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RESUMO

As projegoes ipsolaterais de roedores se desenvolvem durante as duas ou trés primeiras semanas
pos-natal, quando surge um padrdo adulto. Durante este periodo critico, rapida reorganizacao
nesta via pode ser induzida por lesdes ou manipulagdes experimentais que interfiram com seu
padrao de atividade elétrica, liberacdo de mensageiros retrégrados ou neurotransmissores. A
adenosina ¢ um neuromodulador que tem sido relacionado com o desenvolvimento e plasticidade
do sistema nervoso. Neste trabalho, nos investigamos a ontogénese do AMPc e a modulacao dos
niveis de AMPc por agonista purinérgico. Também analisamos os efeitos in vivo de um bloqueio
agudo do transportador de adenosina ou da enzima adenosina deaminase durante o
desenvolvimento e manutencdo da topografia retinotectal ipsolateral, além da expressdo de
receptores A; e Az, no coliculo superior apds tratamento com dipiridamol. Ratos Lister Hooded
com idades entre DPN10 ¢ DPN28 foram usados neste estudo. Para estudos com tracadores
anterogrados animais foram tratados com injecdes diarias de EHNA (10mg/Kg ip) ou dipiridamol
(10, 30 ou 50 mg/Kg) durante quatro dias (DPN10-14) ou oito dias (DPN20-27). O grupo
controle recebeu inje¢des de veiculo (salina ou 6leo de oliva) durante o mesmo periodo. As
projecoes retinotectais ipsolaterais foram marcadas a partir de uma inje¢do intra-ocular de
peroxidase de raiz forte (HRP). Apos sobrevida de 24h, os animais foram submetidos a perfusao
transcardiaca e os cortes processados para histoquimica de HRP. Outro grupo de animais tratado
com dipiridamol foi usado para western blotting. Nossos resultados mostraram que o tratamento
com EHNA ou dipiridamol (50mg/Kg) geraram uma expansao dos campos terminais retinotectais
no eixo rostro-caudal do coliculo superior. Este efeito ndo foi observado durante terceira e quarta
semanas pos-natal. Além disso, a expressao de receptores Aj, sofreu uma diminui¢ao nos animais
tratados com dipiridamol durante o periodo critico. Em conjunto esses resultados sugerem um
papel do sistema purinérgico no desenvolvimento e plasticidade retinotectal.



ABSTRACT

The ipsilateral retinotectal projection of rodents develops within the first two/three post-natal
weeks, when a topographical match of retinotectal axons acquires an adult-like pattern. During
this critical period, rapid reorganization in this pathway can be induced by lesions or
experimental manipulations that interfere with the pattern of electrical activity, release of
retrograde messengers or neurotransmitters. Adenosine is a neuromodulator that has been
implicated in nervous system development and plasticity. In the present work, we investigated the
ontogenesis of cAMP and the modulation of cAMP by purinergic agonist in vitro. We also
analyzed the effects of an acute in vivo blockade of adenosine transporter or adenosine deaminase
during the development and maintenance of the uncrossed retinotectal topography and the
expression of Al and A2a receptors in the superior colliculus after dipyridamole treatment. Lister
Hooded rats ranging from PND10 to PND28 were used in this study. For anterograde tracing
studies, animals were treated with daily injections of EHNA (10 mg/Kg, ip) or dipyridamole (10,
30 or 50 mg/Kg, ip) during 4 (PND10-14) to 8 days (PND20-28). Control groups received
injections of vehicle (saline or olive oil) during the same period. Retinotectal projections were
traced with intraocular injection of horseradish peroxidase. After a survival time of 24hs, the
animals were perfused transcardially with saline followed by aldehides and the sections
processed for HRP histochemistry. Another group of dipyridamole-treated rats were used for
western blotting. Our data showed that the treatment with EHNA or dipyridamole (50 mg/Kg)
revealed an expansion of retinotectal terminal fields in the rostro-caudal axis of the tectum. This
effect was not found during the third/fourth postnatal week. Moreover the expression of A2a
receptors were decreased in dipyridamole-treated rats within the critical period. Taken together,
the results suggest a role for purinergic system in the retinotectal development and plasticity.



1 INTRODUCAO

O sistema nervoso central é extremamente complexo (Heiduschka & Thanos, 2000).
Esta caracteristica ¢ devida as relacdes estabelecidas entre suas células constituintes, 0 meio
no qual estdo inseridas e, principalmente, as constantes alteragdes entre estas. Como uma de
suas peculiaridades ¢ o fato de ser incapaz de produzir proliferagdo celular significativa na
idade adulta, salvo em regides como hipocampo (Kempermann & Gage, 1999) e zona
subventricular do cortex cerebral, o sistema nervoso desenvolveu a capacidade de se moldar a
variagOes nos padroes de estimulagdo, que podem ser causadas por diferencas na experiéncia
sensorial, injaria, doenga ou processos mais complexos como o de aprendizado/memoéria. Este
fenomeno é chamado de plasticidade neural.

Um bom modelo de estudo do desenvolvimento e da plasticidade no sistema nervoso
central (SNC) ¢ a via visual. Esta permite sua manipulagcdo com maior facilidade por ser mais
acessivel para experimentagdo, além de apresentar durante o desenvolvimento padrdes de
conectividade que normalmente ocorrem em todo o SNC, como laminagdo e segregacdo de

axonios (Shatz, 1992; Isenmann et al., 2003).

1.1 A via visual central

Inicia-se na retina, a qual é um o6rgdo sensorial derivado do ectoderma neural,
especializado na deteccdo, localizacdo e analise da luz, localizada na parede posterior do olho
com células dispostas em camadas que tém como funcdo reconhecer, transduzir este sinal
luminoso em estimulo elétrico e transporta-lo para vias visuais superiores. Estruturalmente, a

retina ¢ organizada em cinco camadas, gerando assim um padrdo laminar presente também em



diferentes estruturas do SNC. Sao trés camadas celulares e duas camadas plexiformes
dispostas da periferia para o centro do globo ocular. A camada mais externa ¢ a camada dos
segmentos externos dos fotoreceptores (OS), que ¢ a regido fotossensivel da retina. A seguir
estd a camada nuclear externa (ONL) contendo os corpos celulares dos foterreceptores.
Segue-se a camada plexiforme externa (OPL), na qual se conectam células bipolares,
horizontais e fotorreceptores; a camada nuclear interna (INL), composta por células
amacrinas, bipolares e horizontais; a camada plexiforme interna (IPL) onde contatos
sinapticos entre células ganglionares amacrinas e bipolares ocorrem e, mais internamente, a
camada de células ganglionares (GCL), sendo compreendida por seus corpos celulares e por

corpos celulares de células amacrinas deslocadas (Mey & Thanos, 2000; Klassen et al., 2004)

(Fig.1).
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Fig.1: Fotomicrografia ilustrando as camadas e os diferentes tipos celulares presentes na retina : PC -
células progenitoras multipotentes, RPE - epitélio pigmentar, OS- segmento externo de
fotorreceptores, ONL — camada nuclear externa, OPL — camada plexiforme externa, INL — camada
nuclear interna, IPL — camada plexiforme interna, GCL — camada de células ganglionares (Klassen et
al., 2004).



Os axonios das células ganglionares (RGCs) se dirigem ao disco Optico, tornam-se
mielinizados e formam o nervo éptico que ascende as informagdes a outras estruturas da via
visual tais como pré-tecto, coliculo superior e nucleo geniculado lateral (LGN) (Fig.2).

Em ratos, o coliculo superior ¢ o principal centro visual sub-cortical e o
desenvolvimento da via retinotectal se inicia no utero, sem experiéncia visual (Binns & Salt,
1998). Esta via se estende pelo nervo dptico até quiasma Optico, local onde ocorre uma
decussacao parcial dos aferentes provenientes da porcdo nasal da retina, enquanto as
projecdes ipsolaterais provém da retina temporal, em uma regido chamada de crescente
temporal.

Em primatas, inclusive no homem, a propor¢do de células que cruzam e que ndo
cruzam para o lado oposto do encéfalo é a mesma (Simon & O’Leary, 1992), enquanto em
roedores 95% das células ganglionares sdo de projecdo contralateral (Linden & Perry, 1983).
Os 5% restantes se encontram na periferia temporal da retina, a crescente temporal. Apos

passarem pelo quiasma dptico, os axonios formam os tratos dpticos e seguem para seus alvos

de proje¢do (Fig.2)

Fig.2: Representagdo da via retinotectal de ratos. Os axdnios do nervo optico (ON) terminam
principalmente no coliculo superior (SC) e alguns deles no pré-tectum (PT). Outras abreviaturas: BS,
tronco cerebral; Cer, cerbelo; IC, coliculo inferior; LGN, nacleo geniculado lateral; OC, quiasma
optico; OT, trato optico; SCh, nicleo supraquiasmatico (Heiduscka & Thanos, 2000).



1.1.1 A formacéo do mapa retinotépico

O coliculo superior ¢ uma estrutura mesencefalica dorsal, laminada, equivalente ao
teto optico (TO) de vertebrados ndo mamiferos (O’Leary et al., 1994; Debsky et al., 2002)
sendo sua regido superficial responsavel pelo processamento primario de informagdes visuais
e regides profundas relacionadas a integracdo sensorio-motora (King, 2004).
Anatomicamente, se divide as camadas visuais em Stratum zonale (SZ) a camada mais
superficial, stratum griseum superficiale (SGS) e stratum opticum (SO). As camadas de
processamento motor, auditivo ¢ de integracdo sdo Stratum griseum intermediale (SGI),
stratum album intermediale (SAI), stratum griseum profundum (SGP) e stratum album
profundum (SAP) a mais profunda (Lee & Hall, 1995; Parsons et al., 2001) (Fig.3), ja tendo
sido demonstradas extensas conexdes inter-laminares nesta estrutura, principalmente vias que
descendem de camadas superficiais para camadas pré-motoras mais profundas (Lee & Hall,

1995).

Fig.3: Esquema da laminag@o no coliculo superior em corte coronal. A linha pontilhada delimita as
camadas de processamento visual na regido dorsal e as camadas profundas de processamento auditivo,

motor e integragdo de informagdes. stratum griseum superficiale (SGS), stratum opticum (SO),
stratum griseum intermediale (SGI), stratum album intermediale (SAI), stratum griseum
profundum (SGP) e stratum album profundum (SAP). O stratum zonale nio estd representado.
(Parsons et al., 2001).



A geracdo de respostas comportamentais aos estimulos visuais requer o apropriado
ordenamento topografico das conexdes no sistema nervoso central. Esta se d4 através da
formag¢do de mapas topograficos que consiste na representacdo ordenada de axodnios de
células ganglionares adjacentes em regides correspondentes no alvo (Fig.4). Esta é uma
caracteristica organizacional fundamental da representagdo do espaco sensorial no SNC
(Simon et al., 1992), visto que permite a traducdo das caracteristicas do estimulo em um

codigo neural coerente (Lemke & Reber, 2005).
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Fig.4: Mapa esquematico das proje¢des retinotectais. A imagem do mundo visual (representada por
numeros e letras) ¢ invertido na parte posterior da retina. . As projecdes da retina ao tectum se
organizam topograficamente, de forma que células ganglionares da retina (RGCs) nasal projetam para
neurdnios na porgdo caudal do tectum optico, RGCs temporal projetam para o tectum rostral, RGCs

dorsal projetam para o tectum medial e RGCs ventral projetam para o tectum lateral (Debsky & Cline,
2002).

Para que os axonios das células ganglionares da retina possam alcancar corretamente
seus alvos no coliculo superior, eles sofrem influéncia de diversas moléculas quimioatrativas
e quimiorrepulsivas (Rodger et al., 2000), fatores de crescimento (Yun-Tao et al., 1998),
moléculas de adesdo celular (CAMs) (Skaper et al., 2001 para revisao). Em estagios iniciais
do desenvolvimento estas pistas quimicas levam ao estabelecimento de conexdes em locais
apropriados e a formagdo de um mapa topografico rudimentar.

Com base nestes e em outros estudos ¢ possivel dizer que ocorre um direcionamento
inicial dos axdnios para seus alvos de maneira quase precisa. Entretanto, a projecdo inicial ¢

quase sempre maior do que aquela observada na fase adulta. Assim, ¢ preciso que haja um



refinamento destas conexdes. Dois fendmenos regressivos contribuem de maneira
significativa para este refinamento, sdo eles: a morte celular programada (apoptose) e a
eliminagdo seletiva de sinapses.

A morte celular programada das células ganglionares da retina ocorre
predominantemente na primeira semana do desenvolvimento, mas pode se estender até o
décimo dia pos-natal (DPN10). Este evento ¢é responsavel pela eliminagdo de
aproximadamente 50% destas células retinianas, e ¢ decorrente principalmente da competi¢ao
por fatores neurotroficos derivados do alvo, que sdo transportados retrogradamente em

neurdnios centrais ¢ promovem a sobrevivéncia destes in vitro (Thanos et al



Retina Coliculo
Nasal Temporal Anterior Posterior

Fig.5: Orientagdo topografica das proje¢des retinotectais mediada por gradiente de efrinas. Axonios da
retina temporal crescem e estabelecem conexdes na regido anterior do coliculo enquanto axonios
nasais se projetam para regides mais caudais. Adaptado de Knoll & Drescher, 2002.

A eliminagdo de contatos sinapticos ndo apropriados também contribuird para que haja
o refinamento das conexdes visuais iniciais, promovendo entdo um ordenamento retinotépico
preciso (Land & Lund, 1979; Perry et al. 1983). Este refinamento topografico dependera da
atividade elétrica, que se divide em espontdnea e evocada. A atividade elétrica espontanea
ocorre tanto nas células ganglionares quanto nas células pos-sindpticas do coliculo superior.
No CS esta atividade elétrica comega a ser detectavel entre DPN5 ¢ DPN6 e ocorre sem
alteracdo mesmo quando o CS ¢ isolado funcionalmente da retina através de injecdo de
lidocaina no nervo 6ptico (lidocaina ¢ um anestésico local que bloqueia canais de sodio
dependentes de voltagem). Estes achados sugerem que os neurdnios coliculares sejam os
geradores destas descargas espontineas (Molotchnikoff, 1995). A atividade elétrica evocada
se inicia por volta de DPN13 e consiste na ativagdo da via pela abertura dos olhos, a qual

estabelecera o padrdo de proje¢des encontrado no animal adulto (Katz & Crowley, 2002).

1.1.2 Periodo critico

No inicio do desenvolvimento as sinapses sdo estruturas labeis, por conta de sua

imaturidade. Esta condicdo ocorre nas diferentes vias do sistema nervoso em uma janela



temporal, definida como periodo critico (Ghoumari et al., 2000). Neste periodo elas sdo mais
suscetiveis a alteragdes nos padrdes de estimulacdo apresentando significativa reorganizacao,
causada pelas diferentes etapas do desenvolvimento normal (experiéncia sensorial) ou por
manipulagdes experimentais, como enuclea¢do ou lesdo de retina, bloqueio de atividade
elétrica, bloqueio de neurotransmissores, bloqueio da sintese de mensageiros retrogrados
(Campello-Costa et al., 2000) ou outros capazes de alterar a estabiliza¢do sinaptica
(Constantine-Paton, 1990).

Cada espécie e cada estrutura de um mesmo sistema possui um periodo critico
caracteristico de acordo com seu desenvolvimento. Na via retinotectal de ratos este periodo se
da até DPN 21, a partir de entdo, as conexdes se tornam gradativamente mais estaveis ¢ assim

menos plasticas.

1.1.2.1 O periodo critico do desenvolvimento retinotectal

Em diversos animais este padrao das projecdes retinotectais sofre alteragdes ao longo
do desenvolvimento poés-natal. Em ratos, os axonios provenientes de células ganglionares da
retina atingem a por¢ao anterior do coliculo superior ja no décimo sexto dia embrionario
(E16) (Lund & Bunt, 1976; Molotchnikoff, 1995). No inicio da vida pods-natal ocorre uma
distribuicdo difusa no coliculo superior, onde aferentes de ambos os olhos se sobrepdem
durante as duas primeiras semanas. Posteriormente, comeca a ocorrer retracdo axonal,
passando estes terminais ipsolaterais a ocupar regides menores no coliculo em forma de
aglomerados, ou “clusters”. Seguindo o principio proposto por Hebb (1949), no qual células
que disparam em sincronia tendem a fortalecer seus contatos sinapticos, esta retracdo se deve
a degeneragdo/eliminacdo sinaptica de células ganglionares que foram incapazes de

estabelecé-los satisfatoriamente. Injecdes intra-oculares de transportadores anterdgrados na



retina, como a peroxidase de raiz forte (HRP), sdo capazes de marcar estes terminais
sinapticos ipso e contra-laterais, possibilitando avaliar a densidade de marcagao nos terminais
que cruzaram ou ndo (Serfaty & Linden, 1991). Esta técnica permitiu que Serfaty e Linden

(1994) demonstrassem a ontogénese das projecdes retinotectais em ratos (Fig.6).

Fig.6: Fotomicrografia de campo escuro mostrando a progressiva restrigdo topografica das projegdes
retinotectais ipsolaterais no terco anterior do coliculo superior. A-D (cortes coronais em DPN 0, 3, 5 ¢
10,respectivamente; E-F (cortes parassagitais em DPN 1 e 10, respectivamente); Os ratos receberam
injecdo intra-ocular de peroxidase no dia pos-natal 0 (DPNO) Notar que as projecdes transitorias entre
DPNO-3 (A, B ¢ E), se restringem entre DPN5-10 (C, D e F) e os aglomerados de marcacéo terminal
em regides profundas do SGS (Serfaty & Linden, 1994).

Quando ocorre uma perturbagdo nesta via sensorial, alteracdes no padrio de
distribuicao das fibras aferentes sdo observadas. Um dos modelos que vem sendo utilizados
em nosso laboratorio para induzir reorganizacdo neural ¢ a lesdo localizada de retina. Neste

modelo, induzimos a degeneragdo de axdnios retinianos e consequentemente uma denervacao

setorizada no coliculo superior contralateral ao olho lesado. Desta forma, observa-se uma
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distribuicdo andmala das projegdes retinotectais ispolaterais do olho intacto para regides

superficiais do coliculo superior (Serfaty et al., 1990) (Fig.7).

A B

S

Fig.7: Modelo de lesao localizada de retina. Em A se encontra a representa¢do da projecéo retinotectal
ipsolateral do animal normal e em B a reorganizagdo da distribui¢do de fibras ipsolaterais induzida
pela lesdo de retina temporal contralateral. Notar que ha uma marcagdo na regido superficial do
coliculo superior.

Virios trabalhos t€ém demonstrado adicionalmente que esta resposta plastica pode ser
observada de diferentes maneiras dependendo da etapa do desenvolvimento em que a lesdo ¢
feita. Assim, Hanson e Reese demonstraram que lesdes de retina em DPNO induzem respostas
plasticas rapidas, a partir de 12 h apds a lesdo (Hanson & Reese, 1993). Esta resposta plastica
rapida ¢ obtida dentro do periodo critico de organizagdo destas conexdes (at¢ DPN10) e
respostas lentas podem ser detectadas em fases mais tardias do desenvolvimento (DPN21),
onde ¢ necessario aumentar de 2 dias para 3 a 24 semanas o tempo de sobrevida pds-lesao
para obteng@o de uma projec@o aberrante caracteristica (Serfaty et al., 2005). Outros trabalhos
do nosso laboratério demonstraram ainda a importdncia do Oxido nitrico e do &cido
araquidonico na estabilizagdo sinaptica e plasticidade induzida ao longo do desenvolvimento
(Campello-Costa et al., 2000; Campello-Costa et al., 2006). Estes resultados demonstram que
¢ possivel obter modificagdes das respostas plasticas induzidas por lesdes no sistema visual
até etapas mais tardias do desenvolvimento o que transforma este modelo em uma excelente

ferramenta para o estudo das condi¢cdes que permeiam os fendmenos de reorganizagdo

plastica no sistema nervoso central.
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Este processo também esté relacionado a ativagdo de receptores pos-sindpticos para os
aminoacidos glutamato e aspartato, chamados N-metil-D-aspartato (NMDA). Constantine-
Paton demonstrou que o bloqueio desta subclasse de receptores interfere no desenvolvimento
das projecdes retinotectais, gerando um padrdo semelhante ao presente em periodos anteriores
do desenvolvimento (1990), sugerindo fortemente seu envolvimento no correto
desenvolvimento desta via. Diz-se desta forma que o refinamento topografico ¢ um evento
dependente de atividade, sendo este receptor de extrema importancia no desenvolvimento por
ter a capacidade de ser um detector de coincidéncias entre as células pré e pos-sindpticas. As
caracteristicas desses receptores ao longo do desenvolvimento pés-natal, entretanto, podem
sofrer regulacdo. Em areas como tadlamo e cortex somatossensorial de camundongos observa-

se um aumento da expressao da subunidade NR2A, assim como uma diminui¢ao nos niveis da
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Vérios laboratérios vém tentando determinar quais sdo os agentes responsaveis por
este fendmeno (para revisdo, Pffeifer et al., 2006). Estudos tém indicado que a LTP ¢ LTD
utilizam os mesmos agentes que atuam em vias antagOnicas sugerindo que sejam
modificag¢des reversiveis de um processo sindptico comum. Corroborando com esta idéia, ja
foi demonstrado que o ion célcio € necessario em ambos os processos, mas, dependendo da
concentragdo intracelular e do padrao temporal de aumento desta concentragdo, podera atuar
em diferentes vias metabolicas tais como a ativacdo de proteinas cinases ou fosfatases que
levam ao fortalecimento ou enfraquecimento sinaptico respectivamente (Fig 8) (Mulkley et
al.,1994; Xiao et al.,1995). Além do calcio, a adenosina também desempenha um papel
modulatério sobre a transmissdo sindptica em diferentes regides do sistema nervoso, sendo

associada aos dois processos descritos acima.
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Fig.8: Esquema que ilustra que a ativag¢ao de receptores AMPA e NMDA pos-sinapticos induzindo a
aumentos diferenciados na concentragdo citossolica de calcio podendo levar a LTP ou LTD pela
ativagdo de diferentes enzimas intracelulares (A). Grafico demonstra que a concentragdo do calcio é
proporcional a frequéncia de estimulagcdo (B). Grafico que ilustra as variagcdes de forca sinaptica de
acordo com a frequéncia de estimula¢do, induzindo LTP ou LTD (C) (Franks et al., 2002).

Nos ultimos anos varios estudos tém demonstrado a LTP no sistema visual (Schmidt
& Buzzard, 1990; Maffei L, 2002), coliculo superior de mamiferos (Miyamoto et al., 1990) e

no cortex visual de gatos (Artola & Singer, 1990). Por outro lado, a LTD também foi
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observada no coliculo superior, ntiicleo geniculado lateral (NGL) e cortex visual (Bear, 1996;
Mize & Lo, 2000). Lo e Mize demonstraram uma forte relacao entre a LTD e o refinamento

topografico de conexdes retinotectais de ratos (Lo & Mize, 2000a; 2000b; Mize & Lo, 2000).

1.3 Adenosina

A adenosina ¢ uma molécula da classe das purinas que ativa receptores purinérgicos
do tipo P1. Nao ¢ descrita classicamente como neurotransmissor, pois ndo ¢ armazenada em
granulos sinapticos ou liberada de forma quantica, sendo classificada como neuromodulador
(Agranoff et al., 1999). A adenosina ganha o meio extracelular através da quebra de
nucleotideos de adenina neste espaco ou pela liberacdo através de transportadores de
membrana, principalmente em tecidos submetidos a estresse ou hipoxia (Lloyd et al., 1993).
Atua em quatro subtipos de receptores: Aj, Az, Az, € Az (Pearson et al., 2003), estando todos
ligados a enzima adenilil ciclase, que modula os niveis de AMPc¢ (monofosfato ciclico de
adenosina) intracelulares. E descrita como um potente inibidor da transmissio sinéptica no
sistema nervoso central de mamiferos (Dunwiddie & Haas, 1985; Dunwiddie & Fredholm,
1989), sendo este efeito dependente da dose e do local do cérebro. Aumentos na taxa de
disparo neuronal podem aumentar significativamente os niveis extracelulares de adenosina no
cérebro (Mitchel et al., 1993). E, portanto, relacionada a efeitos neuroprotetores frente a
quadros de isquemia ou andxia onde, por mecanismos ainda ndo completamente conhecidos, a
adenosina diminui a excitotoxicidade causada pelo aumento da liberacdo de
neurotransmissores excitatorios, sendo o principal deles o aminoacido glutamato (Paluchka et
al., 2001). Algumas das sugestdes para explicar este efeito da adenosina ¢ que estaria atuando
em terminais pré-sinapticos, levando a uma diminuicao da liberagdo de neurotransmissores

excitatorios (Dunwiddie & Haas, 1985) via diminui¢do do influxo de ions cilcio (Ca?") no
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terminal pré-sinaptico (Sekino et al., 1991) ou que sua atuagdo seria pds-sinaptica através da
inibi¢do de respostas mediadas pelo receptor glutamatérgico do tipo NMDA (Mendonga &
Ribeiro, 1997), ou ainda por aumentar a condutincia pos-sinaptica ao ion Potassio (K"), o que
levaria a uma hiperpolarizagdo da membrana celular (Mendonga et al., 1997).
A purina em questdo possui uma complexa trama de metabolismo. Pode ser sintetizada
a partir da degradagdo de AMP (monofosfato de adenosina), que por sua vez, é proveniente da
defosforilagdo seqiiencial de moléculas de ATP (trifosfato de adenosina), ou a partir da S-
adenosilhomocisteina. A adenosina pode ser degradada a inosina pela enzima adenosina
deaminase; em AMP pela enzima adenosina cinase; ou em S-adenosilhomocisteina pela SA
Hidrolase(fig. 9). A ativagdo de diferentes receptores levara a efeitos distintos, diretamente

relacionados com a via de sinalizagdo ativada por cada um deles (Latini & Pedata, 2001).
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Fig.9: Representagdo esquematica da produgdo, liberagdo e metabolismo da adenosina. A adenosina
pode ser transportada através da membrana por transportadores de nucleosideos em ambos sentidos e
pode ser formada a partir do ATP ou AMPc através da agdo de ecto-nucleotidases. Seu principal
metabolito ¢ a inosina. ADA, adenosine deaminase; AK, adenosina kinase; PDE, fosfodiesterase.
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Estudos eletrofisiologicos tém gerado grande avango na descoberta das formas de
modulagdo produzidas pelos diferentes receptores de adenosina, assim como técnicas
farmacoldgicas, imunocitoquimicas, bioquimicas entre outras, na localizacdo e distribui¢ao
dos mesmos. Os receptores A; ¢ Az sdo descritos como acoplados negativamente a enzima
adenilil ciclase (Pearson et al., 2003), estando sua ativagdo diretamente relacionada com a
diminui¢do dos niveis intracelulares de AMPc, o que faz com que a ativacdo destes
apresentem efeito inibitorio, enquanto Aj, € Ay, sdo acoplados positivamente. A localizagao
de A, ¢ descrita como sendo prioritariamente pré-sinaptica (Wan & Geiger, 1990). A ativagao
dos receptores A, ¢ a principal via responsavel pelos efeitos estimulatorios que a adenosina €

capaz de gerar em algumas regides cerebrais, prioritariamente via receptores A,
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inibigdo do recaptacdo desta purina (Hiroshi et al., 1999), além de modular efeitos anti-
inflamatorios, no sistema renal, cardiovasculares e no sistema nervoso central (Kaiser &
Quinn, 1999 para revisdo). Estudos tém demonstrado a participacdo dos receptores de
adenosina em diferentes quadros, visto que antagonistas de A,,, como 0 KW-6002, reduziram
os sintomas de Parksonismo em humanos (Hauser, et al., 2003; Bara-Jimenez, et al., 2003).

Embora os efeitos da adenosina no sistema nervoso central, em sua maioria, sejam
inibitorios, alguns estudos revelaram efeitos excitatorios da adenosina em regides como
nicleo do trato solitario (Mosqueda-Garcia, 1991; Barraco et al., 1995), striatum, cortex
cerebral (O’Regan et al., 1992) hipocampo (Nishimura et al., 1990; Sebastiao & Ribeiro,
1992; Cunha & Ribeiro, 2000) e coliculo superior (Okada et al., 1990; Miyamoto et al., 1991;
Hirai & Okada, 1995), além do aumento de liberagdo de glutamato em cultura de células
gliais (Li et al, 2001). Porém, estes efeitos, mesmo nas regides supracitadas, sdo dose-
dependentes. Em fatias de hipocampo, a aplicacdo de adenosina em concentragdes baixas,
entre 10 nM e 1 uM, aumentou a transmissao sinaptica, enquanto que em concentracoes
maiores que 10 uM gerou diminui¢do. Por outro lado, em fatias de coliculo superior, a
administracdo de adenosina em concentragdes maiores que 10 nM gera facilitagdo da
transmissdo sinaptica, condi¢do que ndo muda nem com concentragdes de 1 mM (Kobayashi
& Okada, 1999).

Tao importante quanto a manipulagdo direta dos efeitos da adenosina através da
aplicacao de drogas que ativam ou bloqueiam seus receptores ¢ a indireta, que ocorre por
alteracdes em sua via metabdlica. Em fatias de hipocampo de ratos a enzima adenosina cinase
desempenha um papel maior na regulacdo da concentracdo extracelular de adenosina sob
condi¢des com adequadas taxas de oxigenagdo e glicose, enquanto a adenosina deaminase se
torna importante quando a formagdo de adenosina ¢é elevada por deplecdo de energia

(ATP>ADP>AMP>adenosina) (Lloyd & Fredholm, 1995). Desta forma, além da distribuicao
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de receptores purinérgicos, o estudo da expressao destas enzimas nas diferentes regides torna-
se necessario. No coliculo superior de ratos, por exemplo, a atividade da adenosina deaminase
¢ maior que em outras regides cerebrais (Geiger & Nagy, 1986;1990).

Corroborando das idéias expostas, estudos comprovam que na via retinotectal de ratos
ha presenca de A; e de Ay, e naqueles submetidos a uma enucleagdo monocular ha uma
diminui¢do de receptores A;, proveniente da degeneracdo das células ganglionares da retina
(Geiger & Wan, 1990), mas nao de A, abundantes no stratum griseum superficiale,
reforcando a localizagdo de cada subtipo destes receptores nesta via.

Mesmo tendo sido descrito que a ativacdo de Aj, no striatum deprime a transmissao
GABA¢érgica (Kurokawa et al., 1994; Kirk & Richardson, 1995) e existindo no coliculo
superior, principalmente no stratum griseum superficiale, grande quantidade de acido Y-
aminobutirico (GABA), e intensa atividade da enzima glutamato descarboxilase (GAD)
(Kurokawa et al., 1994), que sintetiza GABA a partir de glutamato, além de 60% dos
neuronios do stratum griseum superficiale serem interneurénios GABAérgicos (Fredholm &
Dunwiddie, 1988), Kobayashi e Okada (1999) demonstraram que os efeitos excitatorios da
adenosina nao sdo mediados por inibi¢ao do sistema GABAérgico.

Kessey & Mogul (1998) demonstraram portanto que a ativacdo de A, é capaz de
modular a transmissao sindptica no hipocampo em conjunto com estimulos tetanicos (100Hz)
por uma via dependente de AMPc, pois os efeitos facilitatorios da transmissdo sinaptica
alcangados sdo mimetizados por administragdo de 8-Br-AMPc.

No coliculo superior, a adenosina tem um papel facilitador na transmissao sinaptica ja
que a aplicacdo intraperitoneal de EHNA, um inibidor da adenosina deaminase, promove,
além do acumulo de adenosina no fluido cérebro-espinhal, um aumento na amplitude dos

potenciais excitatorios (Ishikava et al., 1997). Por outro lado, a adenosina pode ter um efeito
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inibitorio na resposta pos-sinaptica, o qual € abolido durante a indug¢ao da LTP na regeneragao

da via retinotectal (Zhang et al., 1998).

1.4 AMPc

O AMPc ¢ um segundo mensageiro essencial para uma vasta gama de processos de
sinalizacdo intracelular, culminando, entre outras, em respostas como desenvolvimento e
plasticidade do sistema nervoso. Estes efeitos se relacionam a responsividade a fatores
troficos assim como as mudancas na transmissdo sinaptica dependente de atividade
(Weisskopf et al., 1991; Huang et al., 1994). E sintetizado por uma familia de enzimas,
denominadas adenilil ciclases (ACs). Em mamiferos pelo menos dez isoformas ja foram
identificadas e caracterizadas (Tang & Hurley, 1998; Buck et al., 1999). Como estas enzimas
estdo amplamente distribuidas pelo organismo, ¢ podem ser moduladas por inumeros
neurotransmissores, entre eles dopamina, serotonina e adrenalina e neuromoduladores (Chern
et al., 2000) através da proteina G, sugere-se que elas sejam cruciais em mediar inimeras
respostas aos diferentes sistemas aos quais estao ligadas.

Alguns membros da familia das ACs servem como detectores de coincidéncias na
integracdo de multiplos sinais (Bourne & Nicoll, 1993). Esta caracteristica se faz importante
uma vez que um unico neurdnio recebe entrada de sinais (input) de varias fontes distintas em
fragdo de segundo, permitindo assim que estes detectem simultaneamente a estimulacio de
dois ou mais neurotransmissores. Mudangas especificas na expressao destas isoformas da AC
estdo envolvidas em diversos eventos fisioldgicos e patoldgicos, como ritmo circadiano
(Tzavara et al., 1996), plasticidade sinaptica, alcoolismo (Ikeda et al., 1999), doenca de

Alzheimer (Yamamoto et al., 1996), entre outros.
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Como as variagdes nos niveis intracelulares de AMPc tém intima relacdo com
promocao de eventos plésticos, na via visual de ratos as enzimas desta familia que poderiam
estar causando tais eventos sio ACl e ACS8 (Ravary et al., 2003). Elas parecem ter
distribuicdes complementares no desenvolvimento, pois somente a ACl é expressa nas
células ganglionares da retina durante o periodo de refinamento das projegdes retinianas,
enquanto ACS8 ¢ a principal AC estimulada por ions calcio em neurdnios coliculares. Na
auséncia de expressdo de AC1 em ratos ha uma alteracdo na distribuicdo e na formagao dos
aglomerados nas projegdes ipsolaterais no coliculo superior ¢ no nucleo geniculado lateral
dorsal, que se inicia em DPN3 (Ravary et al., 2003), periodo caracterizado pela retragdo
axonal proximo ao inicio da atividade elétrica espontanea nesta regido. Segundo Ravary
(2003), ap6s um inicio de desenvolvimento pos-natal normal até DPN3 os axdnios das células
ganglionares da retina de animais KO para AC1 falham em segregar em regides olho-
especificas no CS e no LGN.

Através da ativacdo de receptores A,, e o conseqiiente aumento dos niveis
intracelulares de AMPc, pode ocorrer a mediacao de inimeros processos bioquimicos. Hirai e
Okada (1993) demonstraram que os efeitos excitatorios da adenosina sdo mediados pela
ativacdo do sistema de proteinas cinases (PKs), pois estes sdo abolidos com bloqueadores
inespecificos de PKs, como o H-7.

A proteina cinase A (PKA) ¢ proposta como participante destes efeitos, pois ¢
diretamente estimulada por AMPc. Tem como fun¢do fosforilar alvos, sendo um deles o fator
de transcri¢do génica conhecido como elemento de ligagdo responsivo ao AMPc (CREB).
Quando este fator ¢ fosforilado recruta a uma outra proteina chamada CREB Binding Protein
(CBP), que se une a anterior formando um complexo ativado capaz de transcrever

informacdes génicas para promover , a posteriori, sintese protéica.
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Os locais pos-sindpticos onde ocorrem alteracoes morfologicas decorrentes dos
fenomenos de LTP e LTD s3ao pequenas protusdes com grande capacidade plastica, que
podem ser rapidamente produzidos ou perdidos em resposta a uma sorte de estimulos internos
e externos. Sdo os chamados espinhos dendriticos (Johnson & Ouimet, 2004), os quais
necessitam de sintese protéica para sua modulacdo. Murphy e Segal (1997), com um
protocolo de estimulagdo da PKA dependente de AMPc através da administracdo de estradiol
em neurdnios de hipocampo em cultura, demonstraram que ocorreu um aumento de CREB
fosforilada, um aumento de recrutamento de CBP e que estas sdo etapas necessarias na via
para gerar o aumento na densidade dos espinhos dendriticos em resposta ao estradiol.
Mostrando desta forma uma relagdo entre o aumento de AMPc e a sintese protéica, que levam
a plasticidade destas regides, e também a provavel participacdo de outros elementos, como
ativacao de receptores NMDA, aumento intracelular das concentragdes de calcio e de PKA

dependente de AMPc (fig. 10).

LTP LTD

ey

Fig.10. Esquema que ilustra como variagdes nos niveis de ions calcio ¢ de AMPc e conseqiientemente
da atividade da PKA podem gerar modificagdes sinapticas de longa duracdo. (Tzounopoulos et
al.,1998).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem por objetivo geral estudar a influéncia da adenosina, um
neuromodulador, e do segundo mensageiro monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) na
reorganizacao sinaptica natural do desenvolvimento do sistema visual de roedores.

Particularmente temos o interesse em investigar se variagdes na concentragao
extracelular de adenosina no cérebro sdo capazes de promover alteragcdes topogréficas na
projecdo retinotectal de roedores e ainda se os niveis de AMPc s&o regulados de acordo com o
desenvolvimento destas conexdes.

Para tal, foram estabelecidos como objetivos especificos:

1- Avaliar os niveis de AMPc no coliculo superior de animais normais em diferentes idades;
2- Investigar a regulacdo in vitro dos niveis de AMPc por agonista de receptores purinérgicos

presentes no coliculo superior de animais em
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3 MATERIAIS E METODOS:

Neste trabalho utilizamos ratos pigmentados da linhagem Lister Hooded entre o dia
poés-natal 0 e 70 (DPN 0, 14, 28, 42 e 70). Os animais foram divididos em grupos para a
avaliagdo In vivo dos efeitos do actimulo de adenosina enddgena sobre o padrio de
distribuicdo dos axdnios retinotectais dentro e fora do periodo critico do desenvolvimento
(DPN14 ¢ DPN28, respectivamente). Outros grupos de animais foram utilizados para
avaliagdo In vitro dos niveis de AMPc em condi¢des normais ¢ sua modulagdo por agonista
purinérgico ¢ também da expressdo de receptores purinérgicos A; e A, em animais
submetidos aos tratamentos sistémicos.

Os experimentos seguiram as normas para uso de animais de laboratério de acordo

com as estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (1991).

3.1) TECNICAS BIOQUIMICAS:

3.1.1) Dosagem de AMPc:

Disseccdo do Coliculo Superior: Os animais foram sacrificados por inalagdo com
cloroférmio, decapitados e as camadas superficiais do coliculo superior dissecadas com
auxilio de um bisturi n® 15. O tecido foi transferido para placa de petri sobre o gelo contendo
um meio de cultura modificado Eagle (BME) suplementado com Hepes 20 mM. Utilizamos,

para todos os experimentos, 2 coliculos por mililitro de solugao.
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Estimulacdo e Extracdo do AMPc: As placas de petri contendo fatias de coliculo
superior foram transferidas do gelo para o banho-maria a 37°C e a reagio bioquimica iniciada
pela adicdo de RO201724 10 nM, um inibidor da enzima fosfodiesterase, responsavel pela
degradagdo de AMPc. Apos incubagdo por 5 minutos, algumas placas foram tratadas com
agonista purinérgico P1 ndo seletivo (NECA - 0,1 mM), e a reagdo prosseguiu por 15
minutos. Apds este periodo a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 110ul acido
tricloroacético (TCA 50%) e as placas lavadas com 1,4 ml de TCA 5%, sendo estes

conteudos transferidos para tubos de centrifuga e congelados para posterior analise.

Recuperacdo do AMPc: Nesta ectapa, as amostras receberam 50 ul de [*H]-AMPc
(Sigma® - 20 nCi/50 pl), foram centrifugadas por 30 minutos a uma velocidade de 20.000
RPM em centrifuga de Sorval. O pellet foi ressuspendido em 500 pl de NaOH 1.0N para
posterior dosagem de proteina. A fase aquosa das amostras foi utilizada para processamento
em colunas de cromatografia de troca idnica previamente ativadas com acido cloridrico (HCI -
1 N). Apds eluicdo de 3 fragdes das amostras, 150 pl de cada uma delas foram transferidos
para um filtro GFB, secos a 100°C por 30 minutos. A determinagao do input foi feita através
de contagem de uma amostra de 50 ul de [*H]-AMPc carreador (20 nCi/50 ul). Em seguida,
os filtros secos foram colocados em vials contendo 5 ml de liquido de cintilagdo (composta
de tolueno + 4 g PPO) para contagem por 1 minuto através da cintilografia liquida. Apos
analise do percentual de recuperacdo obtido nas colunas, a fragdo de elui¢do com maior

contagem de radioatividade foi utilizada para a dosagem do AMPc.

Dosagem da Atividade da PKA: Nesta ultima etapa foi construida uma curva padrido
com agua MilliQ, tampao acetato 0,2 M pH 4,0, concentragdes definidas de AMPc nao-

marcado (frio — 0, 1, 3, 5, 10 e 15 pmoles), [*H]- AMPc (quente — 3, 5, 7, 12 pmoles) e
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proteina cinase A (PKA) adicionada de albumina de soro bovino (BSA). Paralelamente, a
curva experimental foi realizada, utilizando os mesmos compostos e¢ duas aliquotas de
amostra no lugar do AMPc frio. Apds a preparacdao dos tubos as amostras foram incubadas
por 2 horas a 4° C em gelo. A reacao foi interrompida com 2 mL de tampao fosfato 0,2M pH
6,0 a 4° C . Cada amostra foi filtrada em bomba de vacuo utilizando filtro Millipore. Os

filtros foram secos por 10 minutos ¢ transferidos para vials para contagem no cintilador.

Dosagem de Proteina: Todas as amostras tiveram a quantidade de proteina padronizada
para que fosse feita a correcdo dos niveis de AMPc por miligrama de proteina. Utilizamos
para tanto o método de Lowry que utiliza como padrio a albumina sérica bovina (Lowry,

1951).

Andlise dos Resultados: A quantidade de AMPc no coliculo superior foi avaliada, em
cada idade, em pelo menos 3 experimentos realizados em duplicatas. Para a avaliagdo da
modula¢do dos niveis de AMPc pela ativacdo ndo seletiva de receptores de adenosina os
valores basais, em cada idade, foram normalizados (100%) e o resultado obtido em relagdo a
este valor foi considerado (% do controle). Os resultados finais foram plotados em graficos
utilizando o programa Graphpad Prism 3.0 e submetidos a andlise estatistica utilizando o teste
t student para avaliagdo do efeito do NECA sobre os niveis de AMPc nas diferentes idades ¢
analise de variancia (One-Way ANOVA) na ontogénese. Foram consideradas como

significativas diferengas onde p<0,05.

3.1.2) Western Blot:
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Os animais utilizados para western blot foram previamente submetidos ao tratamento
sistémico com dipiridamol, um inibidor da recaptagdo de adenosina (50 mg/Kg), ou 6leo de
oliva puro (controle) durante 4 ou 8 dias e nestes foram avaliados os niveis dos receptores A

€ Aza.

Preparo das Amostras: Os animais foram sacrificados por inalagdo com cloroférmio,
decapitados e as camadas superficiais do coliculo superior dissecadas com auxilio de um
bisturi N° 15, mantidas no gelo. O tecido foi transferido para um homogeneizador, macerado
em 1 ml de tampao TRIS-HCI pH 7,4 50 mM, dentro do gelo. O macerado foi entdo
centrifugado a 15000 rpm por 2 minutos a 4 °C e o pellet ressuspendido em 100 pl de tampao
de amostra-SDS e levado a fervura por 5-8 minutos. As amostras foram conservadas

congeladas no freezer a -70 °C. Utilizamos nestes experimentos 2 animais/amostra.

Dosagem de Proteina: As amostras tiveram a quantidade de proteina padronizada
para que fosse aplicada a mesma quantidade em cada raia do gel de eletroforese. Utilizamos
para dosagem de proteina o método de Bradford que utiliza como padrao a albumina sérica
bovina (Bradford, 1976). Depois de dosadas, adicionamos as amostras, 10% do volume, de
azul de bromofenol. As amostras foram congeladas a -70 °C, para posteriormente serem

submetidas a eletroforese.

Eletroforese em Gel SDS/PAGE: Utilizamos 30 pg de proteina para correr no gel
SDS/PAGE 10% para o receptor A; de adenosina, e 45 ng de proteina para correr no gel
SDS/PAGE 10% para o receptor Aj,. A corrida se processa em torno de 2 h e 30 min com
amperagem constante, a 20 mA. Apos a corrida realizamos a transferéncia para uma

membrana de PVDF. A transferéncia ocorre em 1h com voltagem fixada entre 45-60 V. Logo
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apoés a transferéncia, realizamos o bloqueio da membrana com uma solugdo de bloqueio de
TBS-T + 5% de leite em p6 desnatado por duas horas. Em seguida a membrana foi lavada
uma vez por 5 minutos com TBS-T e incubada com anticorpo primdrio anti-A; ou anti- A,
policlonal de coelho overnight (diluicdo de 1:1000 ou 1:2500, respectivamente). No dia
seguinte, a membrana foi lavada por 3 vezes de 10 minutos com TBS-T, incubada com
anticorpo secundario especifico na diluicdo de 1:5000 por 1 hora, lavada mais 2 vezes com
TBS-T e uma vez com TBS e, so6 entdo, revelada com o reagente ECL apds exposi¢do em
filme fotografico. Realizamos também o controle de carregamento das proteinas no gel de
eletroforese, utilizando a -actina como proteina controle. Para isso, realizamos o stripping da
membrana da qual obtinhamos resultados, para observarmos a expressdo dessa proteina
controle e para termos resultados quantificados de forma fidedigna. O stripping da membrana
foi realizado da seguinte forma: apdés a membrana ter sido utilizada na revelacdo, ela era
lavada com TBS e incubada com uma solugdo de glicina 0,2M pH 2,2 por 1h em agitagao
orbital. Em seguida, a membrana estava pronta para ser novamente bloqueada e, assim, dar
inicio novamente ao protocolo do western blotting. Abaixo segue a tabela com os anticorpos

utilizados.

Anticorpo Origem Fonte Diluicéo

Anticorpos Primarios

Anti-Al Coelho Oncogene 1:1000
Anti-A2a Coelho Chemicon 1:2500
B-actina Cabra Santa Cruz 1:300
Anticorpos Secundarios
Anti-IgG goat Burro Santa Cruz 1:3000
Anti-IgG de coelho Burro Amersham Bioscience 1:5000

Tabela 1 — Relagdo de anticorpos utilizados, suas respectivas concentragdes ¢ fonte de
obtenc¢do. Todos os anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em TBS-T+5% de leite
em po6 desnatado.
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ANALISE DOS RESULTADOS: A quantificagao dos resultados bioquimicos foi realizada
apds analise de densitometria Optica utilizando o programa Scion Image. Os dados foram
plotados no programa Prism 3.0, onde confecciondvamos os graficos e a analise estatistica
utilizando o teste-t ou o ANOVA-one way com poés-teste de Tukey. Foram consideradas

como significativas diferengas onde p<0,05.

3.2) TECNICAS HISTOQUIMICAS:

Estudamos o papel funcional da adenosina enddégena na formacgdo e manutengdo
topografica do sistema retinotectal de ratos dentro e fora do periodo critico. Esta avaliacdo foi
realizada in vivo através da analise anatomica do padrdo de conectividade desta via em
animais submetidos ao tratamento sistémico com drogas que aumentam a disponibilidade de

adenosina e seus respectivos veiculos.

3.2.1) Tratamento Sistémico:

Os animais receberam inje¢des intraperitoneais didrias de EHNA (10 mgkg -
Sigma®), um inibidor da enzima adenosina deaminase que degrada a adenosina, diluida em
solugdo salina ou solucdo salina pura para o grupo controle. Outros grupos receberam inje¢des
intraperitoneais didrias de dipiridamol (10, 30 ou 50 mg/Kg - Sigma®), um inibidor do
transportador de adenosina, diluido em o6leo de oliva ou o6leo de oliva puro para
establecimento do grupo controle. Estabelecemos uma injecdo com volume de 0,1 ml/10
gramas de animal, em seringas BD® de 1 ml. O protocolo experimental estd demonstrado na

tabela a seguir.
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Tabela Experimental

Grupo Droga (n) Inicio Duracéo Inj HRP Perfusdo
(dias)

DPN 14 |EHNA (7) DPN 10 4 DPN 13 DPN 14
Veiculo (2)

DPN 14 [Dip 10 mg/Kg (3) DPN 10 4 DPN 13 DPN 14
Dip 30mg/Kg (2)
Dip 50 mg/Kg (9)
Veiculo (12)

DPN 28 [Dip 50 mg/Kg (11) DPN 20 8 DPN 27 DPN 28
Veiculo (8)

Tabela 2. Tabela experimental ilustrando os tratamentos aos quais foram submetidos os
diferentes grupos deanimais. DPN = dia pds-natal; EHNA = erythro — 9 — (2 - HYDROXY -
3 - NONYL) ADENINE; Dip = dipiridamol; Veiculo = controle salina ou 6leo de oliva. N
total = 56.

3.2.2) Injecdo intra-ocular de tracador

Injegdes intraoculares no olho direito foram feitas com o objetivo de estudarmos o
desenvolvimento do padrdo topografico das projecdes retinotectais ipsolaterais em animais
normais ou submetidos aos diferentes tratamentos sistémicos (Fig 11). Apds o periodo de
tratamento adequado, ambos os grupos foram anestesiados com uma mistura de dgua destilada
e éter (1:1) para serem submetidos a inje¢do intra-ocular do tragador neuroanatdmico -
peroxidase de raiz forte (HRP tipo IV— Sigma), conforme previamente descrito (Serfaty et al.,
1990). Resumidamente, foi realizada uma pequena incisdo na regido dorsal do limbo com
auxilio de uma lamina de bisturi n® 5. Através desta incisdo foi feita a injecdo de 4 ul de
solugdo HRP 30% em dimetilsulféxido (DMSO 2%), utilizando uma micro-seringa
Hamilton®. Em seguida, as palpebras foram suturadas com gel de cianoacrilato, quando

necessario (no grupo DPN10-14).
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Fig 11. Desenho esquematico da via retinotectal do rato, ilustrando a inje¢do de HRP no olho

direito para marcar a projecao retinotectal ipsolateral.

3.2.3) Perfuséo e processamento histoldgico:

Ap6s sobrevida de 24 h, os animais receberam anestesia profunda com cloroférmio, e
foram perfundidos através do coragdo com solucgdo salina heparinizada (0,1%) por 10 minutos
totalizando aproximadamente 30 ml e, posteriormente, solucdo fixadora de Karnowski
(paraformaldeido 1% + glutaraldeido 2% diluidos em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4) por 25
minutos (aproximadamente 70 ml). Imediatamente apds a fixagdo, os cérebros foram
removidos e transferidos para uma solugdo crioprotetora de sacarose 20% em tampao fosfato
0.1M pH7.4 onde foram mantidos durante pelo menos 24h. Apds a crioprotecdo os cérebros
foram congelados em gelo seco e cortes parassagitais de 40 pm foram obtidos no criostato.
No lado contralateral a injecdo intra-ocular foram recolhidos um para cada quatro cortes,

enquanto no lado ipsolateral esta propor¢do era 1:1.

3.2.4) Histoquimica para Peroxidase:

Os cortes foram recolhidos em tampao fosfato 0.1M pH 7,4 e mantidos a 4°C por até

24h. Apos esse periodo foram lavados com dgua milliQ e submetidos a reacdo histoquimica
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de acordo com o protocolo de Mesulam (Mesulam, 1978). Os cortes contidos em cada cuba
foram entdo incubados em uma solucdo final com 10ml de tampao acetato 0.1M pH 3,3,
185ml de agua milliQ, 180mg de nitroprussiato de s6dio e 10mg de tetrametilbenzidina
dissolvidos em 2ml de alcool por 20 min. Apds este periodo foram acrescentados 4 ml de
H,0, 3% (em agua milliQ) por mais 20 minutos. A seguir os cortes foram lavados por 1h em
6 trocas de 10 min com uma solugdo de tampao acetato 0.5%, pH 3,3, e montados em laminas
previamente gelatinizadas. As mesmas foram entdo mantidas ao ar livre durante 24h. Apos
este periodo, as laminas foram desidratadas em 4&lcool absoluto durante 5 segundos,
clarificadas em duas trocas de xilol por 5 minutos e montadas com laminulas utilizando

Entelan (Merck®) como meio de montagem.

3.2.5) Analise histoquimica:

As laminas foram analisadas em um microscopio optico Axiophot usando iluminacao
de campo escuro. A marcacdo da peroxidase foi avaliada segundo alguns critérios
estabelecidos anteriormente (Serfaty & Linden, 1994). Desta forma, foram considerados bons
0s animais com marcacao contralateral densa e uniforme nas camadas superficiais do coliculo
superior ¢ apresentando densa marcagao ipsolateral de terminais e fibras na borda ventral do
SGS e SO. A marcagdo ipsolateral normal madura se encontra especificamente na regiao
ventral do SGS, restrita ao terco anterior do coliculo superior. Assim, consideramos aberrante
toda a projecao para regides superficiais e/ou caudais das camadas visuais do coliculo.

Apds digitalizacdo das imagens com uma camera Sound Vision acoplada ao
microscopio, foi feita uma andalise quantitativa da area total do coliculo superior ipsolteral a
injecdo assim como densidade Optica global desta estrutura dos animais controle e dipiridamol

(10, 30 e 50 mg/Kg) através do programa Scion Image. As mensuragdes foram repetidas e
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feita uma média das mesmas. Nos animais tratados com a dose de 50 mg/Kg de dipiridamol,
além da mensuracdo ja citada, o coliculo superior foi separado em trés regides distintas no
eixo médio-lateral (regides medial, intermediéria e lateral). Para cada uma destas regides trés
cortes foram selecionados para analise da area e densidade dptica (escala aleatdria de 0-255)

em sua regido anterior, média e posterior (Fig 12).

Fig 12: Fotomicrografia de campo escuro na plano parassagital das regides do coliculo
superior analisadas. Regido anterior (limitada em branco), média (em verde) e posterior (em
cinza) .n total = 56.
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4 RESULTADOS

4.1 Ontogénese do AMPc no Coliculo Superior

Como descrito anteriormente, 0 AMPc vem sendo relacionado ao desenvolvimento e
a plasticidade no sistema nervoso (Zufall et al., 1997). Diversos trabalhos demonstraram que
a via do AMPc esté implicada no crescimento neuritico de neurdnios do ganglio da raiz dorsal
(Andersen et al., 2000), no crescimento e orientacdo do nervo éptico durante a regeneracdo de
peixe (Rodger et al., 2005), na modulacdo da eficacia de sinapses glutamatérgicas no
hipocampo (Lebmann & Heumann, 1997), na LTD e LTP hipocampal (Slack et al., 1995;
Tzounopoulos et al., 1998) bem como na formacgdo do mapa retinotdpico no coliculo superior
de camundongos (Ravary et al., 2003).

Desta forma, com o objetivo de correlacionar os niveis intracelulares de AMPc com o
processo de maturagdo da via visual de ratos, utilizamos algumas idades que sdo marcos
especificos do desenvolvimento das projecfes retinotectais, como nascimento, abertura dos
olhos, entre outras.

A Figura 13 ilustra os niveis basais de AMPc nas diferentes idades mencionadas.
Nossos resultados mostram que 0s niveis de AMPc sdo baixos no inicio do periodo pds-natal,
aumentam, atingindo seu valor maximo na etapa préxima a abertura dos olhos, por volta do
décimo quarto dia pos-natal, e se mantém elevados entre a quarta e sexta semana pés-natal
(DPN28 e DPN42), retornando a niveis proximos daqueles encontrados em DPNO quando o
animal atinge a idade adulta (DPN70). Estes dados sugerem ndo apenas uma correlagéo entre
0s niveis deste segundo mensageiro e a estabilizacdo seletiva das sinapses retinotectais, mas

também que o AMPc seja regulado pela atividade elétrica evocada.
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Figura 13: Ontogénese dos niveis basais de AMPc no coliculo superior de ratos. Foram
considerados significativos valores de p<0,05.

Os niveis de AMPc sdo modulados por diferentes neurotransmissores e
neuromoduladores presentes no coliculo superior, dentre eles a adenosina (Kessey & Mogul,
1998). Assim, a nossa proxima etapa foi avaliar se a atividade de receptores purinérgicos P1 é
capaz de modular os niveis de AMPc in vitro. Para tanto estimulamos o coliculo com um
agonista nao-seletivo dos receptores de adenosina (NECA) nestas diferentes idades.

Os valores basais de AMPc encontrados nas diferentes idades foram normalizados e a
sua modulacdo apresentada em relacdo a estes valores (% do controle). Nossos resultados
mostram que a aplicacdo de NECA foi capaz de produzir aumento dos niveis de AMPc em
DPNA42. Entretanto, efeito semelhante ndo foi observado em DPN14 (figura 14). Em conjunto
estes resultados indicam um possivel mecanismo regulatério da sintese do AMPc em

determinadas etapas do desenvolvimento retinocolicular.
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Figura 14: Efeito do NECA sobre o acuimulo de AMPc em relagdo aos niveis basais no coliculo
superior de roedores em diferentes idades. Observa-se uma diminuicdo deste em PND14 e um
aumento em PND42.* para p<0,05.

4.2 - Papel da adenosina na formacéao das projecoes retinotectais

Durante o desenvolvimento normal, os ax6nios dos dois olhos estdo expandidos sobre
0s nucleos visuais subcorticais durante a primeira semana pos-natal. Apds este periodo,
passam a ocupar a regido apropriada dos seus alvos e ficam com o padrdo anatdmico
caracteristico do animal adulto onde a projecdo contralateral esta distribuida por todas as
camadas visuais do coliculo superior e a ipsolateral preferencialmente nas camadas profundas
no terco anterior do SGS (Land & Lund, 1979; Jeffery et al., 1984; Serfaty & Linden, 1994).
Com o objetivo de avaliarmos o papel da adenosina através do acumulo de adenosina
enddgena na formacdo de especificidade sinaptica da via retinotectal, um grupo de animais
recebeu tratamento sistémico com 10 mg/Kg de EHNA, um inibidor da enzima adenosina
deaminase ou salina (veiculo) intraperitoneal durante 4 dias dentro do periodo critico (entre
DPN10-13) A marcacdo contralateral foi avaliada como um dos critérios de qualidade de

marcacdo. Em ambos os grupos, observamos uma marcacdo de forma densa e uniforme nos
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diversos eixos de orientacdo do coliculo superior (fig. 15). Desta forma, podemos afirmar que
0 padrdo de marcacdo ipsolateral pode ser comparado diretamente entre 0s grupos ja que o
transporte anterogrado de marcador e a reacdo histoquimica funcionaram de forma

homogénea nos dois grupos.

Figura 15: Fotomicrografias de campo escuro de cortes parassagitais do coliculo superior
contralateral a injegdo do tragador peroxidase (HRP), com aumento de 40X. A: Animal submetido ao
tratamento com salina (controle); B: Animal tratado com EHNA (10 mg/kg ip.). Asteriscos indicam a
regido do pré-tecto; v: ventral; d: dorsal; a: anterior; p: posterior. A barra representa 500 pm.

O aspecto laminar e o padrdo topogréfico da projecdo retinotectal ipsolateral foram
observados em cortes parassagitais do coliculo superior dispostos em posi¢cdes semelhantes
(cortes mediais, intermediarios ou laterais) nos diferentes grupos experimentais (salina ou
EHNA). Em DPN14, o padrdo laminar e topografico da projecao retinotectal ja é semelhante
ao de um animal maduro, onde a projecdo ipsolateral esta restrita a regides profundas das
camadas visuais, formando aglomerados de marcacdo histoquimica bem delimitados no terco
anterior do coliculo superior, por toda extensao medio-lateral, localizando-se no limite ventral
do SGS e com pouca marcacdo na superficie (Serfaty & Linden, 1994). Os animais
submetidos ao tratamento sistémico com salina apresentaram a marcacao ipsolateral tipica de
um animal normal, nesta etapa (Fig 16A e C). No entanto, os animais tratados com EHNA por
4 dias apresentaram um padrédo mais desorganizado no CS. Nestes animais, observamos uma

maior densidade de fibras em regides posteriores, e um maior espalhamento dos aglomerados
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de marcacédo na regido ventral do terco anterior. Em alguns casos também notamos uma um
aumento na quantidade de fibras em direcdo a camadas visuais mais superficiais do coliculo
superior (Fig 16B e D). A figura 17 ilustra a analise quantitativa destes resultados onde é
possivel notar que na maioria das regides avaliadas a densidade dptica de marcacéo ipsolateral
é significativamente maior nos animais tratados com EHNA em comparacdo aos animais
veiculo. Em conjunto estes dados demonstram que o acumulo de adenosina enddgena
induzido pelo tratamento sistémico com EHNA dentro do periodo critico é capaz de promover
uma alteracdo topogréfica dos axdnios retinianos no coliculo superior sugerindo que a
adenosina participe como importante neuromodulador no desenvolvimento da circuitaria

retinotectal.



Figura 16: Fotomontagens de campo escuro de cortes parassagitais do coliculo superior
ipsolateral ao olho injetado com peroxidase (HRP), em aumento de 100X. (A e C): cortes
medial e lateral, respectivamente do animal controle; (B e D): cortes medial e lateral do animal
tratado com EHNA. Os asteriscos localizam o pre-tectum, setas brancas indicam o0s
aglomerados de marcacgdo ipsolateral, ou “clusters” e cabegas de seta indicam marcagdes
aberrantes para regides andmalas do CS. v: ventral; d: dorsal; a: anterior; p: posterior. A barra
representa 500 pum.

37
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Figura 17: Quantificacdo da densidade optica das regiées anterior, média e posterior de
cortes mediais, inermedidrios e laterais, respectivamente. * para p < 0.5; #* para p < 0.01 e
#EE para p < 0,001.
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Com o objetivo de nos certificarmos do efeito da adenosina sobre a formacéo do mapa
topogréfico retinotectal, buscamos utilizar outra droga que também é capaz de induzir
acumulo deste nucleosideo. O dipiridamol é usado clinicamente para elevar os niveis
extracelulares de adenosina ja que inibe os seus transportadores (Thorn & Jarvis, 1996). Desta
forma, iniciamos a proxima etapa que foi avaliar o efeito dose-resposta do tratamento com 10,
30 e 50 mg/Kg de dipiridamol intraperitoneal sobre o desenvolvimento topografico
retinotectal. A figura 18 ilustra cortes parassagitais de animais submetidos ao tratamento
sisttmico com 6leo de oliva (veiculo) ou dipiridamol nas diferentes concentracdes. E possivel
observar, tanto em cortes mediais (A, C, E e G) quanto em cortes laterais (B, D, F e H) que os
tratamentos com doses crescentes de dipiridamol geram uma maior dispersdo da marcagéo
retinotectal ipsolateral para regies anémalas do coliculo, alterando assim as densidades
Opticas nos diferentes tratamentos. Esta analise quantitativa indica uma tendéncia a aumento
de densidade Optica global nas regides lateral e medial do coliculo (Fig 19). A figura 20
ilustra em maior aumento o efeito da concentracdo de 50 mg/Kg de dipiridamol na expansédo
das projecdes ipsolaterais para regides posteriores do coliculo superior. Como este efeito
dose-dependente foi sugerido apds analise da densidade Optica global, analises semelhantes
foram realizadas nas regides anterior, média e posterior em cortes mediais, intermediarios e
laterais (esquema Fig 12 e Fig 21) dos animais tratados com dipiridamol 50mg/Kg. Em
conjunto estes resultados sugerem que o dipiridamol exerca um efeito dose-dependente sobre
o desenvolvimento da via visual sub-cortical e ainda confirma o papel da adenosina endégena

na formacdo do mapa retinotépico.
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Figura 19: Quantificacdo da densidade dptica global das regides medial e lateral do coliculo superior
de animais tratados com veiculo ou com dipiridamol nas doses de 10, 30 e 50 mg/Kg. Notar que em
ambas as regifes ocorre uma tendéncia dose-dependente para aumento de densidade nos animais
tratados com dipiridamol entre DPN10 e 13.

Figura 20: Fotomontagem de campo escuro de corte parassagital do coliculo superior ipsolateral ao
olho injetado com peroxidase (HRP) do animal tratado com dipiridamol 50mg/Kg, em aumento de
100X. O asterisco localiza o pré-tecto, a seta branca indica o aglomerado de marcacdo ipsolateral, ou
“cluster” e cabegas de seta indicam marcagOes aberrantes para regides andmalas do CS. v: ventral; d:
dorsal; a: anterior; p: posterior. A barra representa 500 um.
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Figura 21: Quantificacdo da densidade optica das regides anterior, média e posterior de
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Trabalhos anteriores do nosso grupo e de outros tém demonstrado que € possivel
induzir reorganizacdo em animais adultos que apresentam conexdes estabilizadas (Bastos et
al., 1999; Pearson et al., 2003; Tropea et al., 2003; Kreutz et al., 2004; Serfaty et al., 2005;
Campello-Costa et al., 2006;). Desta forma, resolvemos investigar se o tratamento com
dipiridamol 50 mg/kg intraperitoneal poderia induzir modificagbes na conectividade
retinotectal apds o periodo critico do desenvolvimento. Para responder a esta questdo, nos
analisamos a projecao retinotectal de animais DPN28 que receberam injecdes intraperitoneais
com veiculo ou dipiridamol durante 8 dias. Apoés o tratamento com veiculo entre DPN20 -
27, a projecdo retinotectal apresentou um padrdo anatdbmico maduro caracteristico do adulto,
onde a via ipsolateral ja sofreu completa restricdo e apresenta aglomerados de marcacdo bem
delimitados nas regides anterior e ventral do SGS, com poucas fibras na superficie e ao redor
destes aglomerados (Fig 22A e C). Animais tratados com 50 mg/kg de dipiridamol entre
DPN20 e DPN 27, exibiram um padrdo de marcagdo normal, semelhante ao controle por toda

a extensdo do coliculo superior (Fig 22B e D).
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4.3 — Expressao dos Receptores Purinérgicos Al e A2a no Coliculo de Animais Tratados

com Dipiridamol:

Trabalhos recentes do laboratério indicam que no coliculo superior a expressao de
receptores de adenosina é varidvel ao longo do desenvolvimento pds-natal de ratos de tal
forma que o receptor A; é mais expresso em etapas precoces (até DPN14) e o receptor Az, em
etapas mais tardias do desenvolvimento (a partir de DPN21) (Tavares Gomes et al., FESBE
2005). Além disso, nosso grupo demonstrou ainda que a expressdo de ambos 0s receptores
pode ser modulada por enucleacdo monocular dentro e fora do periodo critico (Tavares
Gomes et al., FESBE 2006). Como nossos dados sugerem que o acumulo de adenosina
enddgena leva a modificagdes plasticas dentro, mas ndo fora do periodo critico, resolvemos
avaliar se o tratamento crénico com dipiridamol (50 mg/Kg ip.) induz modificacdes na
expressdo destes receptores no coliculo superior. A Figura 23A demonstra que o tratamento
com dipiridamol por quatro dias, dentro do periodo critico, ndo produziu nenhuma alteracéo
nos niveis de receptores A; mas induziu uma diminuicdo significativa na expressdo de
receptores Ay, (23B), em relacdo aos animais que receberam injecdo de veiculo. No entanto, o
tratamento com dipiridamol com 8 dias ap6s o periodo critico ndo causou alteracdo na

expressédo dos receptores A; , assim como de receptores A2a(Fig 23A e B).
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de Figura 23: Efeito do tratamento sistémico com dipiridamol 50mg/Kg sobre a expressido
receptores Al (A) e A2a (B ) dentro e fora do periodo critico.® para p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Neste trabalho estudamos a influéncia da adenosina e do AMPc na reorganizagéo
sinaptica natural do desenvolvimento do sistema visual de roedores. Para tanto utilizamos
técnicas bioquimicas e histoquimicas para avaliar a ontogénese do AMPc e sua regulacéo pela
ativagdo purinérgica em diferentes etapas do desenvolvimento e ainda se variagdes na
concentracdo extracelular de adenosina no cérebro sdo capazes de promover alteracGes
topogréficas na projecdo retinotectal de roedores dentro e fora do periodo critico de
desenvolvimento destas conexdes.

Assim, a primeira idade escolhida foi o dia do nascimento (DPNO) para representar a
etapa mais imatura, que conseguimos acessar, de conectividade desta via. Além disso, 0
animal do DPN10 foi utilizado ja que observamos uma projecdo tipicamente parecida com a
de um animal maduro, no entanto, com intensa capacidade de reorganizacdo frente a
modificacGes do ambiente (Serfaty et al., 2005). Animais em DPN14 foram utilizados ja que é
nesta fase que se inicia a atividade elétrica evocada pela abertura dos olhos (Itaya et al.,
1995). O animal em DPN28 se trata de um jovem que apresenta um grau de plasticidade
maior que os adultos (Campello-Costa, 2000). A maturidade sexual ocorre proximo a DPN42,
quando sdo considerados adultos. Além destas, fomos avaliar os niveis de AMPc numa fase
adulta mais tardia (DPN70), quando apresentam projecdes ainda mais estabilizadas.

Os resultados apresentados mostram que os niveis basais de AMPc no coliculo
superior sdo baixos em etapas precoces do desenvolvimento e aumentam no periodo préximo
a abertura dos olhos, se mantém elevados durante o periodo de maior estabilidade sinaptica,
decaindo apenas no animal adulto; observamos ainda que este mensageiro é regulado

diferencialmente por receptores purinérgicos nas diferentes etapas estudadas. Além disso, este
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trabalho demonstra ainda que o acumulo de adenosina enddgena é capaz de induzir uma
reorganizacdo das projecdes retinotectais ipsolaterais apenas durante o periodo critico do
desenvolvimento e que o tratamento sistémico com dipiridamol promove, apenas nos animais
da segunda semana do desenvolvimento, uma diminui¢ao da expressao de receptores Az, sem
contudo alterar a expressdo do receptor A;. Nos animais da terceira/quarta semana néo
observamos nem alteracdo da expressao dos receptores purinérgicos avaliados nem alteracdes
de topografia. Em conjunto nossos dados apontam para um papel da adenosina na
especificidade sinaptica responsavel pela formacdo do mapa topogréfico retinotectal. Além
disso, estes dados sugerem ainda que o AMPc esteja participando deste processo e que
alteracGes plasticas nesta via envolvam, em parte, modificacdes na expressao dos receptores

purinérgicos.

5.1 Ontogénese do AMPc
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Desta forma, fomos avaliar se 0s niveis de AMPc no coliculo superior sdo compativeis
com um papel no refinamento topogréfico das sinapses retinotectais. Nossos resultados
bioquimicos demonstram que o0s niveis basais de AMPc sdo baixos no inicio do
desenvolvimento pos-natal (DPNO), aumentando significativamente no periodo que coincide
com o inicio da atividade elétrica evocada e se mantém elevados entre a terceira e sexta
semana poés-natal. Nos animais adultos estes niveis voltam a diminuir, retornando aos valores
encontrados no animal neonato (fig.13). Estes dados estdo de acordo com um papel do AMPc
na estabilizacdo das sinapses retinotectais ja que os maiores niveis sdo observados em uma
fase de grande estabilidade do desenvolvimento (entre a segunda e a sexta semana pos-natal).
Por outro lado, no animal adulto os niveis de AMPc e o grau de estabilidade sinaptica se
dissociam ja que estes animais apresentam pouco AMPc apesar de ser a etapa de maior
estabilidade sinéptica.

A sinalizagdo por AMPc medeia os efeitos de um nimero variado de moléculas
troficas e de orientacdo axonal. In vitro, o AMPc regula a sobrevivéncia de células
ganglionares da retina (RGCs) e de motoneurdnios espinhais (Meyer-Franke et al., 1995,
1998) e modifica o crescimento axonal em respostas a moléculas de orientagdo como as
efrinas (Rodger et al., 2005). Recentemente foi demonstrado que a enzima adenilil ciclase 1
(uma das dez isoformas encontradas no SNC que é responsavel pela sintese do AMPc a partir
do ATP), é importante para induzir a retracdo de axénios transitorios dependente do gradiente
de efrinas no sistema retinotectal (Ravary et al., 2003; Nicol et al., 2006) e para o refinamento
que leva a formacdo do mapa retinotépico em camundongos (Plas et al., 2004) . Além disso, 0
AMPCc estd implicado em alteracGes na transmissdo sinaptica dependente de atividade elétrica
(Huang et al., 1994; Weisskopf et al., 1994). Varios trabalhos ja demonstraram que o AMPc
estd envolvido na geracdo de atividade elétrica espontdnea na retina e na segregacdo

dependente de atividade elétrica dos aferentes retinianos ipso e contralaterais no ndcleo
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geniculado lateral do tdlamo (dLGN) (Stellwagen et al., 1999; Stellwagen and Shatz, 2002).
Além disso, 0 AMPc aumenta a eficacia de sinapses glutamatérgicas no hipocampo (Lebmann
& Heumann, 1997) e no coliculo superior (Ishikava et al., 1997; Kessey & Mogul, 1998).
Nossos resultados confirmam esta idéia ja que observamos que 0 aumento nos niveis
basais de AMPc no coliculo superior se da na etapa que segue a abertura dos olhos e portanto
do inicio da atividade elétrica evocada. Este periodo é crucial para o perfeito desenvolvimento
da circuitaria retinotectal e além do AMPc, outras alteragdes moleculares tém sido descritas.
Dentre as mais estudadas estdo os receptores glutamatérgicos do tipo AMPA e NMDA ja que
sd0 essenciais para a deteccdo do padrdo temporal de atividade elétrica evocada e
consequientemente para estabilizacdo de sinapses co-ativas (Cline et al., 1987; Kleindschmidt
& Singer, 1987; Simon et al., 1992; Constantine-Paton et al., 1990; Debski et al., 1995).
Estudos que reforcam esta hipotese demonstraram que a duracdo das correntes ibnicas via
NMDAr é maior no coliculo superior e cortex de ratos neonatos e decai em adultos,
sugerindo a presenca de subunidades especificas que conferem propriedades distintas
(Carmignoto & Vicini, 1992). Hofer e colaboradores demonstraram atraves de técnicas de
hibridizacdo e analise de mRNA (northern blot) que ocorre um aumento na expressdo génica
de uma subunidade do NMDAr no periodo em que ocorre o completo refinamento das
projecdes retino e cortico-tectais do rato. Isto indica que o NMDAr com uma subunidade
diferente tem uma importancia em fases tardias do desenvolvimento (Hofer et al., 1994).
Mais recentemente foi demonstrado que ocorre troca de subunidades NR2B para NR2A do
receptor NMDA bem como da proteina PSD-95 associada a estes receptores no periodo que
se segue a abertura dos olhos (Townsend et al., 2003; Yoshii et al., 2003) e um aumento nas
correntes induzidas por receptores AMPA 12 h ap6s a abertura dos olhos (Lu & Constantine-

Paton, 2004).
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Estes eventos de modificagdes na expressdo de subunidades e atividade de receptores
glutamatérgicos e nos niveis basais de AMPc ap6s abertura dos olhos podem ou ndo estar
associados. Trabalhos da literatura indicam que a via do AMPc possa ser desencadeada nédo
apenas pela atividade de receptores metabotrépicos, acoplados a proteinas G, mas também de
receptores ionotropicos que permeiam célcio, como o NMDAr ja que existem isoformas de
adenilil ciclase dependentes de calcio, como adenilil ciclase tipo 1, presente no coliculo
superior e importante para o refinamento retinotectal (Chern, 2000; Ravary et al., 2003; Plas
et al., 2004; Nicol et al., 2006). Além disso, a adenilil ciclase pode ser regulada por
fosforilacdo induzida por diferentes proteinas cinases, tais como PKA (dependente de AMPc
— feedback negativo), PKC (dependente de Ca™) e CaMK Il (dependentes de calcio-
calmodulina) além da fosfatase 2A (PP2A), todas estas podem estar acopladas a ativacdo de
NMDA (Chern, 2000; Waltereit & Weller, 2003; Miyamoto, 2006). Por outro lado, os niveis
elevados de AMPc podem ativar vias de transducdo que alteram ndo sé a atividade mas
também a expressdo dos receptores glutamatérgicos. O receptor NMDA devido a sua grande
importancia para o sistema nervoso central possui diferentes sitios de regulacdo, incluindo
sitio de fosforilagdo para PKA, principal alvo do AMPc. Além disso o AMPc pode
diretamente alterar a funcdo de canais i6nicos ou desencadear, através de PKA e CREB, a
ativagéo de transcrigdo génica que pode levar a aumento da expressdo de receptores AMPA,
por exemplo (Miyamoto, 2006).

Apos este periodo de abertura dos olhos, nossos resultados apontam para uma
diminuicdo significativa nos niveis de AMPc nos animais adultos. Este fato vai, a principio,
contra nossa hipdtese de que este segundo mensageiro participe da estabilizacdo das sinapses
retinotectais. No entanto, trabalhos da literatura j& demonstraram que o AMPc € importante
apenas para fase de indug@o e manutencdo da fase precoce da potenciagdo de longa duracgéo

(eLTP) e que a fase tardia (I-LTP) depende de fosforilacdo e sintese protéica, e ndo mais de
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AMPc (Schulman et al., 1995; Nguyen & Kandel, 1996; Murphy et al., 1997; Johnson &
Ouimet, 2004). Além disso, é possivel que outros mecanismos estejam relacionados a
estabilidade sinéptica nas diferentes idades estudadas. De fato, dados do nosso laboratério
indicam a participacdo do neurotransmissor serotonina (Bastos et al., 1999) e do mensageiro
retrogrado 6xido nitrico (Campello-Costa et al., 2000) na formacdo do mapa retinotépico
preciso no coliculo superior de ratos e do &cido araquidénico na manutencéo destas projecGes
a partir da sexta semana pds-natal (Campello-Costa et al., 2006). Estes resultados em
conjunto confirmam a existéncia de multiplos mecanismos envolvidos com a especificacdo
sinaptica no coliculo superior nos diferentes periodos do desenvolvimento retinotectal.
Adicionalmente, vale ressaltar que n6s avaliamos, ao longo do desenvolvimento do
coliculo superior, os niveis globais de AMPc e que fisiologicamente, 0 AMPc é regulado pela
ativacdo das enzimas adenilil ciclase (sintese) e fosfodiesterase (degradacdo). Como
mencionado anteriormente, a ciclase é controlada a principio, por receptores acoplados a
proteina G (Gs — estimulatéria e Gi — inibitdria, por exemplo). Dentre os receptores acoplados
a adenilil ciclase no coliculo podemos destacar: receptores metabotropicos de glutamato
(mGIuR), receptores serotoninérgicos (5-HT1A e 1B), receptores dopaminérgicos (Sajnani et
al., 1997; Sanudo-Pena et al., 2000) e receptores purinérgicos de adenosina (A; e Az)
(Ishikawa et al., 1997; Kessey & Mogul, 1998). A inervacdo serotoninérgica no coliculo
superior, por exemplo, se desenvolve paralelamente a chegada dos aferentes retinotectais
(Rhoades et al., 1990; Crissman et al., 1992) e parece estar acoplada a proteina Gi. Desta
forma, a serotonina presente em etapas mais precoces do desenvolvimento, mantém a adenilil
ciclase inibida, sugerindo que este neurotransmissor esteja contribuindo para manter os niveis
baixos de AMPc, conforme nosso trabalho demonstra. Além disso, dados do nosso laboratério
indicam que os receptores de adenosina também sdo modulados ao longo do desenvolvimento

do coliculo superior, de tal forma que até DPN14 a expressao do receptor Al (acoplado a Gi e
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adenilil ciclase) é maior enquanto que a partir de DPN21-28 a expressdo do receptor A2a
(acoplado a Gs e adenilil ciclase) torna-se predominante (Gomes et al., FESBE 2005;
Campello-Costa et al., Soc. NSC, 2006). Desta forma, podemos concluir que os niveis basais
de AMPc encontrados neste trabalho refletem a maturacao diferenciada das diferentes vias de

neurotransmissao.

5.2 Efeitos da Ativacdo Purinérgica sobre o acumulo de AMPc In Vitro:

A adenosina atua em receptores purinérgicos, P1, que modulam a atividade da adenilil
ciclase, além de atuar sobre outros sistemas efetores (para revisdo, Cunha, 2001; Akbar et al.,
1994; Cunha et al., 1999; Cunha & Ribeiro, 2000; Kirk & Richardson, 1995). Ela é um
importante neuromodulador inibitério no SN, que atua através do aumento na condutancia ao
fon potassio ou na diminuicdo na liberacdo de neurotransmissores (Thompson et al., 1992;
Wu & Saggau, 1994). Entretanto, é sabido também que a adenosina pode ter uma agédo
excitatdria no cortex, striatum, hipocampo e coliculo superior adulto (Ishikawa et al., 1997;
Kessey & Mogul, 1998; Rebola et al., 2003).

Desta forma, fomos avaliar a modulacdo dos niveis de AMPc pela adenosina em
diferentes etapas do desenvolvimento. Para tanto, fatias de coliculo superior foram incubadas
com um agonista ndo-seletivo dos receptores purinérgicos P1, o NECA. Nossos resultados
mostraram que o NECA ndo promoveu alteracbes significativas nos niveis de AMPc no
animal neonato (DPNO), mas induziu diminui¢do nas taxas deste segundo mensageiro entre a
segunda e quarta semana do desenvolvimento (DPN14 e 28) e aumento a partir da sexta
semana (DPN42 e 70) (Fig 14). Estes resultados corroboram dados do laboratério que
demonstram a presenga dos receptores Al e A2a em todas as idades estudadas, mas com

perfil de expressdo diferenciado (Gomes et al., 2005 FESBE). O receptor Al é acoplado a
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proteina Gi e inibe a sintese de AMPc. Este receptor € mais expresso em fases precoces do
desenvolvimento (até DPN14), e provavelmente por isso observamos a reducao nos niveis de
AMPCc induzidas por NECA. O contrario € verdade para o receptor A2a que é acoplado a Gs,
aumenta AMPc e € mais expresso em fases tardias do desenvolvimento (a partir de DPN28).
Assim, observamos que a estimulacdo com NECA induz, nos animais DPN42 e DPNT70,
acumulo de AMPc, ja que provavelmente o receptor A2a esteja sendo mais ativado. No
entanto, alguns dados ndo podem ser diretamente correlacionados. No animal neonato,
embora a expressdo do receptor Al seja bem maior do que do A2a, o NECA ndo foi capaz de
modificar negativamente os niveis de AMPc em relagdo ao controle. Este fato pode ser
explicado porque a expressdo dos receptores pode ndo refletir: (1) a localizacdo destes
receptores na membrana ja que para o ensaio de western blot utilizamos homogenados de
coliculo superior e, portanto, avaliamos os receptores totais da célula (internos e de superficie
celular); (2) a afinidade destes receptores pelo agonista NECA; (3) o acoplamento destes
receptores ao sistema de proteina G e/ou efetor onde os niveis de A2a sdo mais elevados. No
animal de quarta semana, onde a expressdo de A2a € maior do que de Al, observamos uma
diminuigdo no acimulo de AMPc induzida por NECA e ndo um aumento, conforme esperado.
Possivelmente este fato ocorre ja que embora exista mais A2a, a expressdo do Al é bastante
alta e sua atividade pode prevalecer nesta fase do desenvolvimento retinotectal.
Alternativamente podemos ainda imaginar que os receptores purinérgicos estejam interagindo
no coliculo superior, como ja demonstrado em outros (O'Kane & Stone, 1998). No hipocampo
e no cortex de ratos jovens (DPN42) a administracdo de agonistas do receptor A2a leva a uma
diminuicdo na ligacdo do receptor A1 com seus agonistas; este efeito é bloqueado por uma
prévia administracdo de antagonista de A2a (Lopes et al., 1999). Além disso, tém sido
descrito que ambos os receptores podem interagir e modular outros sistemas através de trans-

ativagdo de receptores tirosina cinase (Rajagopal et al., 2004), hetero-oligomerizacdo com
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receptores de ATP tipo P2Y (Youshioka et al., 2002) bem como com receptor D3 de
dopamina (Torvinem et al., 2005). Como todas estas moléculas estdo presentes no coliculo
superior, ndo podemos descartar que estas interagdes possam ocorrer durante o0
desenvolvimento retinotectal. Mais estudos, utilizando agonistas e/ou antagonistas
purinérgicos especificos na diferentes etapas, sdo necessarios para comprovar estas hipoteses.
Além disso, também pretendemos avaliar a regulacdo do AMPc induzida por outros

neurotransmissores do coliculo como a serotonina, dopamina e glutamato.

5.3 Adenosina e Desenvolvimento Topogréafico Retinotectal: Um modelo de Estudo In
Vivo

A precisdo com que o sistema nervoso funciona requer que suas células se conectem
de forma apropriada com os seus alvos. Esta organizagdo gera os diferentes mapas
topogréaficos que permitem o perfeito processamento das informacdes sensoriais e motoras. O
sistema visual tem sido foco, nos ultimos anos, de varios estudos que buscam determinar 0s
mecanismos celulares e moleculares responsaveis pela formacdo e manutencdo do arranjo
topografico. Particularmente o sistema retinotectal de diferentes espécies tem levantado
importantes questdes acerca de como € gerada a especificidade sinéptica, essencial a formacgédo
adequada das conexdes entre a retina e o coliculo superior ou teto 6ptico. Ja se sabe que 0s
axonios retinianos crescem e atingem diretamente o coliculo superior guiado por pistas
ambientais que direcionam o seu crescimento correto (Mellitzer, 2000; Kndll & Drescher,
2002). Entretanto a projecdo inicial é sempre mais exuberante que a observada mais
tardiamente, no animal maduro (Simon & O’Leary, 1992). O refinamento topogréafico das
conexdes no sistema nervoso ocorre em funcdo da estabilizagdo seletiva de sinapses e da
eliminacdo das conexdes inapropriadas (Shatz et al., 1996; Chandrasekaran et al., 2005).

Vaérios trabalhos j& demonstraram que este processo depende da atividade elétrica sincronica
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das células pre- e pos-sinapticas, de receptores NMDA e de sinalizadores retrogrados, dentre
outros (para revisdo, Schmidt, 2004). A formacéo deste mapa topografico ocorre dentro de um
periodo critico que corresponde em roedores as trés-primeiras semanas do desenvolvimento
pos-natal.

Nosso laboratério tem demonstrado que é possivel induzir modificagdes no padrao de
conectividade retinotectal em resposta a lesGes seletivas no sistema visual e apos inibi¢ao da
sintese de moléculas de sinalizacdo retrégrada como o 6xido nitrico e o acido araquiddnico
dentro e fora do periodo critico do desenvolvimento (Campello-Costa et al., 2000; Serfaty et

al., 2005; Campello-Costa et al., 2006).

Desta forma, avaliamos o papel funcional da adenosina, um neuromodulador que
participa de diferentes formas de plasticidade sindptica, na formagdo e manutencdo da
topografia retinotectal (de Mendonca & Ribeiro, 1997). Para isso utilizamos 2 drogas que
induzem aumento na concentracao extracelular de adenosina por vias distintas. O EHNA é um
inibidor da adenosina deaminase, enzima que degrada a adenosina em inosina e o dipiridamol
é um inibidor do transportador de adenosina. A administracdo de ambas as drogas, dentro do
periodo critico, induziu uma desestabilizacdo de proje¢des retinotectais ipsolaterais ao olho
injetado com tracador de tal forma que elas passaram a ocupar territérios andémalos no
coliculo superior, tais como a regido caudal e eventualmente, superficial das camadas visuais
(Fig 16, 18). Este efeito foi observado com apenas quatro dias de tratamento iniciado no DPN
10, ou seja, em uma fase onde a projecdo retinotectal ja se encontra com um padréo
anatdmico semelhante de um animal maduro, de tal forma que a projecdo isolateral ocupa
apenas a porcdo anterior e profunda do coliculo superior, jA que o sistema ja passou pela

maior fase de refinamento sinaptico (Serfaty et al., 2005).
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Do ponto de vista neuroquimico, acreditamos que o aumento na disponibilidade de
adenosina esteja induzindo maior ativacdo de receptores Al (mais abundantes nesta fase do
desenvolvimento) e por isso estejamos facilitando a inibicdo sinéptica no coliculo o que
estaria promovendo a desestabilizacdo ou o enfraquecimento de conexfes previamente
formadas e consequente crescimento de colaterais para diferentes regioes.

Por outro lado, o tratamento sisttmico com dipiridamol no final do periodo critico
(entre 0 DPN20-27) ndo foi capaz de induzir rompimento topografico desta via. Nestes
animais submetidos ao tratamento intraperitoneal com 50 mg/kg de dipiridamol, o padréo de
marcacdo dos axonios retinotectais se mostrou qualitativamente similar aqueles tratados com
veiculo (FIG 22). Acreditamos que este resultados sejam decorrente da presenca mais
abundante dos receptores A2a que normalmente estdo associados a estabilizacdo ou
fortalecimento sinaptico e devem estar sendo mais ativados pela adenosina acumulada no
espaco sinaptico (Mendonga et al., 1994).

Tém sido proposto que os mecanismos celulares que medeiam o fortalecimento ou
enfraquecimento sindptico observado durante o desenvolvimento sejam a potenciacdo (LTP) e
depressdo de longa duracdo (LTD). Dessa forma, as sinapses co-ativas se estabilizariam
através de um aumento na eficacia da transmissdo sindptica (LTP), enquanto o
enfraguecimento e conseqliente retracdo dos terminais assincrénicos envolveria uma
diminuicdo na eficacia sinaptica (LTD) (Bear et al., 1987; Mize & Lo, 2000). Recentemente
Mize demonstrou uma correlagdo entre o desenvolvimento da LTD e o refinamento da via
retinotectal ipsolateral (Mize & Lo, 2000). Desta forma € possivel especular que a adenosina
influencie o refinamento topogréfico através da ativacdo da LTP ou LTD colicular.

De fato, varios estudos ja demonstraram que 0s receptores purinérgicos de adenosina
estdo relacionados a alteracBes de eficicia sindptica. Assim, a aplicacdo de antagonistas de

receptor Al ou agonista de A2 induzem LTP (Mendonca et al., 1994). Recentemente, Lopes



57

demonstrou que, a ativacao de receptores Al pré-sinapticos inibem a transmissao sinaptica no
hipocampo. Por outro lado, caso estes receptores estejam tonicamente inibidos por receptores
AZ2a, é possivel observar a facilitacdo nesta transmissao, sugerindo que a adenosina participe
ativamente no processo de modulacdo sinaptica observado durante o desenvolvimento e na
plasticidade no sistema nervoso central (Lopes et al., 2002).

No coliculo superior observou-se que a adenosina tem um papel facilitador na
transmissao sinaptica através da injecdo intraperitoneal do EHNA. Neste trabalho, o acimulo
de adenosina no fluido cérebro-espinhal induziu um aumento, mediado por AMPc, na
amplitude dos potenciais excitatérios (Kessey & Mogul, 1998; Ishikawa et al., 1997). Por
outro lado, a adenosina pode ter um efeito inibitério na resposta pds-sinaptica, o qual é
abolido durante a inducdo da LTP na regeneragdo da via retinotectal (Zhang et al., 1998).

Adicionalmente, avaliamos a expressdo dos receptores purinérgicos no coliculo
superior de animais submetidos ao tratamento sistémico com 50 mg/Kg de dipiridamol dentro
e fora do periodo critico. A nossa hip6tese de que este tratamento poderia alterar a expressao
dos receptores para produzir o rompimento topografico seria baseada no fato de que aumentos
na disponibilidade de agonistas geram uma dessensibilizacdo ou “down-regulation” nos seus
proprios receptores (Chern et al, 2000; Peters et al., 1998). Se esta regulacdo estiver
ocorrendo preferencialmente sobre os receptores A2a, ocorreria uma diminuicao dos niveis de
AMPc, levando a uma diminuicdo da estabilidade sinaptica. Esta proposta estaria em
consonancia com o0s resultados da ontogénese do AMPc, onde baixos niveis deste segundo
mensageiro, em fases iniciais do desenvolvimento pos-natal, estariam associados a baixa
estabilidade sinéptica.

Para testar esta hipdtese, apds o término das injecOes intraperitoneais, 0s coliculos
foram removidos e utilizados para avaliagéo por western blot da expressao dos receptores Al

e A2a. Nossos resultados demonstram que o tratamento sistémico com dipiridamol ndo foi
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capaz de alterar a expressdo de receptores Al em nenhuma das etapas estudadas e induziu
uma down-regulation dos receptores A2a dentro, mas ndo fora do periodo critico (Fig 23). Em
conjunto com os dados anatdmicos, podemos sugerir que o rompimento topografico
observado ap6s o tratamento com dipiridamol dentro do periodo critico, seria resultado da
ativacdo de receptores Al (mais expressos neste periodo) e da diminuicdo da ativacdo de
receptores A2a (regulados negativamente) que estariam contribuindo para desestabilizacdo
sindptica e consequente brotamento dos colaterais. Por outro lado, a auséncia de efeitos
plasticos induzidos pelo tratamento ap6s o periodo critico deve ser decorrente da ativacdo dos
receptores A2a que sdo normalmente mais expressos nesta etapa e induzem estabilizacdo
sinaptica (Mendonca et al., 1994).

Estes dados também podem ser explicados pela modulacdo da adenosina sobre uma
série de sistemas de neurotransmissores. Em algumas regides, a adenosina modula a liberacao
de serotonina (Mossner et al., 2000), estabelece-se uma possivel via de sinalizacdo
envolvendo estas moléculas na inducdo de plasticidade no coliculo superior. Dados de
pesquisas recentes em nosso laboratorio tém demonstrado que o aumento de serotonina
através do tratamento intraperitoneal com a fluoxetina, um inibidor seletivo de sua recaptacao
de serotonina, induz plasticidade retinotectal (Bastos et al., 1999). Este efeito parece ser
mediado pela inibicdo da adenilil ciclase pré-sinaptica ja que animais submetidos a dietas com
restricdo de triptofano, aminoécido precursor da serotonina, apresentaram acumulo de AMPc
no coliculo, em relagdo aqueles submetidos a dietas com complemento de triptofano
(Gonzéles et al., 2003).

Além disso, a adenosina interage com outros sistemas de neurotransmissores, como
por exemplo, a acetilcolina e a dopamina (Jin et al., 1993). No striatum, ha uma co-
localizacdo de receptores A2a e dopaminérgicos D2 em fibras colinérgicas. Assim, a ativacdo

de A2a nesta via diminui a liberacdo de dopamina, que tem acéo inibitéria sobre a liberacdo
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da acetilcolina, neurotransmissor excitatério. Por diminuir a inibicdo pela dopamina, a
ativacdo de A2a aumenta a transmissao sinaptica neste nucleo (Ishikawa et al., 1997). Todos
estes neurotransmissores estdo presentes no coliculo superior entdo é possivel que a adenosina
desempenhe seus efeitos no desenvolvimento e na plasticidade do sistema retinotectal

indiretamente através da modulacao destes sistemas de neurotransmissao.
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6 CONCLUSOES

Podemos concluir que os niveis de AMPc no coliculo superior de ratos sofrem variacdes
ao longo do desenvolvimento pés natal, sendo baixos no inicio (DPNO e 10), aumentando entre a
segunda e a sexta semana de vida pds-natal e retornando aos menores niveis no animal adulto.

O agonista ndo seletivo dos receptores de adenosina (NECA) induziu diminui¢cdo nos
niveis de AMPc entre a segunda e a quarta semana do desenvolvimento p6s-natal, mas promoveu
acumulo deste segundo mensageiro a partir da sexta semana. No animal neonato a aplicacdo do
agonista ndo alterou os niveis deste segundo mensageiro.

O tratamento intraperitoneal com drogas capazes de gerar um aumento nos niveis
enddgenos de adenosina (EHNA 10mg/Kg ou dipiridamol 50mg/Kg) foi capaz de induzir um
rompimento topografico da projecéo retinotectal ipsolateral dentro do periodo critico.

O tratamento com dipiridamol 50mg/Kg entre DPN20-27 ndo promoveu alteracdes na
organizacao topografica dos axonios retinianos ipsolaterais.

Animais submetidos ao tratamento com dipiridamol 50mg/Kg entre DPN10-13
apresentaram uma diminuicdo na expressao de receptores A, no coliculo superior, mas ndo no
receptor A;. Nos animais tratados entre DPNZ20-28, ndo observamos qualquer alteracdo na
expressao de ambos 0s receptores.

Em conjunto, estes resultados indicam que a adenosina participe como neuromodulador
na formacdo e manutencdo da topografia retinotectal e ainda apontam para a via do AMPc como
um possivel mediador intracelular destes efeitos. Além disso, demonstramos também que a

plasticidade neural induzida por acimulo de adenosina enddgena dentro do periodo critico,
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envolve a regulacdo negativa de receptores purinérgicos do tipo A2a que sabidamente participam

de mecanismos de estabilizacdo sinaptica.
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8 ANEXO - LEGENDAS SEPARADAS DAS FIGURAS 16, 18 E 22.

Figura 16: Fotomontagens de campo escuro de cortes parassagitais do coliculo superior
ipsolateral ao olho injetado com peroxidase (HRP), em aumento de 100X. (A e C): cortes
medial e lateral, respectivamente do animal controle; (B e D): cortes medial e lateral do animal
tratado com EHNA. Os asteriscos localizam o pre-tectum, setas brancas indicam o0s
aglomerados de marcacdo ipsolateral, ou “clusters” e cabegas de seta indicam marcagdes
aberrantes para regiGes andémalas do CS. v: ventral; d: dorsal; a: anterior; p: posterior. A barra
representa 500 pm.
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Figura 18: Fotomicrografias de campo escuro das regifes medial (A, C, E e G) e lateral (B, D,
F e H) do coliculo superior ipsolateral a injecdo da peroxidase (HRP) de animais controle
(veiculo) em A e B ou tratados com 10 (C e D), 30 (E e F)ou 50 (G e H) mg/Kg de dipiridamol.
Aumento de 40X. Notar um maior espalhamento do campo terminal ventral em direcdo a regido
posterior do coliculo no animal tratado com as doses de 30 e 50 mg/Kg. v: ventral; d: dorsal; a:
anterior; p: posterior. O asterisco indica o pré-tecto e a seta o cluster de marcacéao ipsolateral na
regido anterior do coliculo superior. Cabecas de seta indicam projecdes em regides andmalas. A
barra representa 500 pm.
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Figura 22: Fotomicrografias de campo escuro de cortes parassagitais da regido medial
(superiores) e lateral (inferiores) do coliculo ipsolateral & injecdo da peroxidase (HRP) de
animais controle ou tratados com dipiridamol 50mg/Kg, com aumento de 40X. O asterisco
indica o pré-tecto e a seta o cluster de marcacdo ipsolateral na regido anterior do coliculo
superior. v: ventral; d: dorsal; a: anterior; p: posterior. A barra representa 500 pm.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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