, deixando a &rea eletricamente isolada, impedindo a passagem de corrente na
superficie do nervo. O potencial de membrana pode ser medido de uma camara contendo KCI para
outra com salina. Assim, eletrodos antes e apds a barreira de sacarose registram tanto a voltagem
produzida pela corrente ibnica que passa através da membrana e no interior das fibras nervosas
durante o potencial de agdo, como o potencial de repouso. A camara de acrilico que é utilizada no
experimento para estimulacdo e registro dos potenciais de acdo contém 8 sulcos escavados, unidos
centralmente por um sulco onde se encontra apoiado o nervo e, para isolar um sulco do outro
adiciona-se vaselina. Os eletrodos de estimulagdo se encontram nos sulcos 1 (positivo) e 2 (negativo),
enquanto que os de registro nos sulcos 5 e 8, separados por dois sulcos contendo sacarose 1M para
isolamento. Os cinco primeiros sulcos sdo preenchidos com solugao fisiolégica de C. danae e o Ultimo
com solu¢do de KCI isosmética (0,46M). Para amplificagdo dos sinais obtidos utilizamos um pré-
amplificador modelo CP511AC (Grass Instruments Co., Warwick, USA). Os dados serdo adquiridos
através de um microcomputador tipo PC e processados através do programa WinWCP (Strathclyde
Electrophysiology Software, University of Strathclyde, Glasgow, UK

http://www.strath.ac.uk/Departments/PhysPharm/ses.htm).
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A DEPRESSAO METABOLICA NOS ANIMAIS

Laura Saade Haddad

Laboratério de Metabolismo Energético e Adaptabilidade

Existem diversos fatores que limitam a existéncia e sobrevivéncia de um organismo na
natureza, podendo ser biéticos, como a falta de recursos alimentares, rela¢es intra-especificas,
competicao interespecificas, etc..., ou abioticos, os quais incluem fatores climaticos como calor, luz,
umidade, intera¢cBes entre temperatura e umidade, oxigénio, e outros. Frente a modificagfes nestes
fatores, como quedas de temperatura, calor intenso, seca, escassez de oxigénio e hipersalinidade, os
animais podem reagir de trés formas:

1- Migrar para um ambiente mais favoravel

2- Enfrentar estas condi¢Oes ativamente

3- Evita-las mantendo-se inativos até o retorno a condi¢cdes mais amenas.

Na maioria dos casos, estas mudangas nos fatores abitticos estdo associadas a escassez de
recursos alimentares, assim muitos animais adotaram a estratégia de evitar tais obstaculos a
sobrevivéncia entrando em depressao metabdlica, na qual podem permanecer em jejum e inativos
por periodos prolongados e com uma dréastica reducdo no consumo de energia, ou seja, na taxa
metabdlica.

A depressdo metabdlica € uma reducéo da taxa metabdlica padrdo ou de repouso para niveis
ainda inferiores podendo variar entre uma reducdo de 60 a 99%, o que estende o tempo de
sobrevivéncia de um individuo quando as condi¢cBes ambientais sdo desfavoraveis, sendo a
sobrevivéncia de um organismo diretamente relacionada com o grau de depressdao metabdlica
alcancado. Este estado ja foi relatado nos principais filos animais, de invertebrados a todas as
classes de vertebrados e é caracterizado por uma reducéo geral da atividade: os movimentos cessam,
a alimentacéo e digestdo param, a freqiiéncia cardiaca e respiratoria diminuem.

Existem diversos tipos de depressdo metabdlica, como a estivacdo, que esta associada ao
periodo de seca, a anaerobiose facultativa ~a diminuicdo no teor de oxigénio e a hibernacao ao
frio invernal.

Na tabela 1 temos diversos exemplos de animais e alguns tipos de depressdo metabdlica:

Fenbmeno Animal % da taxa metabdlica
de repouso
Lesma terrestre 10-30
Estivacao Sapo/ra do deserto 17-30
Peixe pulmonado 10-20
Anaerobiose facultativa Molusco marinho 5-10
Tartaruga de agua doce 5-20
Camundongo 1.5-3
Hibernacao Morcego 1-4

Esquilo terricola 4-8
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Existem também animais que realizam uma depressdo metabdlica diaria (torpor diario), mas
este fenbmeno estd fortemente associado a economia de energia durante o periodo de repouso,
tendo em vista que estes animais tem um consumo energético bastante elevado durante o periodo de
atividade. £ o caso de algumas aves e mamiferos pequenos, como beija-flores e morcegos,
respectivamente.

Dentre os animais capazes de reduzir tdo drasticamente seu metabolismo, alguns podem
fazé-lo perante uma condi¢do adversa repentina, inesperada, como a seca huma época do ano em
gue isto ndo é freqiiente (encistamento em Artemia). Outros exibem uma dorméncia sazonal, ou
seja, o fendbmeno de depressdo metabdlica se repete com periodicidade, ano ap6s ano, em
determinada estacdo. Nestes casos, a depressdo metabolica é intrinseca, ou seja, o animal se
antecipa a condicdo ambiental desfavoravel, ingere grandes quantidades de alimento, geralmente sob
a forma de lipides, e prepara todo o maquindrio enzimatico para a entrada em hipometabolismo.
Mesmo quando mantidos em laboratorio e com comida disponibilizada ad libitum estes individuos

recusam o alimento durante a dorméncia, denunciando o carater intrinseco do fendmeno.

O sapo Scaphiopus couchii saindo da estivacéo

Nesta aula serdo abordados com maior profundidade os ajustes metabdlicos dos animais para

a entrada e saida da depressdo metabdlica sazonal, bem como a regulacdo deste fendmeno.
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TERMORREGULACAO EM INSETOS

Denise Loli

Laboratério de Metabolismo Energético e Adaptabilidade

PARTE 1 — INTRODUCAO -TERMORREGULACAO NOS INSETOS EM GERAL

A maioria dos insetos torna-se progressivamente lenta e incapaz de voar a baixas
temperaturas. Porém, alguns insetos conseguem aquecer seus musculos de vdo e ficar ativos mesmo
em ar muito frio (Schimdt-Nielsen, 2002). Tais insetos apresentam assim endotermia e sdo capazes
de realizar regulagdo da temperatura corpérea em uma larga faixa de temperaturas ambiente. A
maioria desses animais regula a temperatura toraxica mas ndo a temperatura abdominal (Withers,
1992). O aquecimento dos musculos do véo, no térax, antes da decolagem, ocorre, principalmente,
em grandes insetos, como gafanhotos, grandes mariposas, borboletas, mamangavas, vespas e
abelhas, que apresentam vdo com alta poténcia mecénica (Schmidt-Nielsen, 2002).

H& muito tempo se conhece a endotermia em insetos. Em 1837, 6 anos apdés o inicio do uso
de termopares na medicdo da temperatura corpdrea em insetos por Nobili & Meloni (1831 apud
Heinrich, 1974), Newport (1837 apud Heinrich, 1974)) relatou que as mariposas e mamangavas
podem elevar a sua temperatura tordxica acima da temperatura ambiente por meio de atividade
muscular. O aquecimento pré-véo foi descrito por Dotterweich (1928 apud Heinrich, 1974) e, em
1965, Heath & Adams (1965 apud Heinrich, 1974) mostraram que a mariposa Celerio lineata estabiliza
sua temperatura toraxica durante o voo em uma larga faixa de temperaturas do ambiente. Desde
entdo, varios aspectos da termorregulacdo em insetos e outros animais foram estudados e revisados.

Para ilustrar as diferentes estratégias fisiologicas, anatébmicas e comportamentais de
termorregulagdo, usaremos como exemplo o caso das abelhas, que sdo insetos sociais que realizam

termorregulacgdo individual e colonial.

PARTE 2 - CASO ESPECIFICO: ABELHAS

Em abelhas em repouso, suas temperaturas corpOreas sao proximas as temperaturas
ambientais, porém, quando as abelhas saem para o forrageamento (v6o para coleta de néctar, polen,
resina, barro etc) ou quando incubam sua cria, sdo capazes de regular as temperaturas corpéreas por
meio de producdo interna de calor. Dessa forma, a temperatura do corpo é mantida constante e
independente da temperatura ambiente. Assim, as abelhas sdo denominadas insetos endotérmicos-
heterotérmicos ou endotérmicos facultativos (Heinrich & Esch, 1994)

A termorregulacéo possibilita:

- 0 vbo em baixas temperaturas (as abelhas realizam aquecimento pré-vdo)

- defesa contra predadores (ha casos de abelhas que “torram” predadores capturados por

elas)
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- incubar a cria (possibilitando condi¢bes adequadas para o desenvolvimento das larvas e
pupas e criando um microh4bitat adequado para a coldnia como um todo [termorregulagdo
colonial])

- vantagem competitiva (insetos que conseguem procurar recursos em hordrios diferentes
de seus competidores)

Vantagens do comportamento de termorregulacdo em abelhas:

- propiciou o desenvolvimento de uma vida social

- propiciou a conquista de diferentes ambientes, como os desertos, as florestas tropicais,
o artico etc (Michener, 1974; Heinrich & Esch, 1994)

PARTE 2.1. - TERMORREGULACAO INDIVIDUAL

Serdo discutidos 0os mecanismos enddgenos de producgdo de calor e os diversos fatores que
influenciam na termorregulacéo.

Mecanismos endégenos de produc¢ao de calor

A forma mais comum de geracédo de calor no musculo é o tremor muscular, que envolve o
funcionamento controlado de ATPases do sistema contratil muscular (Hochachka & Somero, 1984). A
termogénese por tremor muscular € comum em mamiferos, aves e em alguns insetos, sendo
aparentemente uma resposta generalizada dos endotermos ao frio.

Uma segunda maneira de aumentar a liberacdo metabdlica de calor envolve os processos que
resultam em termogénese por ndo tremor. A termogénese por ndo tremor é relatada em mamiferos
placentérios, alguns marsupiais e poucas aves (Withers, 1992). Os processos envolvidos englobam
aqueles de liberacdo de calor como aqueles gerados por ciclos futeis e aqueles originados do
metabolismo do tecido adiposo marrom (TAM) de mamiferos. Heinrich (1993) apresenta ampla
revisdo sobre as estratégias e mecanismos de termorregulacdo em insetos. Belzunces et al (1996)
investigaram os efeitos de compostos adrenérgicos na termorregulacdo de abelhas meliferas mantidas
a 22°C e com temperatura toraxica monitorada por infravermelho. Segundo esses autores, um
mecanismo do tipo beta-adrenérgico parece estar envolvido na termorregulacéo de abelhas meliferas
e particularmente na termogénese.

O sistema circulatério é ineficiente para as trocas gasosas, entretanto auxilia na retencdo de

calor no térax, por meio de mecanismo de contracorrente (Heinrich & Esch, 1994).

Outros fatores influenciando a termorregulacao
Além  dos mecanismos enddgenos, ha também outros fatores que influenciam a
termorregulacdo das abelhas, como:
- pilosidade
- cor
- tamanho corpéreo
- sexo

- habito de vida
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PARTE 2.2. - TERMORREGULACAO COLONIAL EM INSETOS SOCIAIS

O desenvolvimento das larvas e das pupas (a “cria”) é favorecido se a temperatura do favo da
colénia for relativamente constante e independente da temperatura ambiente. Essas condicOes
favoraveis dentro da colméia podem ser devido a estruturas internas e externas do ninho, do local
onde o ninho est4 alojado e da fisiologia das abelhas (termorregulagao) (Michener, 1974; Engels et
al, 1995).

Considerando as abelhas, diversos grupos realizam termorregulacdo colonial, como as
abelhas meliferas do género Apis, as mamangavas (Bombus) e as abelhas nativas sem ferrdo (por

exemplo os meliponineos). Este tdpico serd discutido e apresentado na forma de diversos exemplos.

PARTE 3 - TOPICO DE DISCUSSAO

Evolugdo da endotermia
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A Rana E O RATO: UM ESTUDO COMPARATIVO DAS
CAPACIDADES METABOLICAS EM TECIDOS
MUSCULARES DE DUAS ESPECIES DE VERTEBRADOS

José Eduardo de Carvalho
Laboratério de Ecofisiologia e Fisiologia Evolutiva

1. INTRODUCAO

Os estudos comparativos nos oferecem uma valiosa ferramenta para se entender de forma
integrada como certas caracteristicas fisiologicas sé&o modificadas em reposta as mudancgas que
surgem ao longo da escala evolutiva. Eles nos permitem ainda compreender como, por exemplo, as
diferencas comportamentais estdo correlacionadas com as caracteristicas fisiolégicas que dao suporte
aos padrdes tipicos de atividade em diversos organismos. Se focarmos as modificagdes que ocorrem
em nivel celular podemos identificar diferentes alvos que estdo sujeitos a modificagbes na capacidade
de ciclagem de energia que, em Ultima, estardo relacionadas com a capacidade para a atividade.
Dentre as principais alteracdes podemos destacar os ajustes (1) na concentracdo de estoques
energéticos intracelulares, (2) na propor¢do e tamanho das fibras musculares, (3) na capacidade
tamponante dos musculos, (4) na quantidade de mitocdndrias e (5) nos niveis e tipos de enzimas das
vias glicolitica e aerdbia. Dessa forma, analisar de modo comparativo 0s processos metabdlicos
relacionados com a manutencdo da homeostase energética nos tecidos musculares contribui para o
entendimento das relacBes entre a fisiologia e o desempenho. Nesta aula realizaremos um estudo
comparativo simples entre as atividades maximas das enzimas lactato desidrogenase (LDH) da via
glicolitica, e da citrato sintase (CS) do Ciclo de Krebs , em amostras em um tecido muscular do rato e
da r&. Ao final, faremos uma discussdo sobre os principais achados.

2. ABORDAGEM EXPERIMENTAL

Material Biolégico

Utilizaremos a porgao vermelha do muisculo gastrocnemius do rato e da rad. Todas as solugdes
serdo fornecidas ja preparadas; entretanto, suas composi¢des sdo apresentadas no final do texto.

Preparacédo das Amostras

Pese cerca de 100mg de cada musculo e retalhe o tecido com uma tesoura, tomando-se o
cuidado de manté-los sobre gelo. Adicione os fragmentos no tubo de homogeneizacéo e acrescente 9
volumes de “tampdo de homogeneizagdo” gelado (multiplique a massa de tecido pesado em gramas
por 9 para ter o volume de tampé&o a ser pipetado em mL). Homogeneize a mistura no Ultra Turrax
(Ika Labortecnik) a 20.000 rpm, mantendo-se o tubo sob gelo. A seguir, introduza o sonotrodo do
sonicador U-200S control (Ika Labortecnik) na solugdo homogeneizada e ligue o aparelho 3 vezes por
10 segundos, com intervalos de 10 segundos entre cada vez, na amplitude de 50% e ciclo de 0,5.
Este procedimento deverd romper todas as membranas celulares e mitocéndriais, liberando para a
solucdo as enzimas compartimentalizadas. Prepare dois frascos para uma diluicdo adicional de cada

amostra de tecido. Dilua a amostra em 1:10 vezes (este extrato sera utilizado na medida da atividade
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da LDH) e 1:5 vezes (este extrato sera utilizado na medida da atividade da CS) utilizando o “tampao

de homogeneizagdo”.
Medida da Atividade Maxima da LACTATO DESIDROGENASE ( LDH)

A enzima LDH é a responsavel pela seguinte reagao:

O O
Il - Il -
cC—oO CcC—0O
I + NADH+H* I + NAD*
(|3= O OH —(IZ —H
CH3 CH3
PIRUVATO LACTATO

A atividade da LDH serd medida por espectrofotometria, a 25°C, através do monitoramento
continuo das alteracdes de absorbancia, a 340nm, dada pela oxidacdo do NADH quando o piruvato é

consumido. Para isso, misture as solugdes identificadas no protocolo abaixo:

[ final no ensaio

solugao volume a pipetar na 1
cubeta (L) (mM)

Imidazol — HCI - 50mM (pH 7,0) 880 50
DTT — 100mM 50 5
NADH — 15mM 10 0,15
Amostra diluida 1:10 10

Misturar, esperar atingir 25°C e ler a absorbancia por 3 minutos a 340nm =
Piruvato — 40mM 50 2

Misturar e ler a absorbancia por 3 minutos a 340nm = EXPERIMENTAL

Anote os valores de variacdo de absorbéncia por minuto da reacdo ap6s a adi¢do de piruvato,

descontadas as varia¢des observadas na reacdo controle.

Medida da Atividade Maxima da CITRATO SINTASE (CS)

A enzima CS é a responsavel pela seguinte reacéo:

_o_
=0 OH —C=0

- I + CoA-SH
Hp  *ACETIL-CoA + H,0 E:> C|H2

—0 c—o0

0O—-0Q-_0O_0O=0

O=

OXALACETATO CITRATO
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A quantidade de oxalacetato usado por unidade de tempo é uma medida da atividade
catalitica da CS. O uso de oxalacetato serd medido em espectrofotdometro, a 25°C, pelo aumento da
absorbancia a 412nm, devido a producdo de coenzima-A ligada ao DTNB. Para isso, misture as

solucdes identificadas no protocolo abaixo:

. [ final no ensaio
volume a pipetar na

solugdo cubeta (L) ( m]M )
Tris — HCI - 50mM (pH 8,0) 885 50
Acetil-CoA — 3mM 100 0,3
DTNB — 1mM 100 0,1
Amostra diluida 1:5 20

Misturar, esperar atingir 25°C e ler a absorbancia por 3 minutos a 412nm =
Oxalacetato — 20mM 25 0,5

Misturar e ler a absorbancia por 3 minutos a 412nm = EXPERIMENTAL
Anote os valores de variacdo de absorbancia por minuto da reacdo apés a adicdo de

oxalacetato, descontadas as variagdes observadas na reacéo controle.

Calculos

A atividade enzimdtica é usualmente expressa em unidades de atividade enzimatica (U) por
grama de tecido fresco. A unidade U representa a quantidade, em micromoles, de substrato
convertido em produto por minuto na solugdo (U = nmol.min™). Para o célculo da atividade

enzimética nas condicBes do ensaio devemos utilizar a seguinte equacéo:

( DAbs.min™) , V

-1 —_ —_ -1 -1
u. 0 tecido fresco — TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT = mmol . min~ . O tecido fresco
e X d X \ X r‘almostra

onde:

DAbs = alteracdo de absorbancia por minuto d = distancia percorrida pela luz na solu¢do ( mm )
V = volume do ensaio (L) v = volume da amostra no ensaio (L)

e = coeficiente de absorcdo molar ( L.mol*.mm™ ) I amostra = CONCENtracdo de massa da amostra (g.L™)

As unidades sdo expressas no sistema Sl (Sistema Internacional de Unidades).

O coeficiente e para o NADH é igual a 6,22.10% L.mol™>.mm™ e a distancia d = 10mm.

Para prop6sitos praticos, usamos a concentracéo da substancia em mmol.L™ ( = mmol.mL™).
Ent&o, para o NADH, e, d = 6,22 L.mmol™ ( = nmol.mL™). Para o DTNB, a 412nm, essa mesma
relacdo é equivalente a 13,6. A razdo V / v nos informa, em outras palavras, qual é a diluicdo da
amostra no ensaio. Ja a concentracdo de massa da amostra( r amestra ) Fepresenta a diluicéo feita na
homogeneizacdo. Como os tecidos de um modo geral apresentam cerca de 80% de agua,
normalmente é aceito que 1g de tecido equivale a 1mL. Assim, podemos simplificar a equagédo acima

para facilitar o célculo de atividade enzimética:
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( DAbs.min™)
U.dtecdofresco . =  =mmmmmmmmmmmmmmmms « diluicdo no ensaio 4 diluicdo na homogeneizagdo

6,22 ( se usado o NADH)
(OU 1316 se usado o DTNB)

...lembrando ainda que foi feita uma diluicdo extra da amostra (1:10 para a medida da atividade da
LDH e 1:5 para a medida da atividade da CS), e esta deve ser levada em conta neste momento

multiplicado-se o valor desta no resultado final.

Assim, utilize a equacgdo acima para calcular a atividade das enzimas LDH e CS nos tecidos

musculares do rato e da rd. Anote os resultados obtidos e guarde-os com carinho.
3. AGORA PENSE NISSO...

1. Que tipo de informagao é possivel obtermos com a analise da atividade méxima das enzimas LDH e

CS e por que estas enzimas foram estrategicamente escolhidas para este estudo ?

2. Baseado neste estudo, quais seriam suas explicacdes para as diferencas encontradas entre o rato e

ra?

3. O que devemos levar em considera¢do quando comparamos o rato e a ra durante o desempenho

desses animais na atividade locomotora ?

4. Ao final dessa aula, quais as principais conclusdes que vocé pode extrair desse tipo de estudo

comparativo ? E possivel pensar em adaptacéo neste nivel de abordagem ?
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4. INFORMACOES ADICIONAIS

Esquema das Principais Vias Metabdlicas Energéticas no Musculo de Vertebrados
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GLUTARATO

Composicdo do Tampéo de Homogeneizacéo
Imidazol — 20mM; PMSF — 1mM; EDTA — 2mM; NaF — 20mM e Triton X-100 — 0,1% (pH 7.4)

Abreviacdes da solucdes

DTT: Ditiotreito

DTNB: Acido Dithionitrobenzéico

NADH: Nicotinamida Adenina dinucleotideo, forma reduzida
PMSF: Fenilmetilsulfonil fosfato
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ECOFISIOLOGIA DE LAGARTOS

Renata Brandt Nunes
Laboratério de Ecofisiologia e Fisiologia Evolutiva

A ecofisiologia pode ser interpretada como o estudo de como 0s organismos funcionam e
respondem a mudangas em seus ambientes naturais. Neste contexto, a aula tratard principalmente
das implicac@es fisiolégicas das mudangas de temperatura nos Squamata, com énfase nos lagartos,
pois é bastante profunda a influéncia deste fator na vida destes animais. Ser4 importante recordar a
terminologia relacionada a regulacdo da temperatura, como o0s conceitos de endotermo e ectotermo
assim como pecilotermo e homeotermo; e ainda heliotermos, tigmotermos; a diferenca entre ser
termorregulador e termoconformador; o que € a temperatura preferencial e conceitos relacionados
aos limites de temperatura de atividade.

A aula em si sera baseada na discussdo sobre os mecanismos morfolégicos e fisiol6gicos
da termorregulacdo e a relacdo com aspectos da histdria natural dos lagartos no contexto metabdlico
e dependente de temperatura, como distribuicéo e selecdo de microhabitat; atividade diaria e sazonal;

comportamento; alimentagao, digestao e dieta; reproducdo; infec¢do e balanco hidrico.
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Links Interessantes
Paginas de pesquisadores, com informacdes sobre as linhas de pesquisa e links para outras
paginas de herpetologia.

http://rydberg.biology.colostate.edu/faculty/profile.php?name=Packard
http://lamar.colostate.edu/~packard/ — Gary Packard
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http://faculty.washington.edu/hueyrb/index.html - Laboratory of Evolutionary Physiology, dirigido por
Raymond B. Huey. Dispde ainda de conselhos para estudantes de pés-graduacéo ou interessados
em fazer pés-graduacao

http://uts.cc.utexas.edu/~varanus/ - Pianka”s Lab Page. Pagina do Laboratério do Eric Pianka.
http://www.omnh.ou.edu/personnel/herpetology/vitt/ - Laurie J. Vitt
http://compphys.bio.uci.edu/bennett/bennett.htm — Albert F. Bennet
http://oeb.indstate.edu/faculty/Angilletta.htm — Michael J. Angilletta Jr.

Cursos de Ecofisiologia na Internet
http://wildlife.wisc.edu/courses/401/ - University of Wisconsin — Madison

http://www.eeb.uconn.edu/courses/eeb296/ - University of Connecticut
http://bioweb.wku.edu/faculty/Crawford/526.html — Western Kentucky University

Informacfes gerais sobre lagartos

http://tolweb.org/tree?group=Diapsida&contgroup=Amniota — Tree of Life, com cladogramas e
discussBes sobre filogenia de todos os grupos de seres vivos. Este link direciona para o grupo dos
diapsida.

http://www.ucmp.berkeley.edu/diapsids/diapsids.html — UCPM Berkeley, cladogramas e todo tipo de
informacéo bioldgica (incluindo fésseis) sobre a diversidade da vida, este link direciona para o grupo
dos diapsida
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COMPORTAMENTO E FISIOLOGIA DE FORMIGAS Atta

Pedro Ribeiro

Laboratério de Ecofisiologia e Fisiologia Evolutiva

As sociedades dos insetos sdo conhecidas por se constituirem de individuos especializados em
diferentes tarefas. Em certas espécies de formigas, esta especializacdo esta relacionada com o
aparecimento de diferengcas surpreendentes no tamanho entre individuos de uma mesma col6nia,
geralmente associadas a tarefas diferentes (Bonabeu, 1997). Temos, por exemplo, em colbénias do
género Atta formigas cuja largura da capsula cefalica pode variar de 0,8mm até 3,0mm.
Simplificando, podemos subdividir estes diferentes tamanhos em quatro grupos, de acordo com suas
funcBes. Assim, temos as jardineiras e “babas” que sdo as menores operéarias da colénia e tém a
fungdo de cuidar das hifas e das formas imaturas. Ja as generalistas, de cépsula cefélica com
aproximadamente 1,4mm s&o responsaveis por varios tipos de atividades dentro do ninho, como a
preparagao de vegetais, que deve ser feita antes da incorporagcdo dos mesmos a esponja, descarte de
lixo e reconstrucdo das esponjas de fungo. Temos ainda a ndo menos importante casta das
forrageadoras com 2,2mm de capsula cefélica, essas formigas exploram o meio externo ao ninho e
sdo responsaveis pela coleta de vegetagdo. Por dltimo, temos as defensoras ou soldados, com capsula
cefélica de 3,0mm, como o préprio nome sugere sdo elas as responsaveis pela defesa do ninho contra
invasores, principalmente de outras formigas. (Adam e Ratnieks, 2001; Roces e Holldobler, 1994;
Andrade et al., 2002; Carvalho, 1972; Wilson, 1980; Wilson, 1971). A divisdo de tarefas ndo é
completamente rigida, sendo que a colaboracédo entre os individuos de diferentes castas propicia o
surgimento de padrdes de comportamentos caracteristicos de um “superorganismo”, favorecendo a
coldnia de uma forma global (Hélldobler e Wilson 1984). A manutencdo do equilibrio homeostéatico de
uma coldnia requer uma rapida percepcédo de fatores desestabilizadores externos ou internos e uma
comunicacdo que possibilite a reorganizacao na dire¢ao do equilibrio.

Além da flexibilidade na troca de tarefas entre as diferentes castas de formigas operarias
variagdbes do meio ambiente promovem comportamentos que conduzem ao reequilibrio do
microambiente da colonia. Kleineidam e Roces em 2000, observaram em ninhos de formigas
cortadeiras Atta vollenveideri diferentes comportamentos em func¢éo da idade da colénia. Os ninhos
de col6nias grandes, maduras, asseguram um bom micro-clima para o crescimento do fungo. Essas
colbnias constroem montes de terra ao redor das entradas do ninho cuja arquitetura promove a
ventilacdo preservando a concentracdo de CO2 em baixos niveis. Além disso, esses montes de terra
impedem a entrada da enxurrada nos olheiros. As colbnias jovens, pequenas e que ainda néo
construiram monticulos protetores se véem obrigadas a fecharem todas as saidas do ninho para
protegé-lo do excesso de chuva. Quando fecham as entradas a concentracdo de CO2 aumenta
rapidamente, a taxa de respiragdo da colbnia reduz-se, a respiracdo do fungo simbidtico também é
reduzida e o crescimento da coldnia fica comprometido. Contudo, através do fechamento, as operarias

impedem a inundagéo e garantem a continuidade da coldnia.
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Fregiientemente a homeostase de uma colbnia envolve processos complexos de
comportamentos onde aspectos individuais e sociais interagem para suprir, com maiores beneficios,
as necessidades energéticas da coldnia (Roces, 2002). Em colbnias de Atta cephalotes, a primeira
formiga forrageadora que encontra uma nova fonte de alimento, corta um fragmento de folha bem
menor do que cortaria numa situacdo de forrageamento bem estabelecida. Dessa forma, essa
primeira formiga diminui o tempo de corte e chega mais rapidamente ao ninho onde passara as
informacdes da fonte para suas irmas. Assim, a coleta total para a coldnia aumenta através do
recrutamento embora a primeira forrageadora tenha prejudicado sua performance. Num primeiro
momento, o recrutamento torna-se mais importante que a atividade individual de corte. Essa
capacidade individual de distinguir as diferentes situacfes de forrageamento possibilita maior rapidez
no reequilibrio energético da colénia (Roces, 1993). A velocidade com que as operarias modificam seu
comportamento em resposta aos estimulos externos varia de acordo com o tipo de comportamento e
o contexto. O grau de flexibilidade pode variar com o tamanho e a idade da colbnia, as operarias de
coldnias jovens parecem mais versateis, mais flexiveis em suas tarefas, mas a colénia como um todo é
menos homeostatica. Uma vez que a proporcdo entre as castas € muito mais fragil em colbnias
jovens, e 0s mecanismos de suporte, como a mudanca de tarefas ndo é 100% eficiente (Lenoir,
1979a; Gordon,1987).

Todo processo de homeostase de uma colbnia que envolve novas organiza¢cdes e mudancas
de comportamentos, individuais ou sociais, depende de um sofisticado mecanismo de comunicagdo
guimica. As intercomunicagdes ocorrem através de emanacgfes de substancias quimicas (feroménios)
exaladas de diferentes partes do corpo das formigas e percebiveis por suas irmas, através das
antenas que sdo Orgdos de percepgdo quimica. Esses avisos quimicos tém, de acordo com as
substancias desprendidas e circunstancias do momento, funcdes diferentes como: alarme de invasao,
chamados para os cuidados com a prole, recrutamento para a busca de alimentos e muitas outras
ainda ndo bem conhecidas (Hdlldobler e Wilson, 1990). Além de se comunicar através de feromonios
as formigas sdo capazes de perceber diversas variagdes ambientais entre elas as de temperatura e
umidade. Uma vez identificadas essas variagbes as operarias podem modificar o seu comportamento.
Desta maneira, a colbnia, aparentemente, reconhece a existéncia de um problema e passa a se
comportar de forma a tentar corrigi-lo. (Roces e Kleineidam, 2000).

Nesta aula nos basearemos na descricdo e discussdo de experimentos realizados em nosso
laboratorio. Estes experimentos mostram a plasticidade comportamental que formigas Atta sexdens

rubropilosa podem apresentar em diversas situacoes.
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RELOGIO BIOLOGICO DE MAMIFEROS: MECANISMOS
MOLECULARES E CONTROLE DA RITMICIDADE INTERNA
DO ORGANISMO.

Pedro Augusto Carlos Magno Fernandes

Laboratorio de Cronofarmacologia

Aspectos Abordados:

O intuito desta aula sera passar um pouco da evolu¢do dos relégios biol6gicos ao longo das
espécies até chegarmos aos mamiferos onde o estudo serd aprofundado. Discutiremos 0s mecanismos
moleculares que controlam a ritmicidade interna do rel6gio central e como ele é sincronizado por
fatores externos como, por exemplo, o ciclo claro/escuro ambiental.

O reldgio bioldgico central transmite as informagbes ritmicas ambientais para diversos
osciladores internos que, por sua vez, promovem respostas fisiologicas que se refletem em padrdes
comportamentais especificos. Para ilustrar este processo tomarei por base o controle do relégio sobre
a producdo ritmica dos glicocorticoides e da melatonina. Aproveitando para fazer um gancho com a
minha area de pesquisa que consiste na investigagdo da inter-relacdo entre as glandulas pineal e
adrenal durante um processo inflamatério crénico.

Introducéo:

Os seres vivos, na sua forma mais simples, como os seres unicelulares, até sua forma mais
complexa, como os vertebrados, sdo estruturados no tempo e no espaco. A maioria dos parametros
bioquimicos, fisiolégicos e comportamentais dos organismos apresenta flutuacdes didrias que
persistem sob condi¢des constantes, indicando que osciladores enddgenos foram incorporados aos
sistemas em resposta as varia¢des do ciclo claro-escuro ambiental (Menaker et al., 1997).

No centro dos sistemas que controlam e regulam os ritmos circadianos dos vertebrados estéo
trés estruturas que se interconectam num “eixo circadiano central”, que sdo: o0s nlcleos
supraquiasmaticos (NSQ), a retina e as glandulas pineal e adrenal (Menaker et al., 1997). Estes
otimizam as atividades basicas diarias, a vida reprodutiva e algumas respostas sazonais.

O sistema minimo requerido para adaptacdo as variagdes ambientais seria um reldgio
enddgeno, independente do meio ambiente, um sistema sensor que pudesse detectar as alteracdes
ritmicas do meio ambiente e um ou mais elementos sincronizadores, que teriam como funcdo o ajuste
do meio interno e das fun¢bes vitais as variacbes ambientais. Recentemente, foram descritos os
mecanismos moleculares do relogio central (NSQ) e de relégios biolégicos locais, chamados de servo
relégios (Reppert e Weaver, 2002). Também é conhecida a forma como a retina é capaz de detectar
luz e enviar a informacédo fética para os NSQ (Provencio et al., 2000) e o papel de diversos
marcadores internos como, por exemplo, o da melatonina — horménio produzido e liberado pela

glandula pineal- como marcador do escuro e o dos glicocorticdides -produzidos ritmicamente pela
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glandula adrenal- como antecipadores do periodo de atividade, agindo portanto sobre o ciclo

vigilia/sono dos individuos.
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SISTEMA DIGESTORIO

Carlos Eduardo Cruz

Laboratério de Fisiologia Molecular do Trato Digestivo

ASPECTOS EVOLUTIVOS - CONSIDERACOES INICIAIS

Protozoarios e e alguns organismos multicelulares (como esponjas) ndo apresentam um trato
digestivo, e a digestdo ocorre intracelularmente. Embora isto possa parecer uma caracteristica
primitiva, ja foi verificado em Paramecium que a digestdo intravacuolar esta associada & uma
acidificacao e alcalinizacao sequencial, de uma maneira similar ao que ocorre no sistema digestivo de
vertebrados.

O movimento do alimento e fluidos ao longo do canal alimentar é realizado por células ciliares
no sistema digestivo de muitos invertebrados. O transporte de secrecfes digestivas também pode ser
ajudado através do movimento ciliar nos cecos e dutos glandulares. A medida que o tamanho das
particulas de alimento e o didmetro do trato digestivo aumentaram, os cilios perderam a sua
eficiéncia, estando ausentes em alguns grupos como nematéides e insetos, favorecendo a
participacdo de movimentos musculares no transporte do alimento.

Na maior parte dos invertebrados, hd a formacgdo de regides mais especializadas como cecos
e regides glandulares responsaveis pela secre¢do, excrecdo e absor¢do de nutrientes. Moluscos e
artrépodos apresentam glandulas salivares altamente desenvolvidas. Em anelideos o arranjo geral dos
orgéos e tecidos é similar ao observado em vertebrados. Em moluscos, ja ocorre a formagdo de
estruturas hepéticas apresentando diferentes tipos celulares, e que sdo responsaveis pela absor¢ao,
digestdo intracelular, secrecdo, excrecdo e armazenamento, e produzem algumas enzimas digestivas
que sdo secretadas para a regido estomacal.

A digestdo, fermentacdo microbiana e a sintese de nutrientes sdo complementadas pela
presenca de endosimbiontes em muitas espécies de vertebrados, estando bem documentada em
anelideos, moluscos, equinodermos e insetos. Buchner (1965) verificou que a presenca de algas nas
células que revestem o trato digestivo de muitos invertebrados serve para garantir ao hospedeiro O,,
carboidratos, uma regido de armazenamento de alimento, além servir de mecanismo de excre¢do de

CO,, PO, e compostos nitrogenados.

O SISTEMA DIGESTIVO SEGUE CINETICAS ENZIMATICAS DE REATORES QUIMICOS
De uma perspectiva fisiologica, sistemas alimentares podem ser agrupados em trés categorias
com base em como eles processam o alimento em um reator quimico, ou local de digestdo quimica. O
trato digestivo dos celenterados, por exemplo, funciona como um reator em batelada (tipo “batch”),
pois ndo recebe alimento continuamente, ou seja, é necessario que parte do alimento seja processado
e eliminado antes da entrada de mais alimento. No estbmago de ruminantes, por outro lado, ocorre a

digestao autocatalitica, através da presenca de microorganismos simbiontes, e este funciona como um
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reator continuo de mistura em estado estacionario (do tipo CFSTR), pois i. recebe entrada continua de
substratos, ii. 0 seu contéudo € retirado continuamente e iii. a corrente de saida possui as mesmas
caracteristicas do contetdo do tanque do reator, sem variacdo ao longo do tempo. O intestino
delgado de mamiferos funciona como um reator tubular em estado estacionario (do tipo “plug flow”),
aonde a concentracdo dos reagentes e a velocidade de consumo destes reagentes variam ao longo de
seu comprimento, considerando que nesta regido ocorre a absor¢do de nutrientes. Este tipo de reagdo
guimica ocorre durante a digestédo catalitica, aonde enzimas digestivas endégenas atuam na hidrélise

do alimento.

CLASSIFICACAO DE ENZIMAS DIGESTIVAS

As enzimas digestivas foram amplamente conservadas ao longo da cadeia evolutiva.
Independentemente do organismo em questdo, estas podem ser divididas, de uma maneira
simplificada, em proteases, carboidrases e lipases.

As proteases, que atuam sobre cadeias peptidicas de diferentes tamanhos, sdo divididas em
endopeptidases, quando hidrolisam os peptideos internamente, ou exopeptidases, quando a hidrolise
é feita pela cadeia amino- ou carboxi- terminal. Tais enzimas também séo classificadas de acordo com
0s aminoacidos que participam do processo catalitico no sitio ativo, podendo ser subdivididas em
cisteina-, serina-, aspartato- e metaloproteinases.

Tripsinas, quimotripsinas, elastases, pepsinas, quimosinas e colagenases, por exemplo, séo
endopeptidases que catalisam a hidrdlise de diferentes aminoacidos, que podem ser basicos, como
arginina e lisina (no caso das tripsinas), ou catalisar a hidrélise do grupo carboxila de aminoacidos
aromaticos, como fenilalanina e triptofano (no caso das quimotripsinas). Dentre as exopeptidases,
podemos destacar as aminopeptidases, carboxipeptidases A e B e dipeptidases. As aminopeptidases
hidrolisam aminoacidos a partir do grupo amina das cadeias peptidicas e sdo classificadas com base
na sua dependéncia por ions metalicos (geralmente Zn*? ou Mn*?) e especificidade ao subtrato. As
carboxipeptidases hidrolisam aminoéacidos a partir do grupamento carboxila da cadeia peptidica, e
podem ser classificadas, de acordo com o seu mecanismo catalitico, em serina, metalo- e cisteina
carboxipeptidases.

As proteinas sdo sequencialmente hidrolisadas por endopeptidases extracelulares que atacam
ligagbes peptidicas ao longo da cadeia protéica, e exopeptidases, que hidrolisam aminoacidos
terminais. Oligo- e dipeptideos sdo posteriormente hidrolisados por enzimas presentes em
microvilosidades com borda em escova (ligadas diretamente a membrana ou associadas ao glicocalix)
ou presentes no conteudo das células intestinais absortivas.

A maioria das endopeptidases é secretada como zimdgenos inativos, e sdo ativadas no l[imen
do trato digestivo, protegendo assim os tecidos do hospedeiro contra ataque proteolitico.

Os polissacarideos s&o inicialmente clivados por alfa-amilases na maioria dos organismos
estudados. Amilose, amilopectina e glicogénio séo hidrolisados por alfa-amilases para formar maltose,

isomaltose, maltotriose e outros oligossacarideos de ligacéo alfa-1,4. Maltase posteriormente atua nas
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maltoses, mas é incapaz de hidrolisar as ligacbes alfa-1,6 de isomaltose, o que é realizado pela
isomaltose ligada as células epiteliais intestinais. Alfa-amilase, maltase e sacarase sdo classificadas
como alfa-glicosidases, pois catalisam a hidrélise da ligacdo glicosidica alfa-1,4 de oligossacarideos e
di-holosideos. As beta-glicosidases hidrolisam ligagbes covalentes beta-1,4 entre holosideos, como
celulose, hemicelulose e celobiose.

Embora enzimas enddgenas de vertebrados consigam hidrolisar as liga¢des alfa-1,4 e alfa-1,6
em amido e glicogénio, elas ndo sdo capazes de hidrolisar as ligacdes beta-1,4 encontradas em
celuloses e hemiceluloses, ou as ligacGes alfa-1,4 de pectinas e galactanos, sendo esta digestéo
realizada através da atividade microbiana. Quitina pode ser digerida por varios grupos de vertebrados,
incluindo mamiferos, aves e répteis, além de ser digerida por microorganismos.

Todos os dissacarideos, com exce¢cdo da quitobiose, sdo hidrolisados a mondmeros por
dipeptidases presentes nas membranas das microvilosidades intestinais.

As esterases, diferentemente de lipases, geralmente hidrolisam lipideos que estdo em solucéo.
As lipases descritas na maioria dos vertebrados hidrolisam triglicerideos na ligacéo éster C-1 e C-3,
liberando dois 4cidos graxos e um beta-monoglicerideo. Esterases hidrolisam monoésteres tais como
lecitina e colesterol, liberando lisolecitina, colesterol e 0s seus respectivos acidos graxos.

Os lipideos clivam &cidos graxos de cadeia longa mais rapidamente do que esterases, cuja
especificidade parece ser mais dependente do tipo de &lcool do que da estrutura do acido graxo. As
lipases ja foram encontradas em secrecdes salivares, faringeas e gastricas em diversos grupos
animais, mas sé@o secretadas principalmente pelo pancreas na maioria dos vertebrados e parecem ser
as enzimas mais importantes para a digestdo lipidica. As esterases também s&o predominantemente
enzimas pancreéticas em vertebrados.

Sais biliares e fosfolipideos (principalmente lecitina) contribuem para a emulsificacdo e
absorcdo das gorduras da dieta, e também servem como via principal de excrecdo de colesterol e
produtos finais do catabolismo da hemoglobina. Todos os sais biliares parecem ser derivados de
colesterol. Em peixes e anfibios, eles consistem primariamente de &lcoois sulfatados, e conjugados de
taurina e glicina em vertebrados acima destes grupos evolutivos. Uma vez iniciado o processo de
emulsificacdo, a lisolecitina, produto da hidrélise de lecitina, e os produtos finais da hidrolise de

triglicérides, também agem como detergentes fortes.
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A vida na Terra é dependente de agua. Os seres vivos sdo sistemas bioquimicos altamente
sofisticados organizados em torno das propriedades desta molécula. A dgua constitui-se no principal
meio onde as interagdes moleculares indispensaveis a vida ocorrem. Também se constitui no veiculo
que transporta as moléculas para diferentes locais onde essas interagées podem ocorrer.

Além dos muitos compostos organicos encontrados como solutos nos seres vivos, 0s ions
inorganicos também s&o de fundamental importancia: participam como cofatores em muitas reacdes
enziméticas; formam os gradientes quimicos o0s quais podem atuar como estoques de energia
potencial; e influenciam na permeabilidade das membranas biolégicas a outros solutos. Os diversos
solutos encontrados nas células vao, por outro lado, influenciar a mobilidade osmotica da agua e,
portanto, irdo desempenhar um papel proeminente na manutencéo da arquitetura celular. Além disso,
muitos dos sistemas enzimaticos que controlam as intera¢des quimicas caracteristicas da vida estao
localizadas em estruturas altamente organizadas. Isto aponta a importancia da manutencdo da
estrutura celular e volume nas reacdes as quais envolvem estas enzimas como catalisadores.

Basicamente, as células podem ser vistas como maquinas quimicas extremamente complexas
nas quais a localizacdo e a concentracdo de varias espécies moleculares interatuantes devem ser
precisamente controladas no sentidos de manter atividade Otima. Em tal contexto, o controle e a
manutencdo do volume celular podem ser considerados requisitos essenciais a vida. Além disso, o
problema da regulacdo de volume celular € um dos elementos cruciais na conquista de diferentes
biotopos e no estabelecimento de organismos em ambientes aquaticos com flutuacdes de salinidade.
De acordo, a vida foi originada em algum tipo de oceano e a capacidade de controlar o volume celular
€ um dos principais pré-requisitos para a invasdo de outros tipos de habitats como os ambientes de
agua doce e terrestre. Os organismos que habitam este meio desenvolveram adapta¢des osmoticas
especificas habilitando a sua manutencdo em suas comunidades. H& varias maneiras através das
quais o problema da manutencéo do volume celular pode ser resolvido. O organismo pode isolar-se
completamente do meio externo, evitando dessa forma o ganho ou a perda de 4gua. Esta solu¢édo nao

foi mantida por um grande nimero de espécies ao longo da evolugdo. Trocas com 0 meio externo séo
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necessarias para satisfazer as necessidades celulares. Alguns esporos bacterianos podem sobreviver
por longos periodos com um contetdo baixo de 4gua e sem trocas com 0 seu meio ambiente; nesta
situacdo, entretanto, seus processos vitais sdo essencialmente suspensos. Na maioria dos organismos,
a agua atravessa a membrana celular por difusdo em resposta a gradientes osméticos. H& duas
maneiras de evitar mudanc¢as no volume celular enquanto mantém-se a possibilidade de trocas entre
o fluido intracelular e o0 meio ambiente. O primeiro método consiste no controle da Concentracao
Osmética (CO) do fluido intracelular em relac@o a eventuais modificacdes do meio externo. O segundo
método implica no controle da CO do fluido que circunda as células em quaisquer condi¢des externas.
A dltima solugdo foi adotada por diversos eucariotos e foi denominada por Florkin (1962), de a
“regulacdo anisosmotica extracelular”. Embora a existéncia de um fluido extracelular diferente do
meio externo foi observada precocemente na evolugdo, a efetiva regulacdo deste meio (os fluidos
corpéreos) é um atributo de apenas alguns grupos zoolégicos altamente evoluidos. Pode ser
encontrado em alguns vermes e moluscos, mas, essencialmente, ocorre em artropodes e em
vertebrados. Além disso, muitos dessas espécies sdo incapazes de manter o estado osmaético de seu
sangue quando a CO do ambiente varia.

Os mais eficientes reguladores anisosméticos formam a categoria denominada dos assim
chamados animais homeostaticos; essas espécies podem manter a CO do seu sangue estacionaria
independente das condi¢Bes externas. Além de alguns crustidceos e peixes, representantes deste
grupo sdo encontrados entre répteis, aves, e mamiferos. Os ions inorganicos Na® e CI' sfo
predominantes como efetor osmético sanguineo na maioria dos reguladores anisosméticos. Uréia é
usada por alguns vertebrados inferiores. Este composto orgénico é encontrado essencialmente em
ciclostomados e em elasmobranquios, mas também tem um papel em varios anfibios e répteis.

O controle da CO do “meio interno” em reguladores aniososmdticos é alcangada por
diferentes mecanismos, sempre envolvendo o transporte de sais, e localizada em varios 6rgaos. Os
orgéos “transportadores de sal” podem ser morfologicamente muito diferentes variando, por exemplo,
de um rim de mamifero 4 branquia de um crustaceo ou a papila anal de algumas larvas de inseto. E
fundamental considerar que, com a excec¢do da glandula nasal de sal encontrada em aves e répteis,
as quais parecem ser ligeiramente diferentes devido aos seus métodos de controle, os “6rgdos
transportadores de sal” sdo construidos basicamente em modelos fisiolégicos muito similares: todos
realizam transporte ativo de sédio o qual é uma das forcas motrizes para o movimento de agua, o
contratransporte implicado no processo de saida de Na* é sempre NH*", H* ou K* e a ultraestrutura
desses 6rgdos é bem semelhante. Além disso, apresentam importantes dobramentos das membranas
celulares, grandes espacos intercelulares e elevada densidade de mitocondrias essencialmente
localizadas préxima as membranas de trocas. E possivel que esses mecanismos derivem a partir de
um mecanismo basico de transporte de Na® o qual controla o outro e mais primitivo processo de
manutenc¢ao do volume celular; que €, o controle da CO do fluido intracelular.

Como mencionado anteriormente, hd apenas alguns animais homeostaticos. Em todos as
outras espécies, as células tém que, algumas vezes, se defrontar com importantes mudancgas na CO

de seu meio ambiente. Além disso, os eficientes mecanismos de controle da CO sanglinea que atuam
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em espécies homeostaticas podem estar encobertos sob certas condicdes ou podem apresentar uma
certa demora em responder a uma nova situacdo. Isto aponta para a importancia dos mecanismos de
controle osm@tico do fluido intracelular na manutengdo do volume celular.

O processo responsavel para o balango da CO pode manter o gradiente osmdtico entre os
fluidos intracelular e extracelular ou atuar no sentido de manter esses dois meios proximos a
condi¢cBes isosmoticas. A primeira solugdo é encontrada em células vegetais, em esponjas de agua
doce e em protozodrios. Células vegetais sdo envolvidas por paredes celulares rigidas para evitar o
inchamento resultante do influxo osmético de 4gua. O problema do influxo de 4gua em esponjas de
agua doce e em protozoarios é resolvido pela existéncia de vaclolos contrateis, cuja funcdo primaria é
remover qualquer excesso de dgua. Na maioria das espécies de animais eucaribticas, os fluidos intra e
extracelulares sdo mantidos préximos da condicdo isosmdticas. Os mecanismos implicados neste
processo foram denominados por Florkin (1962) como mecanismos de “regulacdo isosmotica
intracelular”. Trabalham para manter o equilibrio osmaético apesar da presenca de solutos aniénicos
ndo-difusiveis no interior das células; estas particulas geram uma pressao osmatica a qual, de outra
forma, iria induzir o inchamento e a lise das células de animais por possuirem membranas facilmente
distensiveis. Além disso, estes mecanismos sdo de fundamental importéncia na resposta regulatéria
de volume que estas células sdo capazes de desenvolver ap6s mudangas na CO de seu meio
ambiente. Em todos os tecidos e células estudados até 0 momento, eles implicam no controle ativo do
montante de varios efetores osméticos intracelulares entre os quais os ions inorganicos Na*, K" e Cl' e
0s aminodcidos livres possuem um papel proeminente.

Os mecanismos de regulacé@o isosmotica intracelular foram encontrados em tecidos e células
de muitas espécies de varios grupos zooldgicos incluindo protozoarios, invertebrados, e vertebrados. E
importante notar que muitos desses organismos ou ndo possuem, ou possuem de forma muito fragil,
a capacidade de regulacdo anisosmética extracelular. Pode-se, portanto, concluir que a regulacdo
isosmética em nivel celular um processo mais primitivo o qual apareceu precocemente e persistiu ao
longo da evolugdo. Processos de regulacdo anisosmoticos devem ter sido adquiridos posteriormente,

adicionando as espécies que o possuiam um novo leque de possibilidades.
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EXERCICIO TEORICO-PRATICO

Balango Osmatico em Ambientes Marinho, de Agua Doce e Xérico.

elaborado por
Prof. Dr. Luiz Carlos Saloméo

Introducéo

Nos animais aquaticos, especialmente nos animais marinhos e estuarinos, as variacGes da
salinidade do meio podem resultar em variagdes nas concentragdes idnica e osmotica do sangue e
fluidos extracelulares. Animais marinos hiposméticos estdo sujeitos ao efluxo de agua e influxo de
fons, contrariamente aos animais de agua doce, que por serem hiperosmoticos, estdo sujeitos ao
influxo de agua e efluxo de ions, alterando a Concentracdo Osmotica (CO) do sangue e liquidos
tissulares.

H& dois padrfes béasicos de resposta dos animais a tais variagdes na salinidade, isto é,
osmoconformacdo e osmorregulagdo. No primeiro caso, a CO do sangue, hemolinfa ou liquidos
extracelulares varia linearmente com a variagcdo da CO do meio. No segundo caso, a CO se mantém
constante apesar das variagdes na salinidade do meio. Entre estes dois casos extremos,
osmorregulagdo e osmoconformagdo, ocorrem respostas intermediarias. Para se saber o padrdo de
resposta osmética, em laboratdrio, geralmente submetem-se os animais a meios de diferentes
salinidades, ou seja, de composi¢des ibnicas diferentes e determinam-se as concentragfes ibnicas e a
CO do sangue destes animais nestas diferentes condicdes experimentais.

J& no ambiente terrestre, em que a grande vantagem é a maior disponibilidade de oxigénio, o
balanco hidrico € de outra natureza e, muitas vezes, € obtido tanto por ajustes fisiolégicos como
comportamentais. Tal é que se observa, por exemplo, no banco hidromineral do rato canguru
Dipodomys merriami. Entre os mamiferos, 40% das espécies pertence a Ordem dos roedores, a mais
numerosa. Distribue-se por todo planeta, mas principalmente na América do Sul. Adaptaram-se aos
diferentes ambientes, das regifes polares ao equador, das montanhas as praias e do deserto aos
pantanos. A maioria dos roedores é terrestre, mas alguns sdo arboricolas ou semi-aquaticos. A maior
parte dos roedores é de pequeno porte, isto é, de 10 a 20 cm de comprimento e de 50 a 500 g de
massa corporal. Alguns, no entanto, como uma espécie de porco espinho (Hystrix cristata) do norte
da Africa chega a atingir massas corpéreas de 20-50 kg. A presenca dos roedores tem relevante papel
ecolégico por serem a principal fonte de alimento para aves e mamiferos carnivoros, havendo uma
relacdo bem estabelecida entre o tamanho da populagdo de roedores e suas presas. A relacdo com 0s
homens ndo se limita a destruicdo da agricultura ou a transmissdo de doencas. Sdo Uteis como
animais de laboratério, por consumirem certos insetos e por propiciarem o arejamento do solo
cavando galerias subterraneas.

Entre os mamiferos, séo os roedores que ocuparam os mais diferentes ambientes com relacéo
a disponibilidade a 4gua. Estdo presentes nos desertos mais aridos onde a agua ndo esta disponivel,

mas que também se tornou dispensavel para eles. Nesse sentido, deve-se ressaltar as pesquisas de
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Schmidt-Nielsen (1964) sobre os habitos e a fisiologia renal do rato canguru que vive numa regido tao

indspita, quanto a disponibilidade de 4gua, que poucas outras espécies lhe fazem companhia.

Respostas osmoéticas em Perna perna

A Tab. 1 apresenta resultados em experimentos realizados com o molusco bivalve Perna
perna. Os mexilhdes Perna perna foram coletados em costBes nas proximidades de S&o Sebastido e
foram transferidos para tanques de cimento amianto e mantidos em agua de mesma salinidade do
local de coleta, isto é, 1000 mOsm/kg H,O por cerca de 24 h. A seguir foram distribuidos em tanques
de cimento amianto contendo agua do mar diluida com &agua destilada, obtendo-se, assim, as
diferentes salinidades experimentais. Em cada salinidade experimental foram colocados mexilhdes
com cunha entre as valvas e sem cunha. A hemolinfa dos animais com cunha foi coletada apés 6 h de
exposi¢cdo aos diferentes meios, tempo previamente determinado considerando ser este periodo o
suficiente para as trocas osmo-idnicas. Nos animais sem cunha, as amostras foram obtidas apos 24 h.
O objetivo das cunhas era o de manter a livre exposicdo das partes moles do animal aos meios

experimentais. Manteve-se arejamento continuo durante todo o experimento.

Tabela 1. Concentracdo osmotica da hemolinfa de Perna perna, com cunha e sem cunha
mantidos em diferentes salinidades. Valores em mOsm/kg H,O. As concentracdes osmaoticas
foram determinadas pelo abaixamento do ponto de congelamento conforme descrito por
Salomao (Bolm Fisiol. Animal, Univ. S. Paulo, 4: 143-152, 1980).

Meio 250 410 560 700 850 1000 1150 1300
¢/ cunha T 417 598 685 864 1016 1150 1320
s/ cunha 910 650 620 730 860 1020 1160 1315

Estes resultados podem ser visualizados na figura abaixo:
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Fig.1. Variagdo da concentragdo osmética da hemolinfa de Perna pema
mantidos em diferentes concentragdes osmdticas (salinidades). Os circulos
correspondem aos valores obtidos em animai$ com cunha entre as valvas e
os tridngulos em animais sem cunha. A regressdo linedr, para o caso dos
animais com cunha é dada por: y = 0,99 x + 12.. No caso dos animais sem

_cunha a curva pode ser ajustada por um polindmio de terceiro grau y=
2,1.10%¢ + 0,006 % - 4,7 x + 1733
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Respostas osmdticas em Macrobachium olfersii

Exemplares de Macrobrachium olfersii foram coletados no Rio Guaecd, cuja salinidade é
préxima de zero, transportados para o laboratério em condi¢cdes que garantiam a sua higidez, onde
foram mantidos em tanques de cimento amianto, com agua do mesmo local de coleta, continuamente
arejada. Ap6s um periodo de permanéncia em meios iguais aos dos locais de coleta, os animais foram
transferidos para tanques com agua do mar diluida a fim de se obter as diferentes salinidades
desejadas (concentra¢cdes osmoticas). A Tab. 2 indica os valores da concentracdo osmotica dos oito
diferentes meios experimentais e da hemolinfa dos camardes Macrobrachium sp. E a figura 2 mostra

estes dados plotados e ajustados por uma funcéo polinomial de 3° grau.

Tabela 2. Concentracdo osmética (mOsm/kg H,O) da hemolinfa de M. olfersii e dos
diferentes meios em que foram mantidos. As concentracGes osmaticas foram determinadas
pelo abaixamento do ponto de congelamento em um osmodmetro Fiske.

Meio 0 150 300 450 600 750 900 1000
Hemolinfa 430 480 500 510 550 580 650 800
o
€
2
2
3
3
©
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Fig.2. Variagdo da concentrago osmoética em Macrobrachium elfersii mantidos

em diferentes salinidades (concentragdes osméticas). O ajuste da curva

corresponde a fungdo polinomial de 3° grau dada pela expressdo:
Yy =1.210%-0,01 2 + 056 x + 427

Discussao

1. Como vocé definiria 0 comportamento osmotico de M. olfersii e de P. perna?

2. No caso de P. perna, em que sentido a introdugdo da cunha altera a resposta osmotica? Qual
o significado fisiolégico desta alteracdo?

3. Que tecidos ou 6rgdos seriam mais sensiveis ao estresse osmético? Por que?

4. Em que niveis compartimentais estes fendbmenos podem ser abordados?

5. O que se pode dizer acerca da eurialinidade destes dois animais, a partir dos resultados

obtidos?
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6. A resposta osmética de P. perna a variacdo de salinidade pode ser expressa por uma fungao
do tipo y = ax + b, enquanto que a do M. olfersii seria por uma funcéo do tipo y = ax® + bx?
+ cx + d. Qual o significado fisiol6gico destas representacfes?

7. No caso de P. perna com cunha e sem cunha, o que seria uma abordagem reducionista e uma

abordagem holistica, sistémica ou integrativa?

Osmorregulacéo no rato canguru

O balanco hidromineral no rato canguru se torna critico em razdo do ambiente indspito em
que vive fazendo-o depender apenas da pouca agua contida nos alimentos e da agua metabdlica.

A Tab. 3 resume o balanc¢o hidrico do rato canguru.

Ganho Perdas
Agua metabdlica 90% Evaporacéo 16%
Agua livre nos alim. 10% Respiragao 54%
Bebida 0% Urina 25%
fezes 5%

A perda de agua através da pele, por evaporacéo, € reduzida mas chega a 16% enquanto que
mais da metade da perda total ocorre através do trato respiratério. As glandulas sudoriparas estao
ausentes da superficie do corpo dos roedores, sendo encontradas apenas em determinadas areas,
como nas partes sem pélo das patas. O estudo da perda de agua através da respiracdo levou
Schimidt-Nielsen a descrever um fendmeno interessante que ocorre em outros animais.

A Tab. 4 mostra as diferentes formas de indicar a quantidade de &gua, na forma de vapor,

presente no ar em diferentes temperaturas.

Vapor de 4gua

Temperatura
(°C) mmHg kPa % de 1 atm mg H20/L ar
0 4,6 0,61 0,6 4,8
10 9,2 1,23 1,2 9,4
20 17,5 2,34 2,3 17,3
30 31,7 4,24 4,2 30,3
40 55,1 7,38 7,3 51,1
50 92,3 12,33 12,2 83,2
100 760 101,33 100 598
37 46,9 6,28 6,2 43,9

Como se vé nesta Tabela o ar saturado na temperatura do corpo (37 °C) contém cerca de 2,5

vezes mais dgua na forma de vapor do que o ar saturado na temperatura ambiente (20 °C), isto €,
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43,9 e 17,3 mg/L, respectivamente. Assim, se o ar exalado for resfriado a perda de agua por esta via
seria menor. De fato a temperatura do epitélio nasal € mais baixa do que de outras regides do corpo
e, portanto, hd economia de agua. Este mecanismo, encontrado em outros mamiferos e em aves, é
denominado de mecanismo de contra-corrente nasal. No homem a temperatura do ar exalado esta
préxima daquela do corpo. Logo, ndo ha economia de agua.

A Fig. 3 mostra a quantidade de agua recuperada de agua em duas condi¢@es: a 15 °C e 25

% de umidade relativa do ar (u.r.) e a 30 °C e 25 %

70 - P Expired air

L rh. = 100%
60 - o
. AR > A Lung air saturated
o 50’ ot BT at 38°C
3] e ,. [ .qo, -1 e
- o . -y _— j b
2 40r 3 £ Q-
5 ¢ e 8 7
. L © - 3§ Q)
e, 30 s 18 B @ L
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Ambient air temperature

Fig.3.A perda de agua através da respiragdo depende tanto relagdo entre a

temperatura do corpo e a temperatura do ar inalado como com a umidade relativa
do ar inspirado T

A perda de agua pelas fezes € minimizada gragas a reabsorcéo retal de 4gua e a eliminagao
de fezes desidratadas.

Desde que a regulacdo de agua estd intimamente associada a temperatura, certos habitos
encontrados em animais que vivem em regides desérticas, como o rato canguru, estdo associados a
este fendbmeno. Os seguintes habitos sdo encontrados neste animal: habitos noturnos — durante o dia
permanecem em galerias onde a temperatura € relativamente mais baixa; reducdo das atividades —
uma vez que a producdo de calor é inevitavel sempre que h& contracdo muscular, o animal mantém-
se em atividades reduzidas durante o dia.

A Fig. 4 resume as estratégias utilizadas pelo rato canguru para sobreviver num ambiente de

grande restri¢éo hidrica.
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Fig.4. As estratégias utilizadas pelo rato-canguru para a
conservagéo de agua sdo caracteristicas de muitos animais de
pequeno porte , habitantes de desertos.

Producdo de urina concentrada

Esta talvez seja a mais importante adaptacdo fisiol6gica do rato canguru. A concentracdo
osmotica da urina deste animal é superior a 6000 mOsm/kg H,O. E um valor elevado, embora valores
superiores a 9000 mOsm/kg H,O possam ser considerados em outros roedores de regides desérticas.
(Lembre-se que a concentracdo osmética da urina humana varia de cerca de 60 a 1200 mOsm/kg
H,0) Rim capaz de produzir urina mais concentrada que o plasma s6 é encontrada em mamiferos e
aves.

O “truque simples”, como diz Schimidt-Nielsen, para a producdo de urina concentrada reside
num fenémeno conhecido com “efeito multiplicador de contra-corrente”. Esquemas deste fenémeno
sdo encontrados em praticamente todos os livros de fisiologia. No entanto, valeria a pena ressaltar
que os elementos essenciais deste mecanismo sdo: (1) alca de Henle longa; (2) fluxo em sentido
contrario nos dois ramos da al¢a; (3) transporte ativo; (4) um ramo que reabsorve ativamente soluto

deve ser impermedvel a agua.

Discusséo
1. Que relacdo ha entre umidade relativa do ar e o balango hidrico do rato canguru?
2. Que relacdo héa entre a temperatura ambiente, balancgo hidrico e temperatura corporal?
3. Em que o mecanismo de contra-corrente nasal difere do mecanismo multiplicador de contra-
corrente encontrado no rim?
4. Em que se assemelha a coriza observada no ser humano nos dias frios com aguele observado
nos animais com focinho frio?

5. Aves e mamiferos sdo capazes de produzir urina concentrada. Por que?
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