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RESUMO 

 

O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) é caracterizado 

por processos que levam a formação adequada de contatos neurais. Em 

roedores, a especificidade dos circuitos neurais ocorre durante o período pós-

natal conhecido como período crítico. Nesta fase do desenvolvimento do SNC, 

os contatos sinápticos são refinados em um processo determinado pela 

experiência sensorial. Tem sido demonstrado que a serotonina está envolvida 

diretamente nos processos de desenvolvimento neural uso-dependente e nos 

mecanismos de plasticidade sináptica. Neste trabalho, nós avaliamos o papel 

da serotonina sobre o desenvolvimento das projeções retinotectais e na 

plasticidade induzida por lesão de retina durante e após o período crítico.  Para 

tanto, os animais foram submetidos ao tratamento agudo e crônico com PCPA 

-um inibidor da enzima triptofano hidroxilase- por 2 a 28 dias. A eficiência do 

tratamento com PCPA foi analisada pela quantificação da imunorreatividade 

para serotonina nos núcleos dorsal e ventral da rafe. Observou-se uma 

redução significativa após o tratamento agudo com PCPA e a recuperação da 

imunorreatividade pela permanência do tratamento. O tratamento crônico com 

PCPA afetou o desenvolvimento topográfico das projeções onde se observou 

projeções difusas e ausência de aglomerados de marcação na borda ventral do 

colículo superior. No tratamento subcrônico, foi observado uma reorganização 

das projeções retinotectais com aglomerados de marcação na borda ventral do 

CS e ao mesmo tempo um espalhamento das fibras no sentido caudal. Os 

estudos de lesão de retina em animais com tratamento crônico e subcrônico 

com PCPA durante e após o período crítico evidenciaram uma amplificação da 

resposta plástica dos axônios visuais em áreas correspondentes à denervação. 

Os dados sugerem que a serotonina seja um importante modulador do 

desenvolvimento e plasticidade do SNC.   
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ABSTRACT 

 
The development of the central nervous system (CNS) is characterized by 

several mechanisms that are necessary to the formation of adequate neural 

contacts. In rodents the specificity of neural circuitry develops at post natal 

ages during a critical period when synaptic contacts are sculpted in a process 

determined by sensory experience. Serotonin has been shown to be involved in 

both use-dependent development and plasticity. In the present work we 

studied the role of serotonin on normal and abnormal development  of 

retinotectal pathways in a retinal lesion model during and after the critical 

period. Animals were submitted to either acute or chronic treatment with 

PCPA, a tryptophan hidroxilase inhibitor, during 2 to 28 days after birth. We 

then analyzed the immunoreactivity for serotonin in both dorsal and ventral 

raphe nuclei. Following an acute treatment, we observed a marked reduction in 

serotonin immunoreactivity, but after subchronic or chronic treatments we 

observed a recovery and increase in 5-HT positive neurons, respectively. 

Chronic PCPA treatment affected the topographical development of ipsilateral 

retinotectal projections with caudally spreading axons and reduced clustering 

at the ventral border of the visual layers. Similar, but less intense effects were 

found after a subchronic treatment with this drug. In retinal lesion groups 

chronic and subchronic PCPA treatment induced a robust plastic reorganization 

of ipsilateral axons into denervated areas. The data, therefore suggest that 

serotonin levels are critical for the modulation of development and plasticity of 

the CNS. 
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1. INTRODUÇÃO 

O desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC) envolve 

eventos progressivos tais como a proliferação celular, migração e 

diferenciação, crescimento de processos neurais e sinaptogênese, além 

de eventos regressivos que vão desde a degeneração neuronal natural, 

eliminação de axônios transitórios e restrição sináptica. Os neurônios 

recém diferenciados, inicialmente, preparam-se para estabelecer 

conexões com seus alvos, proporcionando assim, a formação de 

circuitos neurais precisos responsáveis pelo processamento da 

informação (Finlay & Pallas, 1989, Clarke & Oppenheim, 1995).  Estes 

processos determinarão a especificação dos circuitos neurais 

responsáveis pela percepção dos sentidos e a coordenação dos sistemas 

motores e cognitivos que caracterizam o sistema nervoso maduro 

(Berardi et al., 2000).  

Os mecanismos de formação dos circuitos neurais têm sido 

amplamente estudados nos últimos anos. Esses circuitos são montados 

durante o desenvolvimento pela formação de conexões organizadas 

entre neurônios aferentes e seus alvos. Esta organização topográfica 

constitui uma característica básica do SNC, nos sistemas sensoriais,  

onde as superfícies sensoriais são representadas de forma ordenada nos 

núcleos centrais subcorticais e nos córtices.  
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O sistema visual e em particular, o sistema retinotectal de 

roedores e vertebrados não-mamíferos, tem sido utilizado nos últimos 

anos como modelo de desenvolvimento topográfico e plasticidade do 

sistema nervoso central pela facilidade de abordagem experimental, 

correlação anatômica e fisiológica entre diversas espécies e pela 

definição de um período crítico durante seu amadurecimento. (Berardi et 

al., 2000) O conhecimento gerado tem sido largamente utilizado para a 

compreensão da organização cerebral, tanto dos sistemas sensoriais 

quanto cognitivos. 

 

1.1 ANATOMIA DO SISTEMA VISUAL 

 

O sistema visual começa no olho, onde encontramos a retina, o 

tecido neural que inicia o processamento visual. A retina apresenta 

diferentes tipos celulares, dentre eles as células ganglionares da retina  

(RGCs) que são as células eferentes deste tecido, responsáveis por 

carrear a informação visual até diferentes regiões encefálicas. Os 

axônios das células ganglionares da retina ao se dirigirem ao disco 

óptico, tornam-se mielinizados e formam o nervo óptico. (Mey & 

Thanos, 2000; Thanos & Mey, 2001; Stenkamp & Cameron, 2002). Os 

nervos ópticos de ambos os olhos combinam-se na base do encéfalo 

formando o quiasma óptico. Nesta estrutura, as projeções oriundas da 
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retina nasal sofrem decussação parcial, enquanto que os axônios da 

retina temporal se projetam ipsolateralmente. Esta decussação parcial 

permite a cada lado do cérebro receber informações das duas retinas 

sobre o hemicampo visual contralateral (Schmidt & Tieman, 1985). Este 

padrão de decussação é variável. Em espécies com olhos frontalizados, 

como humanos, uma maior proporção de aferentes permanece do 

mesmo lado do cérebro. Em roedores e outras espécies com olhos 

lateralizados, somente uma pequena proporção de aferentes segue para 

o mesmo lado do cérebro. Após a decussação, os axônios das projeções 

retinofugais (que saem da retina) formam os tratos ópticos e se 

distribuem pelo núcleo geniculado lateral do tálamo, núcleos pré-tectais 

e colículo superior (Udin & Fawcet, 1988; Shatz, 1992; 1996) (Fig. 1). 
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FIGURA 1. Esquema simplificado mostrando as principais vias do sistema visual de 
humano. Os axônios ipsolaterais (em vermelho) e contralaterais (em azul) de cada 
olho projetam-se para o núcleo geniculado lateral, núcleo pré-tectal e colículo superior. 
Destaque para a decussação parcial das projeções retinianas que ocorre no quiasma 
optico (Purves et al, 2004). 

 

 

Em roedores, cerca de 60% dos axônios colaterais do trato óptico 

inervam o núcleo geniculado lateral (NGL) enquanto que, virtualmente, 

todas as células ganglionares da retina (CGRs) emitem projeções para o 

colículo superior. (Linden & Perry, 1983). No núcleo geniculado lateral 

os axônios originados dos dois olhos terminam em camadas olho-

específicas formando campos terminais segregados (Srevatan & Shatz, 
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1984). O colículo superior é o principal alvo das projeções provenientes 

da retina de roedores e é considerado uma estrutura homóloga ao teto 

óptico de vertebrados não-mamíferos (O´Leary et al., 1994, Debski & 

Cline, 2002). Nele, assim como em outras estruturas visuais, 

encontramos uma organização retinotópica precisa que reproduz a 

superfície da retina e consequentemente o campo visual. 

O colículo superior é uma estrutura laminada, localizada na porção 

mais dorsal do tronco cerebral, responsável pela integração visuomotora 

no reflexo orientado e pelo controle dos movimentos sacádicos. Este 

núcleo é dividido em camadas denominadas stratum zonal (SZ), stratum 

griseum superficiale (SGS), stratum opticum (SO), stratum griseum 

intermediale (SGI), stratum album intermedium  

(SAI), stratum griseum profundum (SGP) e stratum álbum profundum 

(SAP) (Fig. 2). As três primeiras camadas, classificadas em conjunto 

como camadas superficiais, são responsáveis pelo processamento de 

informações visuais, enquanto as camadas mais profundas relacionam-

se principalmente a funções de integração multimodal de estímulos 

visuais, auditivos e motores (Dori et al., 1998; Binns, 1999; Isa & Saito, 

2001). Além dos aferentes da retina, as camadas visuais do CS também 

são alvos de projeções oriundas do córtex visual, núcleos 

parabigeminais (Dori et al., 1998) e de outros núcleos não visuais como 

os núcleos da rafe (Arce et al., 1992, Parsons et al., 2001).  
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FIGURA 2 – Esquema que ilustra a laminação no colículo superior em um plano de 
corte coronal. A linha pontilhada delimita as camadas de processamento visual na 
região dorsal e as camadas profundas de processamento auditivo, motor e integração 
de informações. (Parsons et al., 2001) 

 

 

O stratum griseum superficiale (SGS) constitui a principal camada 

que recebe os aferentes pré-sinápticos ipsolaterais da retina (Müller et 

al., 2000). O transporte anterógrado de traçadores neuroanatômicos 

mostra que, em roedores, os terminais ipsolaterais da retina formam 

aglomerados de marcação terminal no limite ventral do SGS enquanto 

que os aferentes contralaterais ocupam toda a extensão radial das 

camadas visuais superpondo-se consideravelmente às projeções 

ipsolaterais (Hofbauer & Drager, 1985). 
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1.2 DESENVOLVIMENTO DOS SISTEMAS SENSORIAIS 

 

Durante a embriogênese do sistema nervoso central, várias etapas 

constituem pontos cruciais do desenvolvimento tais como a histogênese 

precoce com a formação de primórdios do tecido neural, a neurogênese 

e gliogênese e por fim, o processo de sinaptogênese e amadurecimento 

dos circuitos neurais (Ballabriga, 1990; Morgane et al., 1993).  

Os processos de diferenciação cerebral incluem uma infinidade de 

fenômenos regressivos que vão desde a degeneração programada de 

parte das células inicialmente geradas durante a embriogênese - a 

chamada morte celular programada - até a eliminação de sinapses e 

axônios transitórios em fases finais do desenvolvimento (Finlay & Pallas, 

1989; Shatz, 1993; Clarke & Oppenheim, 1995). 

Uma das características mais marcantes dos sistemas sensoriais, e 

particularmente do sistema visual, é o da representação topográfica da 

superfície receptora no tecido neural. Desta forma, a imagem do campo 

visual é representada nos núcleos visuais centrais de forma que pontos 

adjacentes na retina são reproduzidos em regiões adjacentes no tecido 

neural. O mapa retinotectal maduro possui uma orientação antero-

posterior e naso-temporal, onde axônios provenientes da retina 

temporal se projetam para a região anterior do CS, enquanto que 

axônios da retina nasal se projetam para a região posterior do CS . Da 
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mesma forma, axônios com origem na retina ventral alcançam alvos no 

CS medial e projeções oriundas da retina dorsal alcançam alvos no CS 

lateral (Drescher et al., 1995, 1997; Mey & Thanos, 2000; Debski e 

Cline, 2002; Thanos & Mey, 2001) (Fig. 3).  

 

 

 

FIGURA 3. Esquema representando a topografia retinotectal. Na retina os números de 
1-7 e as letras de A-F representam áreas especificas no eixo nasal-temporal e dorsal-
ventral respectivamente, que se correlacionam com áreas específicas no tecto óptico. 
(Debski e Cline, 2002) 
 

 

Após a diferenciação e migração neuronal, as células alvo são 

selecionadas para iniciar a formação de sinapses. Na década de 60, 

Roger Sperry propôs a teoria da quimioafinidade onde os axônios, ao 

navegarem rumo ao alvo, interagem com moléculas que atuam como 

pistas químicas e influenciam a velocidade e o direcionamento do 

crescimento axonal (Retax & Harris, 1996). Uma classe de moléculas 

com propriedades repulsivas/atrativas foram descritas em 1993. Estas 
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moléculas, pertencentes à família das efrinas, estão distribuídas na 

retina e no colículo superior. Seus receptores são encontrados em baixa 

concentração em axônios de células ganglionares da retina nasal e em 

alta concentração na retina temporal. A disposição destas moléculas e 

de seus receptores influencia o desenvolvimento inicial do mapa 

retinotectal, pois os aferentes das células ganglionares da retina se 

distribuem de acordo com o gradiente de concentração destas moléculas 

(Drescher et al., 1995; Bähr & Wizenmann, 1996; Knöl et al., 2001; 

Knöll & Drescher, 2002). Outras moléculas, como as pertencentes à 

família das caderinas, encontradas em neurônios, células gliais, cones 

de crescimento e moléculas de adesão celular (CAMs), atuam como 

promotoras do crescimento axonal no desenvolvimento do sistema 

nervoso (Holt & Harris, 1998). Um conjunto de moléculas presentes na 

matriz extracelular interage com receptores de superfície celular e 

regulam uma série de eventos importantes à maturação do SNC 

incluindo a proliferação, diferenciação e migração celular, crescimentos 

de neuritos, orientação de cone de crescimento, estabilização sináptica, 

regeneração e apoptose. (Letorneau et al., 1994, Anton et al., 1999, 

Sbeith & Corfas, 2002). 

Após esta primeira fase independente de atividade elétrica, 

surgem mecanismos relacionados à atividade entre as células 

ganglionares da retina. Sabe-se que essa atividade independe da 
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estimulação elétrica, visto que ainda não ocorreu o desenvolvimento dos 

fotorreceptores. Cada célula tem sua atividade sincronicamente 

correlacionada com a atividade de seu vizinho mais próximo. Esta 

correlação é necessária para ativar e estabilizar sinapses entre as 

projeções retinianas e seus neurônios-alvo pós-sinápticos. Outros 

aferentes que, durante intensa competição, não forem capazes de ativar 

a célula alvo com tanta eficiência serão eliminados (Wong et al., 1993).  

 

1.2.1 Desenvolvimento do Sistema Retinotectal 

 

No sistema visual dos roedores, as células ganglionares da retina 

são geradas entre os dias embrionários 14 e 22 (E14 – E22), com um 

máximo entre os dias embrionários 16 e 17 (E16 – E17) (Reese 

&nCollelo, 1992). Em E16, os axônios provenientes da retina chegam ao 

colículo superior e por volta de E17 ocorrem as primeiras sinapses (Lund 

& Lunt, 1976).   

O desenvolvimento das camadas superficiais do colículo superior 

inicia-se em E14, prolongando-se até o final do período de gestação  por 

volta do vigésimo primeiro dia embrionário. Essa neurogênese tem seu 

pico entre E15- E16, juntamente quando emergem os primeiros 

aferentes retinianos (Altman & Bayer, 1981).  
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As projeções retinotectais apresentam, durante fases iniciais do 

desenvolvimento, um padrão no qual os axônios retinianos inervam de 

maneira pouco organizada e difusa as camadas superficiais do colículo 

superior. Ao atingir o colículo superior, os axônios ipsolaterais 

provenientes da retina temporal crescem e se arborizam, ocupando de 

forma difusa quase toda a extensão do stratum griseum superficiale. 

Inicialmente estas projeções apresentam um padrão topográfico 

desorganizado (Land & Lund, 1979; Serfaty & Linden, 1994) (Fig. 4 A, B 

e E). Por volta da segunda semana pós-natal, esses axônios sofrem um 

processo de reorganização que resulta em uma restrição topográfica 

onde assumem um grau de desenvolvimento similar ao do animal 

adulto. Estes aferentes formam pequenos aglomerados de marcação no 

limite ventral do Stratum Griseum Superficiale (SGS) e limite dorsal do 

Stratum Opticum (SO), no terço anterior do colículo superior. Esse 

processo é essencial para possibilitar a correta representação do campo 

visual nos núcleos visuais (Lund et al., 1980; Hofbauer & Drager, 1985; 

Serfaty & Linden, 1994) (Fig. 4 C, D e F). 
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FIGURA 4. Fotomicrografia de campo escuro mostrando a progressiva restrição 
tópográfica das projeções retinotectais ipsolaterais no terço anterior do colículo 
superior. Os ratos receberam injeção intraocular de peroxidase no dia pós-natal 0 
(DPN0) (A-plano coronal, E-plano parassagital), DPN3 (B-plano coronal), DPN5 (C-
plano coronal, F-plano parassagital), e DPN10 (D-plano coronal). Notar que as 
projeções transitórias entre DPN0–3 (A, B e E), se restringem entre DPN5-10 (C, D e 
F) a aglomerados de marcação terminal em regiões profundas do SGS. (Serfaty & 
Linden, 1994) 
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1.3 ATIVIDADE ELÉTRICA E A PLASTICIDADE USO-DEPENDENTE 

DO SNC 

 

A especificação dos circuitos neurais ocorre no período pós-natal e 

depende, em grande parte, da experiência sensorial. Este processo 

determina a maneira como os neurônios se conectam a fim de dar 

funcionalidade aos processos fisiológicos da percepção sensorial, do 

desenvolvimento psico-motor e cognitivo, conferindo ao indivíduo a 

capacidade adaptativa necessária à sobrevivência (Singer, 1990). A 

atividade neural é requerida para a formação da sintonia fina do mapa 

retino-tectal no colículo superior e para a segregação olho-específico no 

NGL e córtex visual. O bloqueio da atividade elétrica previne o 

refinamento destas características, como mostraram os trabalhos 

utilizando TTX, uma toxina que se liga irreversivelmente aos canais de 

sódio voltagem-dependente bloqueando a atividade elétrica em peixes, 

anfíbios e mamíferos. (Meyer, 1982; Schmidt & Edwards, 1983; Schmidt 

& Tieman, 1985).  

Em roedores pode ser observada a atividade elétrica espontânea 

entre as células ganglionares da retina em E18 (Gallé & Maffei, 1988), 

no entanto, somente entre o dia pós-natal (DPN) 12-13 é que são 

detectadas respostas evocadas no colículo superior, justamente no 

período em que o animal está prestes a abrir os olhos (o que ocorre em 
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DPN 14) (Molotchonikoff & Itaya, 1993). Recentemente foi demonstrado 

que esta atividade espontânea interfere de forma decisiva na formação 

de campos receptivos e, portanto, no processamento visual do colículo 

superior (Mrsic-Flogel et al., 2005). A experiência visual, que ocorre a 

partir do DPN 13-14 com a abertura dos olhos, influencia 

determinantemente o desenvolvimento topográfico e a plasticidade dos 

aferentes visuais. 

A atividade elétrica sincronizada entre células ganglionares 

vizinhas gera a somação de potenciais pós-sinápticos excitatórios nas 

células-alvo. Essa soma de potenciais determina a estabilização dessas 

sinapses, sendo este um dos mecanismos responsáveis pelo refinamento 

e pelo ordenamento topográficos de padrões iniciais de inervação 

(Fawcet & O`Leary, 1985; Debski & Cline, 2002). Desta forma a 

atividade sincronizada entre células ganglionares vizinhas, seja por 

atividade elétrica espontânea ou evocada, proporciona uma maior 

eficácia na ativação de células-alvo, importante no refinamento 

topográfico. 

As projeções retinianas que alcançam o colículo superior são 

eminentemente glutamatérgicas.  Os receptores pós-sinápticos para 

glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) estão intimamente 

relacionados a esse processo de indução de refinamento. Sua ativação 

só ocorre quando a membrana pós sináptica é despolarizada por 
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estímulos excitatórios concomitantes mediados principalmente por 

receptores AMPA/Kainato (Debsk e Cline, 2002). O influxo de cálcio a 

partir da ativação do receptor NMDA fortalece as conexões sinápticas. 

A plasticidade neural pode ser definida por mudanças adaptativas 

na estrutura e função do sistema nervoso como resposta às 

modificações do ambiente interno e externo.  Consiste no rearranjo de 

conexões sinápticas que, durante o desenvolvimento e em menor 

intensidade na vida adulta, é essencial para a formação adequada dos 

circuitos neurais. Isto se dá de forma uso-dependente e envolve extensa 

reorganização dos circuitos imaturos. Esse rearranjo é determinado pela 

capacidade de formação e estabilização de sinapses.  

Os processos de refinamento das projeções retinotectais são 

mediados principalmente por mecanismos celulares de potenciação e 

depressão sináptica de longa duração (LTP e LTD), resultando na 

formação de conexões precisas no adulto (Mu & Poo, 2006). A evidência 

de que a LTP e a LTD participam do refinamento é mais recente. 

Enquanto a LTP, no desenvolvimento cerebral, leva a um fortalecimento 

e estabilização das sinapses pela potenciação da transmissão sináptica 

(Crair & Malenka, 1995), a LTD leva a um enfraquecimento e eventual 

eliminação das sinapses em decorrência de sua depressão. Portanto a 

LTD, estaria envolvida na eliminação de sinapses assincrônicas 
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contribuindo para a sintonia fina dos mapas sensoriais (Mize & Lo, 

2000).  

 

1.4 PERÍODO CRÍTICO 

 

A fase do desenvolvimento durante a qual o SNC amadurece para 

se adaptar da forma ativa ao meio é conhecida como período crítico. 

Durante este período, os processos de desenvolvimento do SNC ocorrem 

de forma dinâmica e envolvem alterações anatômicas, fisiológicas e 

neuroquímicas, sensíveis a estímulos oriundos do meio-ambiente. Esta 

janela temporal é relevante para diversos níveis de aquisição de 

habilidades, tais como o desenvolvimento da acuidade sensorial, 

desenvolvimento motor e aquisição da linguagem (Berardi et al., 2000).  

Ao nível celular, o período crítico corresponde à etapa do 

desenvolvimento onde os processos neuroquímicos determinam a forma 

final dos circuitos neurais - a especificação sináptica.  

O período crítico foi extensamente estudado em modelos 

experimentais que utilizaram o sistema visual de mamíferos (roedores, 

felinos e primatas). As conexões do sistema nervoso, em particular, as 

conexões visuais desenvolvem-se, em períodos embrionários e 

neonatais, a partir de projeções axonais difusas e desorganizadas, 

características de estágios precoces do desenvolvimento. Na camada IV 
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do córtex visual primário maduro, por exemplo, os axônios que carreiam 

informação originária dos dois olhos se distribuem de forma intercalada 

formando as colunas de dominância ocular (Hubel & Wiesel, 1962). Esta 

organização colunar se estabelece gradativamente durante o 

desenvolvimento pós-natal a partir de uma sobreposição inicial dos 

axônios visuais.  Portanto, para que os circuitos que compõem o sistema 

nervoso funcionem de forma adequada, é necessário um “ajuste” 

sináptico através do qual diversas populações de neurônios formem 

contatos apropriados. Este período representa, portanto, uma fase do 

desenvolvimento na qual os axônios visuais apresentam uma grande 

capacidade de reorganização em resposta à lesões, modificações no 

padrão de estimulação ambiental ou alterações farmacológicas sobre os 

sistemas de neurotransmissores (Constantine-Paton et al. 1990). Como 

resultado o sistema nervoso desenvolve uma extraordinária capacidade 

de se adaptar às variadas condições do meio ambiente. 

Estes períodos são típicos de cada espécie (tabela 1), sendo que 

na espécie humana não existem dados claros na literatura que 

delimitem com segurança os períodos críticos para maturação dos 

sistemas sensoriais, motores e cognitivos. Estima-se que grande parte 

destes processos se estenda até os 5-12 primeiros anos de vida (Berardi 

et al., 2000). Em roedores, o período crítico de desenvolvimento do 
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sistema visual estende-se até a segunda/terceira semana de vida pós-

natal (Land & Lund, 1979).  

 

TABELA I Períodos Críticos de Desenvolvimento do Sistema Visual 

 

ESPÉCIE PERÍODO 
CRÍTICO 

REFERÊNCIA 

Roedores 2-3 semanas após o 
nascimento 

(Land& Lund, 1979) 
(Serfaty, 1994) 

Felinos 3ª à 9ª semana após 
o nascimento 

(Cynader et al. 1990) 

Primatas 12 semanas pós-
natal 

(Hubel & Wiesel, 
1962) 

Humanos 5-12 anos após o 
nascimento 

(Berardi et al, 2000) 

 
 

1.5 O SISTEMA SEROTONINÉRGICO. 

 

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) tem sido descrito como 

um neurotransmissor modulatório amplamente distribuído no sistema 

nervoso central. Os neurônios serotoninérgicos estão localizados nos 

núcleos da rafe e consistem em numerosos e distintos grupos de 

neurônios do tronco cerebral que estão organizados ao longo da linha 

média originando projeções ascendentes e descendentes.  (Zigmond et 

al, 1999).  

Dahlstrom e Fuxe em 1964, utilizando marcadores fluorescentes, 

descreveram nove grupos de núcleos serotoninérgicos aos quais 
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designaram B1 (palidus), B2 (obscuro), B3 (paragigantus celularis), B4 

(magnus), B5 (pontis), B6 e B7 (dorsais), B8 (centrais superior), B9 

(tegmental reticular da ponte). Neuroanatomicamente, os núcleos da 

rafe são divididos em grupos rostrais (B7, B8 e B9) os quais 

correspondem aos núcleos dorsalis (NRD), medianus (NRM) e centralis 

superior, respectivamente e o grupamento caudal (B1 a B6). (Fig. 5) 

Estes núcleos recebem aferentes de várias regiões do SNC incluindo o 

córtex, hipotálamo, núcleo reticular, tronco cerebral, medula espinhal e 

habênula (Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1997; Adell et al, 2002).  Além 

da serotonina foram também identificados nos núcleos da rafe terminais 

contendo outros neurotransmissores incluindo norepinefrina, dopamina, 

acetilcolina, ácido gama-amino-butirico (GABA) e substância P e 

neurotensina. Os neurônios da rafe por sua vez, inervam praticamente 

todas as regiões do encéfalo, enviando axônios colaterais a áreas do 

cérebro com funções relacionadas (Azmitia, 1999). O núcleo B7 que 

compõe o NRD projeta seus aferentes para o colículo superior, inferior e 

parte do tálamo. O sistema serotoninérgico é um dos primeiros a surgir 

no sistema nervoso podendo atuar como fator trófico em fases iniciais 

do desenvolvimento. Em ratos, os níveis de serotonina são altos no 

cérebro imaturo assim como a expressão de receptores de alta afinidade 

no período perinatal (Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1997). Foi descrito 

que estes neurônios emergem dos núcleos da rafe entre E11 e E12 e 
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sua maturação só é considerada completa em um período que se 

estende de E19 até o final do período crítico em DPN 21 (Lautenschlager 

et al., 2000). O surgimento precoce deste neurotransmissor no sistema 

nervoso, antes das outras monoaminas, indica que a serotonina pode 

ser requerida para guiar o desenvolvimento dos outros sistemas de 

neurotransmissores. (Benes et al., 2000; Azmitia , 1999). No colículo 

superior as fibras serotoninérgicas oriundas deste núcleo estão 

presentes desde a chegada dos primeiros aferentes da retina (Beitz et 

al., 1986; Rhoades et al., 1990).  

 

FIGURA 5. Esquema mostrando os núcleos da rafe e as suas projeções. O núcleo B7 
emite projeções para o colículo superior (Siegel et al., 1999) 
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1.5.1 Síntese e liberação da serotonina 

 

O neurotransmissor serotonina é sintetizado a partir do 

aminoácido triptofano nos neurônios do núcleo da rafe mediana 

mesencefálica. Por suas características hidrofílicas a serotonina não é 

capaz de atravessar a barreira hematoencefálica (BHE), e é sintetizada 

no SNC. Sua síntese ocorre através da captação ativa do triptofano 

plasmático por carreadores de aminoácidos neutros na BHE, por esta 

razão a variação do triptofano plasmático influencia profundamente a 

produção de serotonina nos núcleos da rafe (Blundell, 1992). A enzima 

triptofano hidroxilase, presente nos neurônios serotoninérgicos dos 

núcleos da rafe, converte o aminoácido triptofano em 5-hidroxitriptofano 

(5-HTP) a partir de uma hidroxilação na posição cinco do anel aromático 

do aminoácido.  A seguir, o 5-HTP é descarboxilado pela enzima acido-

amino-aromático decarboxilase (AADC), formando então a 5-

hidroxitriptamina ou serotonina (Eaton et al., 1993; Azimitia, 1999). O 

AADC também é encontrado em neurônios catecolaminérgicos onde é 

responsável pela conversão da 3,4-dihidroxifenilalamina (DOPA) em 

dopamina (Siegel, 1999) (Fig. 6). 
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FIGURA 6. Esquema mostrando as vias de síntese e degradação da serotonina (Siegel 
et al., 1999) 
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A hidroxilação inicial do triptofano em 5-HTP pela enzima 

triptofano hidroxilase é alvo de estratégias para bloquear a síntese de 

serotonina. O inibidor enzimático mais utilizado em trabalhos 

experimentais é o paraclorofenilalanina (PCPA). In vivo, o PCPA inibe 

irreversivelmente a enzima triptofano hidroxilase, incorporando-se à 

enzima para produzir uma proteína inativa. Esta inativação produz 

marcante depleção de estoques de serotonina no cérebro, tecidos 

periféricos e sangue de ratos e cães (Koe & Weissman, 1966).  Seu pico 

de ação é alcançado rapidamente, 2-3 dias após a administração, 

podendo diminuir até 90% os níveis de serotonina. Ao contrario das 

outras drogas utilizadas para depletar a serotonina, como anfetaminas, 

diidroxitriptamina que são neurotoxinas, o PCPA não produz dano á 

inervação serotoninérgica. Mesmo com a acentuada diminuição dos 

níveis de serotonina, os níveis de outras catecolaminas sofrem pouca 

ação desta droga, deixando evidente a especificidade do PCPA (Koe, 

1971).  

Após a síntese, a serotonina é armazenada em vesículas através 

de um mecanismo mediado por bomba de prótons. A despolarização do 

neurônio serotoninérgico induz a liberação vesicular deste 

neurotransmissor na fenda sináptica, através de um processo 

dependente de Ca++. Esta liberação é controlada por auto-receptores 

pré-sinápticos.  
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Uma vez liberada na fenda sináptica, a serotonina tem sua ação 

encerrada pelo transportador SERT, localizado nos neurônios 

serotoninérgicos. Trata-se de uma proteína transmembrana pertencente 

à família de transportadores de neurotransmissores dependentes de 

Na+/Cl-, que capta a serotonina, regulando seus níveis na sinapse 

(Biakely et al., 1994; Borowsky et al., 1995). Drogas psicoativas, como 

a fluoxetina, a paroxetina, a fluvoxamina, o citalopram, utilizadas no 

tratamento da depressão, transtornos de ansiedade e outras desordens 

psiquiátricas, se ligam seletivamente à SERT inibindo a recaptação de 

serotonina (Lesch, 2005). 

Um outro processo para terminar a ação da serotonina é a 

degradação enzimática pela enzima monoamina oxidase (MAO) 

localizada no terminal pré-sináptico e na membrana mitocondrial. A 

MAO tipo A ou tipo B converte a serotonina em 5-hidroxiindolacetaldeido 

(5-HIAA) e este produto é oxidado por um NAD+-desidrogenase 

aldeído-dependente, formando ácido 5-hidroxi indoacético. O 5-

hidroxiindolacetaldeido também pode sofrer ação de uma NADH-aldeído 

para formar o álcool 5-hidroxitriptofol. O produto final da serotonina na 

via de degradação irá depender da razão NAD+/NADH no tecido 

(Zigmond et al., 1999). 
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1.5.2 RECEPTORES SEROTONINÉRGICOS 

 

A serotonina possui diversos receptores amplamente distribuídos 

no organismo. Esses receptores foram divididos em 7 famílias, entre 

eles: 5-HT1; 5-HT2; 5-HT3; 5-HT4; 5-HT5; 5-HT6; 5-HT7. Com exceção 

do receptor 5-HT3, pertencente à família de receptores acoplados a 

canais iônicos seletivamente permeáveis a sódio (Na+), potássio (K+) e 

cálcio (Ca+), os demais receptores estão incluídos na superfamília de 

receptores acoplados a proteína G (metabotrópicos). Sua estimulação 

afeta várias enzimas efetoras incluindo adenilil ciclase, fosfolipase A e C 

e canais de cátions, especialmente canais de K+ e Ca++, através da 

ativação de proteínas G específicas.  Existem no mínimo 14 subtipos 

diferentes de receptores serotoninérgicos que foram clonados de tecidos 

de mamíferos (Barnes & Sharp, 1999; Raymond et al., 2001). 

A família 5-HT1 contém receptores que são acoplados 

negativamente a adenilil ciclase e inclui os receptores 5-HT 1A, 1B, 1D, 

1E e 1F. O receptor 5-HT1A foi o primeiro a ser clonado e além de inibir 

a síntese de AMPc também leva a hiperpolarização da célula através da 

ativação de canais de potássio. Agonistas 5-HT1A induzem inibição da 

PKA e da fosforilação do fator de transcrição CREB (P-CREB), em 

culturas de neurônios hipocampais. Este receptor, nos núcleos da rafe 

localiza-se em terminais pré-sinápticos e atua como auto-receptor 
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somato-dendrítico enquanto nas áreas alvo dos neurônios 

serotoninérgicos, como o hipocampo, ele corresponde a hete-

roreceptores localizados em terminais pós-sinápticos (Lanfumey, 2000). 

O receptor 5-HT1B é expresso tanto em neurônios serotoninérgicos 

como não-serotoninérgicos, atuando como auto- e hetero-receptores, 

respectivamente. Este receptor está distribuído em diferentes regiões do 

SNC e encontra-se predominantemente ao nível pré-sináptico (Sari, 

2004). Em diversos tipos celulares este receptor também está associado 

à via das ERKs (Raymond et al., 2001). Tanto os receptores 5-HT1A 

quanto 5-HT1B são amplamente distribuídos nas camadas visuais do 

colículo superior (Mooney et al., 1996; Sari, 2004). O receptor 5-HT1D é 

conhecido por suas funções inibitórias atuando como autoreceptor nos 

terminais serotoninérgicos (Barnes et al., 1999; Del Angel-Meza et al., 

2002) inibindo a liberação de serotonina na rafe mesencefálica, 

hipocampo e córtex frontal (Raymond et al., 2001). A família 5-HT2 

possui três subtipos de receptores sendo eles classificados como 5-

HT2A, 5-HT2B e 5-HT2C. Eles atuam ativando a fosfolipase C 

aumentando os níveis de Ca++ intracelular (Barnes, 1999). O receptor 5-

HT3, como mencionado anteriormente, é um canal iônico seletivamente 

permeável a íons Na+, K+ e Ca++, sendo distribuído tanto centralmente 

como perifericamente nos tecidos (Siegel et al., 1999; Barnes et al., 

1999). Os receptores 5-HT4, 5-HT6 e 5-HT7 estão acoplados a proteína 
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Gs a qual ativa a adenilil ciclase. A família do receptor 5-HT5 contém 

dois subtipos 5-HT5A e 5-HT5B. Acredita-se que o tipo 5-HT5A esteja 

acoplado negativamente a adenilil ciclase enquanto que o 5-HT5B esta 

ligado a outro sistema efetor ainda não muito bem caracterizado 

(Barnes, 1999).   

 

1.5.3 FUNÇÕES BIOLÓGICAS DA SEROTONINA 

 

A serotonina tem sido implicada na regulação de atividades que 

regem o comportamento (Jacobs & Fornal, 1999) incluindo apetite, 

ritmo circadiano (Morin, 1999; Jiang et al., 2000), sono/vigília (Leonard, 

1996; Thase, 2000) e fenômenos cognitivos como aprendizado e 

memória e processos autonômicos (McNamara & Skelton, 1993).  

A serotonina é um dos muitos neurotransmissores que participam 

do controle hipotalâmico sobre a secreção da hipófise, participando da 

regulação da secreção de hormônio adrenocorticotrófico (ACTH), 

prolactina e hormônio de crescimento (GH) (Siegel, 1999) No 

hipocampo, a 5-HT aumenta os receptores para hormônios 

glicocorticóides os quais diminuem a síntese de hormônio liberador de 

corticotrofina (CRH) no hipotálamo inibindo então o estímulo do 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) da hipófise anterior sobre as 



 28

glândulas adrenais. Ao reduzir os níveis de corticoesteróides a resposta 

imune é facilitada. (Mossner & Lesch, 1998). 

A serotonina também está envolvida na regulação do ritmo 

circadiano. Essa hipótese tem sido postulada devido à densa inervação 

de fibras serotoninérgicas provenientes da rafe mesencefálica no núcleo 

supraquiasmático.  

Inúmeros trabalhos vêm estudando o possível envolvimento da 

serotonina no comportamento alimentar. Estudos farmacológicos têm 

contribuído para a idéia de que a serotonina possui um efeito inibitório 

sobre o apetite. Manipulações experimentais dos níveis serotoninérgicos 

causam alterações na freqüência alimentar (Blundell, 1992; Stubbs, 

1999) ao modular negativamente no hipotálamo a ação de mensageiros 

reguladores do apetite como as leptinas e neuropeptídio Y (Meguid et 

al., 2000).  

A serotonina também está associada à etiologia de diversas 

doenças mentais, incluindo depressão, ansiedade, esquizofrenia, 

distúrbios alimentares, transtorno obsessivo compulsivo e síndrome do 

pânico.  
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1.5.4 Serotonina e o Desenvolvimento do Sistema Nervoso 

Central 

 

Atualmente fortes evidências têm mostrado que a síntese de 

serotonina é crucial durante os primeiros estágios do desenvolvimento 

de mamíferos. Walther e Bader em 1999 observaram que a expressão 

de RNA mensageiro para a enzima triptofano hidroxilase é induzida 

imediatamente após a fertilização, ainda em estágios zigóticos (Walther 

& Bader, 1999). Outros trabalhos, utilizando PCPA durante a gestação 

em camundongos, mostraram que a administração desta substância 

inibidora da síntese de 5-HT causa ausência de citocinese no zigoto e 

interrompe a divisão de embriões pré-implantados (Walther & Bader, 

1999).  

O sistema serotoninérgico regula sua própria diferenciação através 

da ativação de auto-receptores. O desenvolvimento de terminais 

serotoninérgicos parece ser dependente de um balanço entre forças 

positivas e negativas. O crescimento positivo é mediado em grande 

parte pelo S-100β liberado por astrócitos após ativação do receptor 5-

HT1A.  A inibição do crescimento ocorre através da ativação do auto-

receptore 5-HT1B (Whitaker_Azimitia, 2001). 

A serotonina altera o citoesqueleto regulando a proliferação, 

diferenciação, migração e maturação de vários tipos celulares incluindo 
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neurônios e astrócitos. Este neurotransmissor também possui 

importante função no refinamento dendrítico e remodelagem sináptica. 

Sua ação no desenvolvimento do sistema nervoso central é mediada 

principalmente pelos receptores 5-HT1A e 5-HT2A. O receptor 5-HT1A 

desenvolve-se precocemente no sistema nervoso central e através da 

secreção de S-100β por astrócitos e atua sobre o crescimento neurítico 

e plasticidade do sistema nervoso central através da estabilização de 

proteínas associadas aos microtúbulos (MAPs). Estas ações promovem 

estabilização intracelular de citoesqueleto e resultam na proliferação e 

diferenciação celular, promovendo o desenvolvimento neuronal. O 5-

HT2A está associado com glicogenólise em astrócitos e aumento da 

disponibilidade de Ca++ em neurônios, culminando em proliferação 

celular, sinaptogênese e apoptose (Azmitia, 2001, para revisão). 

A serotonina também regula a síntese de BDNF no sistema 

nervoso central. A ativação de seus receptores pode levar a produção de 

AMPc e ativação de CREB induzindo a transcrição do gene BDNF. O 

BDNF é uma proteína solúvel pertencente à família das neurotrofinas, 

sendo conhecida como fator neurotrófico derivado do cérebro. Ela atua 

no sistema nervoso promovendo neurogênese, sobrevida de células e 

plasticidade sináptica e sua ação é mediada pela ativação de seus 

receptores de alta afinidade TrKB. Durante o desenvolvimento do córtex 

cerebral e hipocampo, o BDNF induz a diferenciação de células tronco 
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em neurônios e promove a sobrevida dos mesmos. Na plasticidade 

sináptica, ela atua aumentando a potenciação de longa duração (LTP). 

Inversamente, o BDNF pode estimular o crescimento e sobrevida de 

neurônios serotoninérgicos (Mark et al., 2004). Djalali e colaboradores, 

ao tratarem culturas de neurônios derivados da região da rafe de 

camundongos com BDNF, observaram um aumento no número de 

neurônios serotoninérgicos e de seus neuritos após 5 horas . Estes 

efeitos foram inibidos pela utilização de anticorpos contra BDNF ou por 

bloqueadores do receptor TrKB (Djalali et al., 2005). 

No sistema retinotectal, a serotonina atua inibindo a estabilização 

dos aferentes retinianos tanto em fases precoces do desenvolvimento 

como em animais adultos (Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1997). O 

desenvolvimento das fibras serotoninérgicas no colículo superior ocorre 

paralelamente à maturação das conexões retinotectais (Rhoades et al., 

1993; Brusco et al., 1995) e sua densidade é progressivamente 

reduzida. A diminuição progressiva dos aferentes serotoninérgicos no 

colículo superior, que ocorre no final da terceira semana pós-natal, é 

mais um indicativo de que estas sinapses podem estar relacionadas com 

o desenvolvimento dos axônios visuais retinotectais (Dori et al., 1998). 

Esta redução foi comprovada por Rind e colaboradores em 2000 ao 

observarem a atividade da enzima triptofano hidroxilase no núcleo da 

rafe dorsal entre E18 e DPN8, e sua progressiva redução entre DPN9 e 
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DPN22. Estas evidências mostram que os níveis de serotonina no SNC 

são maiores em animais em desenvolvimento se comparados aos 

animais na fase adulta. Sendo assim, torna-se claro a importância deste 

neurotransmissor durante a formação de circuitos neurais e na 

plasticidade sináptica (Rind et al., 2000).    

 

1.5.5 Serotonina e Plasticidade 

 

A serotonina está envolvida nos processos de desenvolvimento 

neural uso-dependente. Este neurotransmissor é capaz de influenciar a 

excitabilidade celular e sistemas de segundos mensageiros 

intracelulares, o que aumenta a despolarização pós-sináptica e facilita a 

ativação de receptores NMDA. Dependendo do subtipo do receptor 

envolvido, a serotonina pode exercer funções excitatórias ou inibitórias 

durante os processos de desenvolvimento neural uso-dependente 

(Debski et al.,2002). Gu e Singer demonstraram o papel permissivo da 

serotonina na formação da organização do córtex visual de gatos (Gu e 

Singer, 1995). Estes pesquisadores utilizaram bloqueadores 

farmacológicos para receptores serotoninérgicos, do tipo 5-HT1 e 5-HT2, 

demonstrando uma grande redução na re-distribuição uso-dependente 

dos circuitos corticais.  Outros estudos, demonstram uma relação entre 

a quantidade de axônios serotoninérgicos e receptores para serotonina, 
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em núcleos visuais mesencefálicos e corticais em fases precoces do 

desenvolvimento, com a maturação sináptica do sistema visual, 

sugerindo que a serotonina tenha um efeito facilitador sobre a 

organização uso-dependente dos circuitos neuronais (Rhoades et al., 

1990; Cynader, 1990).  

A serotonina atua no processo de aprendizado e memória ao 

facilitar a geração da Potenciação de Longa Duração (LTP) entre 

sinapses no hipocampo (Bliss et al., 1983) e em contrapartida inibe a 

indução de LTP no córtex visual primário de rato (Edagawa et al., 1999). 

O receptor para glutamato NMDA está intimamente envolvido no 

processo de geração de LTP . Este receptor é encontrado nos neurônios 

pós-sinápticos do hipocampo e sua ativação depende tanto da ligação do 

glutamato quanto da despolarização prévia da membrana. Esta última 

desloca o íon Mg+ que obstrui seu canal. O receptor NMDA é permeável 

ao Ca++ e o aumento da concentração intracelular deste íon desencadeia 

mecanismos bioquímicos que aumentam a eficiência da sinapse, 

induzindo LTP. Estudos mostraram que a LTP no córtex visual primário 

mediada pelo receptor NMDA é inibido por agonistas 5-HT1A e 5-HT2 

(Kim et al., 2006). 

Os receptores serotoninérgicos presentes no hipocampo são 

responsáveis por cascatas que levam a ativação de enzimas e segundos 

mensageiros, como Ca++ e o AMPc, responsáveis pelo fortalecimento das 
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conexões. Níveis elevados de AMPc são responsáveis pela ativação de 

CREB, uma proteína extremamente importante para a manutenção da 

LTP. Ela se liga a segmentos de DNA regulando assim a síntese de 

proteínas necessárias a consolidação da memória. O Ca++, por sua vez, 

leva a ativação de uma proteína chamada CAMkinase II. Após sua 

ativação pelo complexo Ca++/calmudolina, ela se autofosforila, isto é, 

ativa-se sozinha. A atividade persistente da CAMK II também pode 

contribuir para manter a potenciação sináptica. (Beahr & Wizenmann, 

1996). 

 Foi demonstrado que a ativação de receptores 5-HT1B localizados 

em terminais pré-sinápticos no sistema retinotectal de hamsters 

adultos, tem efeitos inibitórios sobre a transmissão retinotectal. Como 

resultado, estas mesmas projeções oriundas da retina podem ser 

expandidas se houver um aumento da inervação serotoninérgica no 

colículo superior (Rhoades et al., 1993). Estudos do nosso laboratório 

utilizando a fluoxetina, um inibidor da recaptação de serotonina, 

mostraram que este tratamento induziu uma perda da topografia com 

subseqüente reorganização de aferentes retinianos no colículo superior, 

assim como uma amplificação das respostas plásticas observadas após 

lesões no sistema visual (Bastos et al., 1999). 
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1.6 PROJEÇÕES RETINOTECTAIS DE ROEDORES COMO MODELO 

DE PLASTICIDADE NO SNC. 

 

A via retinotectal de vertebrados mamíferos e não-mamíferos tem 

sido extensamente utilizada como modelo biológico para o estudo da 

formação de especificidade das conexões neuronais e no estudo de 

neuroplasticidade durante o desenvolvimento e após lesões do sistema 

nervoso central (Constantine-Paton, 1990; Lund et al., 1980; Debkski & 

Cline, 2002; Campello-Costa et al., 2000; 2006; Serfaty et al., 2005).  

Em roedores as projeções da retina sofrem um progressivo 

refinamento entre a primeira e a segunda semana pós-natal (Land & 

Lund, 1979, Serfaty e Linden, 1994) de forma que  por volta da segunda 

semana pós-natal os axônios retinianos sofreram um processo de 

eliminação seletiva e apresentam um padrão morfológico semelhante ao 

de animais adultos.  Axônios do olho ipsolateral arborizam em pequenos 

aglomerados de terminais localizados em uma região profunda das 

camadas visuais do colículo superior, mais precisamente, na borda entre 

o SGS e o SO. (Lund et al., 1980, Serfaty e Linden, 1994). 

Estudos utilizando modelos de lesão no SNC são bastante 

numerosos uma vez que neste tipo de abordagem é possível averiguar a 

viabilidade ou não de se restabelecer conexões neuronais viáveis e de se 

identificar elementos envolvidos nesse processo. Vários estudos em 
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nosso laboratório têm demonstrado plasticidade induzida por lesão na 

laminação das conexões retinotectais em ratos pigmentados jovens e 

adultos. Este modelo experimental resulta em modificações na 

distribuição laminar da projeção retinotectal ipsolateral (Serfaty & 

Linden, 1994; Serfaty & Linden, 1991; Serfaty et al., 2005). Após lesões 

unilaterais do trato óptico em ratos neonatos, uma projeção ipsolateral 

estende-se com grande densidade à superfície do colículo superior onde 

desloca a projeção do olho contralateral, induzindo segregação binocular 

(Serfaty & Linden, 1991). Alterações semelhantes na laminação da 

projeção ipsolateral foram observadas após lesões em porções 

localizadas da retina temporal em animais jovens e adultos (Fig. 7). 

Estas lesões induzem a denervação localizada de um setor 

correspondente no colículo superior contralateral (Frost & Schneider, 

1979; Lund & Lund, 1976). Nestas condições, as projeções ipsolaterais 

do olho intacto, originárias de um número normal de células 

ganglionares de axônio ipsolateral, apresentam respostas plásticas 

caracterizadas por uma inervação anômala da superfície do colículo 

superior (Serfaty et al., 1990).  
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FIGURA 7 – Efeito da lesão de retina temporal no CS. A, fotomicrografia de  corte 
coronal do CS de um animal que recebeu lesão de retina em DPN 10 e injeção de HRP 
no olho intacto 48 hrs depois. Notar a reorganização das projeções ipsolaterais 
orientada para a superfície (seta) e caracterizada por um padrão bilaminar de 
marcação. B, mapeamento da área lesionada no CS através da injeção de traçador no 
olho submetido à lesão. C, esquema da reorganização dos terminais retinianos a partir 
do estímulo lesivo no olho contralateral (Serfaty et al., 2005). 
 

 

Nestas lesões as projeções ipsolaterais apresentam uma tendência 

a se reorganizar de forma orientada no sentido dorsal. É possível 

observar que a marcação anterógrada dos axônios ipsolaterais muitas 

vezes apresenta um padrão bilaminar: uma camada superficial e uma 

camada mais ventral que exibem intensa marcação, separadas por uma 

camada intermediária que apresenta pouca ou menor densidade de 

marcação (Serfaty et al., 2005).  
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A reorganização induzida pela lesão de retina é especialmente 

intensa em idades mais precoces, gerando respostas plásticas mais 

rápidas e robustas do que em fases tardias.  Tal efeito parece ser 

apenas retardado em animais com idades mais avançadas (Serfaty et 

al., 2005). Classicamente, o fim período crítico de desenvolvimento das 

projeções retinotectais em ratos está relacionado a uma janela temporal 

situada entre a segunda e a terceira semana de desenvolvimento. 

Entretanto, estes dados de lesão de retina demonstram que 

modificações plásticas ainda podem ser observadas em idades mais 

avançadas (Serfaty et al., 2005). 

Recentemente novos estudos têm demonstrado um importante 

papel modulatório da serotonina no desenvolvimento e plasticidade 

induzida do sistema visual. Uma das abordagens utilizadas foi o 

tratamento farmacológico com um bloqueador de recaptação de 

serotonina (fluoxetina), cujo efeito fisiológico no colículo superior se dá 

através da ativação de receptores inibitórios pré- e pós-sinápticos 5HT-

1B e 5HT-1A pelo acúmulo de serotonina endógena resultante (Mooney 

et al., 1998). Dados do nosso grupo mostram que a fluoxetina induz 

desorganização topográfica tanto na fase de maturação dos axônios 

retinotectais (entre DPN 0 e DPN 10) quanto em animais juvenis (DPN 

28) que apresentam um padrão maduro de conexão. Em animais 

neonatos, a fluoxetina interfere no desenvolvimento normal da 
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topografia retinotectal, mantendo axônios espalhados no sentido rostro-

caudal e, na maioria dos casos, com ausência de aglomerados de 

marcação na borda ventral do SGS. Este efeito é parcialmente reversível 

pela interrupção do tratamento. Em animais juvenis, a fluoxetina foi 

capaz de induzir uma reorganização das projeções retinotectais 

reduzindo a densidade de marcação dos clusters na borda ventral do 

SGS e, ao mesmo tempo, promover um espalhamento das fibras no 

sentido caudal. Adicionalmente foi mostrado que o tratamento crônico 

com fluoxetina amplifica as respostas plásticas de axônios intactos após 

lesão de retina, mesmo ao final do período crítico do desenvolvimento, 

quando este tipo de reorganização axonal é limitada. (Bastos et al., 

1999) (Fig. 8).  
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FIGURA 8. Fotomicrografia em campo escuro ilustrando as projeções retinotectais 
ipsolaterais no colículo superior. Coluna à esqueda mostra animais tratados com salina 
e à direita com fluoxetina. A-E) Cortes parassagitais em DPN 10. Setas mostram 
aglomerados de marcação terminal. C e F) Cortes coronais em DPN 28. Cabeças de 
seta: reorganização das projeções ipsolaterais após lesão de retinaem DPN 21. Setas: 
aglomerados de marcação em camadas profundas do colículo. Escala 500 um (Bastos 
et al., 1999). 
 
 
 

Por outro lado, a tese de mestrado de Ericka M.C. González 

(González et al., 2003, artigo em preparação) mostrou que a redução da 

serotonina endógena obtida através da restrição dietética de triptofano 

alterou o padrão de desenvolvimento topográfico das projeções 

retinotectais de animais em DPN 10 e DPN 21 no grupo com restrição de 

triptofano (RT). Em DPN 10 foi possível a visualização de várias fibras 

na região caudal em secções parassagitais do colículo superior, sendo 

este padrão semelhante a estágios mais precoces do desenvolvimento. 

A 

B 

C 

D
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Em DPN 21, os animais do grupo RT apresentaram fibras ectópicas na 

região caudal do CS menos densas do que aquelas observadas em DPN 

10, sendo este resultado compatível com um atraso na eliminação de 

axônios transitórios no CS. Além disso, a redução crônica deste 

neurotransmissor através da dieta reduziu dramaticamente a 

plasticidade induzida por lesão de retina, confirmando desta forma um 

papel modulatório deste neurotransmissor na plasticidade uso-

dependente dos sistemas sensoriais. Este estudo mostrou que animais 

alimentados com dietas com o requerimento normal de triptofano (CT) 

apresentam uma reorganização pós-lesão típica dos axônios ipsolaterais 

(intactos) caracterizada por um aumento da inervação na região 

superficial/lateral do colículo. Animais alimentados com dietas restritas 

de triptofano apresentam, por outro lado, uma acentuada redução da 

inervação superficial, caracterizando, portanto um decréscimo no 

potencial plástico do sistema visual (Fig. 9).  
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FIGURA 9. Fotomicrografia em campo escuro ilustrando as projeções retinotectais 
ipsolaterais no colículo superior. A) corte parassagital de animais tratados com dieta 
CT em DPN10; B) corte parassagital de animais tratados com dieta RT em DPN10; 
Seta: projeções de fibras na região caudal em animais RT; C) corte coronal de animais 
tratados com dieta CT até DPN14 e que receberam lesão de retina temporal em DPN 
10; D) corte coronal de animais tratados com dieta RT até DPN14 com lesão de retina 
em DPN 10. Setas: reorganização dos axônios iposolaterias no colículo superior Escala 
300 um (González et al., 2003, artigo em preparação). 

 
 

Em continuidade  a este trabalho, nosso grupo estudou a questão 

da reversibilidade dos efeitos plásticos induzido por lesão de retina 

apresentados por animais tratados com dieta RT.  Para tanto, foram 

utilizados protocolos de realimentação com teor normal de triptofano 

para roedores durante e após o período crítico. Primeiramente, os 

animais foram tratados com ração RT até DPN 10 quando foram 

também submetidos à lesão de retina temporal. A partir do dia da lesão 

os mesmos foram realimentados com teores normais de triptofano para 

BA B

C D
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roedores até completarem 21 dias. À análise, estes animais 

apresentaram um aumento da densidade de inervação terminal pós-

lesão de retina quando comparados com os animais que receberam 

dieta RT pelo mesmo período. O padrão de marcação terminal dessas 

projeções mostrou-se compatível com o encontrado nos animais 

controles, alimentados com ração padrão nuvital a partir do nascimento, 

sugerindo que a re-alimentação com a dieta complementada durante o 

período crítico (antes da 3ª semana) restabelece o padrão de 

plasticidade retinotectal.  Em um outro grupo experimental os animais 

submetidos à lesão em DPN 10 receberam a dieta RT até DPN 28, idade 

na qual já se considera ter sido encerrado o período crítico de 

desenvolvimento do SNC, e foram realimentados com teores normais de 

triptofano de DPN 28 até DPN 41. Esses animais apresentaram uma 

redução significativa na densidade óptica da marcação superficial 

quando confrontados com o grupo controle mostrando que a re-

alimentação com triptofano após a 4ª semana (fora do período crítico) 

não foi capaz de restaurar a plasticidade destas projeções no modelo de 

lesão de retina (Fig. 10).  
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E 

 
 

 
FIGURA 10. Fotomicrografia de campo escuro de cortes coronais do colículo superior 
ilustrando a reorganização dos axônios ipsolaterias após lesão de retina temporal em 
DPN 10. A) Animais tratados com dieta nuvital até DPN 21; B) animais tratados com 
dieta RT até DPN 10 e CT até DPN 21; C) Animais tratados com dieta nuvital até 
DPN41; D) animais tratados com dieta RT até DPN 21 e CT até DPN 41; Setas indicam 
a reorganização dos axônios iposolaterias no sítio da lesão. E) Análise quantitativa. * 
P<0,001.  Escala: 300 um  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 GERAL 

 

Este estudo tem por objetivo avaliar o efeito do tratamento agudo e 

crônico com PCPA sobre o desenvolvimento e plasticidade das projeções 

retinotectais de roedores. 

 

2.2 ESPECÍFICOS 

 

• Analisar a imunorreatividade para serotonina nos núcleos da rafe de 

roedores após tratamento agudo, subcrônico e crônico com PCPA. 

 

• Avaliar o padrão topográfico das projeções retinotectais de animais 

com tratamento subcrônico e crônico com PCPA durante e após o 

período crítico do desenvolvimento. 

 

• Analisar a capacidade de reorganização plástica dos axônios 

retinotectais após lesão de retina temporal de animais com tratamento 

subcrônico e crônico com PCPA durante e após o período crítico do 

desenvolvimento. 
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• Analisar os efeitos do tratamento crônico com PCPA sobre os níveis 

de P-CREB no colículo superior. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Foram utilizados para este estudo ratos da linhagem Lister Hooded 

(pigmentados) entre os dias pós-natal 2 e 28 (DPN2 e DPN28) 

provenientes de ninhadas com 5 a 8 animais. Utilizamos técnicas 

imunohistoquímicas com o objetivo de analisarmos os efeitos do 

tratamento com PCPA sobre a expressão de populações de células 

imunorreativas para serotonina nos neurônios dos núcleos da rafe. 

Técnicas neuroanatômicas e histoquímicas foram utilizadas em 

experimentos que visavam estudar o efeito do tratamento com PCPA na 

formação topográfica retinotectal. A técnica de western blot foi utilizada 

no intuito de verificar o efeito do tratamento crônico com PCPA sobre a 

expressão de P-CREB no colículo superior. Os procedimentos 

experimentais utilizados neste trabalho estão de acordo com as normas 

de experimentação animal da Sociedade Brasileira de Neurociências.  

 

3.1 TRATAMENTO  

 

Os animais foram divididos em dois grupos distintos, o grupo 

controle e o grupo tratado. Os animas controle receberam injeções 

diárias de solução salina (NaCl 0,9%) por via intraperitoneal por 14 ou 

28 dias. Os animais do grupo tratado receberam injeções diárias de 
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PCPA (4-Chloro-DL-Phenylalanine, Sigma-Aldrich) por via intraperitoneal 

na concentração 100 mg/kg diluído em solução salina. Os animais 

pertencentes a este grupo foram ainda divididos em diversos subgrupos 

de acordo com os objetivos propostos. O primeiro grupo de animais 

recebeu injeções de PCPA por 2 dias a partir do nascimento. Outro 

grupo recebeu injeções diárias de PCPA de DNP0 até DPN 14 ou até DPN 

28. E mais um grupo recebeu ainda, injeções por 4 dias consecutivos 

iniciando o tratamento em DNP10. Todos os animais foram processados 

um dia após a interrupção dos tratamentos.   

 

3.2 IMUNOHISTOQUÍMICA PARA SEROTONINA 

 

 Os animais foram sacrificados pela inalação de clorofórmio e 

perfundidos transcardiacamente com solução salina (NaCl 0,9%) por 5 

minutos, seguido de paraformaldeido 4% em tampão fosfato 0,1M pH 

7,2 por 20 minutos. Os cérebros foram removidos e estocados overnight 

em tampão sacarose 20% a 4ºC. No dia seguinte os cérebros foram 

congelados em gelo seco e secções parassagitais de 20μm foram obtidas 

através de um criostato. Tais cortes foram montados em lâminas 

previamente gelatinizadas (Gelatina 1%) e armazenados em freezer a –

20ºC. 
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Os cortes foram lavados 3 vezes por 5 minutos com PBS 0,1M pH 

7,6 e transferidos para uma solução contendo metanol e peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 3% por 10 minutos para inativação da peroxidase 

endógena. Após 3 lavagens de 5 minutos com PBS 0,1M pH 7,6, os 

cortes foram incubados com soro normal de cabra, NGS 1:10 em PBS 

contendo triton a 0,25% durante 30 minutos, para o bloqueio dos sítios 

inespecíficos. Passado esse tempo os cortes foram incubados com 

anticorpo primário específico para serotonina (SIGMA), na diluição 

1:10.000 em PBS/Triton, e armazenados em câmara úmida à 4º C 

durante 24 horas, os cortes do controle de reação imunohistoquímica 

foram incubados com PBS/Triton somente. 

No dia seguinte à incubação com o anticorpo primário, os cortes 

foram lavados 3 vezes por 5 minutos com PBS e tratados com anticorpo 

secundário biotinilado anti-coelho diluído em PBS e triton 1:200 por 90 

minutos.  Seguiram-se 3 lavagens de 5 minutos com PBS, ao fim das 

quais os cortes foram então incubados com complexo avidina-biotina 

(Vector-Elite) 1:50 durante 60 minutos, sendo lavados novamente 3 x 

por 5 minutos com PBS após esse tempo.  A revelação da atividade 

enzimática da peroxidase do complexo ABC era realizado pela incubação 

com diaminobenzidina (DAB-Sigma) diluída em tampão Tris HCl 50 mM 

pH 7,6 na presença de peróxido de hidrogênio (H2O2 0,015%). Essa 

reação foi realizada em câmara escura, num período de tempo que 
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variava de 3 a 7 minutos. Os cortes foram lavados com PBS 4 vezes por 

10 minutos. No dia seguinte seguiu-se a desidratação das lâminas em 

álcool 70%, 80%, 90% e álcool absoluto por 1 minuto cada etapa. Ao 

final, as lâminas foram incubadas em xilol durante 5 minutos (2 trocas) 

e montados com lamínulas em Entelan (Merck) para análise.  

  

3.2.1 Análise de resultados 

 

 Cortes adjacentes à linha média do cérebro, e que continham 

neurônios positivos para serotonina nos núcleos medianos da rafe foram 

selecionados e fotografados utilizando o microscópio óptico Zeiss 

Axioskop e uma câmera digital Sound Vision. Os arquivos obtidos 

através da câmera foram transferidos e armazenados em um 

computador em formato TIFF para posterior análise. Nos animais em 

DPN 2, as células imunorreativas para serotonina localizadas próximo ao 

IV ventrículo e adjacências foram contadas em cada corte, e para cada 

animal foi obtida uma média, representando, portanto o número médio 

de neurônios serotoninérgicos por corte. Nos animais em DPN 14 as 

células imunorreativas localizadas em aglomerados próximos ao 

ventrículo foram classificadas como células serotoninérgicas do núcleo 

dorsal da rafe, sendo equivalente ao núcleo B7 demonstrado na figura 7. 
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Os demais núcleos adjacentes ao B7 e os localizados ao longo do tronco 

cerebral foram considerados núcleos ventrais da rafe. Tanto em animais 

em DPN 2 como em animais em DPN 14, as células reativas em cada 

corte foram contadas e depois foi obtida uma média de acordo com a 

localização desses neurônios. Os animais tratados e controles eram 

comparados de acordo com a idade e a localização dos neurônios 

serotoninérgicos.  

 

3.3 TÉCNICAS NEUROANATÔMICAS 

 

3.3.1 Utilização de Traçadores 

 

Esta técnica permite a visualização, ao microscópico óptico, de 

axônios do sistema visual e suas conexões com núcleos visuais centrais. 

Para tanto, foi utilizado a peroxidase (HRP - Sigma type VI) como 

traçador neuroanatômico anterógrado. Este traçador permite a análise 

do padrão de distribuição dos axônios que emergem da retina durante o 

desenvolvimento do sistema nervoso. Após injeção intraocular essa 

enzima é transportada de forma anterógrada pelo nervo óptico até o 

colículo superior. 

 Ratos com idades entre DPN 13 e DPN 27 foram anestesiados 

com uma mistura de água e éter na proporção de 1:1 e após anestesia 
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foi feita uma incisão no limbo com auxílio de um microbisturi. Através 

desta incisão, foi introduzida a ponta de uma microseringa Hamilton® 

contendo de 3 a 5 ul de uma solução de HRP a 30% diluída em 

Dimetilsulfóxido 2% em NaCl 0,9% (DMSO 2%). 

 

3.3.2  Lesões de Retina 

 

Quando os animais alcançaram o dia pós-natal 10 (DPN 10) ou 

DPN 21 receberam lesões em setores restritos da retina temporal do 

olho esquerdo. Os animais foram anestesiados com éter. As pálpebras 

foram abertas por meio de uma incisão ao longo do sulco que define as 

bordas palpebrais. A seguir, com auxílio de um microbisturi foi feita uma 

penetração através da esclera na retina temporal a meio caminho entre 

o limbo e o disco óptico. Esta lesão secciona os axônios de células 

ganglionares de um setor periférico da retina (Serfaty et al., 1991). As 

pálpebras foram então seladas com um gel de cianoacrilato e os animais 

retornaram ao biotério após a recuperação da anestesia. 

 

 

 

3.3.3 Processamento Histológico 
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Animais submetidos a injeções de HRP tiveram sobrevida de 24h. 

Os animais foram sacrificados após inalação de clorofórmio e 

perfundidos com solução salina (NaCl 0,9%) e solução de Karnowski 

(paraformaldeído 1% + glutaraldeído 2%) para a histoquímica de HRP. 

Após a fixação, os cérebros foram removidos e mantidos overnight em 

uma solução de sacarose a 20 % em tampão fosfato 0.1M pH7.4.  Nos 

grupos de animais submetidos à lesão de retina temporal removemos o 

globo ocular lesionado após salina,  fixamos em paraformaldeído 1% e 

realizamos a montagem plana da retina para inspecionarmos o tamanho 

e a correta posição anatômica da lesão. Após a crioproteção os cérebros 

foram congelados em gelo seco e cortados no plano coronal ou 

parassagital em um micrótomo de congelação com espessura de 40 um.  

 

3.3.4 Histoquímica para HRP 

 

Cortes histológicos foram reagidos “free-floating” e processada 

segundo o protocolo de Mesulam (Mesulam, 1978). Resumidamente, os 

cortes histológicos foram recolhidos em tampão fosfato 0.1M pH 7,4 e 

logo após transferidos para tampão acetato 0.1M pH 3.3 e incubados na 

presença de nitroprussiato de sódio, o cromógeno TMB e H2O2 por 40 

minutos. A seguir os cortes foram lavados por 1h em 6 trocas de 

tampão acetato 0.1M, pH 3.3, montados em lâminas gelatinizadas e 



 54

secos ao ar “overnight”.  No dia seguinte as lâminas foram desidratadas 

por 5 segundos em álcool etílico absoluto, clarificadas duas vezes em 

xilol por 5 minutos, montadas com lamínulas em Entelan (Merk).  Os 

cortes foram analisados e fotografados em microscopia óptica de campo 

escuro para posterior análise quantitativa das projeções retinianas no 

colículo superior. 

 

3.3.5 Análise de resultados 

 

A análise dos resultados foi feita após observação da marcação 

histoquímica ao microscópio óptico. Após digitalização das imagens 

obtidas ao microscópio os dados foram quantificados através do 

programa Scion Image. Este programa considera um valor de densidade 

óptica máxima (255) para o branco absoluto e valores mínimos em 

torno de zero para o preto. Analisamos o padrão de distribuição de 

axônios retinotectais durante o desenvolvimento normal ou após o 

rearranjo plástico das projeções retinotectais ipsolaterais induzido por 

lesão na retina temporal contralateral.  

Para estudar o desenvolvimento das projeções retinotectais foi 

analisado a densidade óptica de cortes parassagitais ipsolaterais do CS. 

Os primeiros 5 cortes após a linha média não foram incluídos na 

amostra quantitativa por conterem inúmeros axônios retinianos que 
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cruzam em direção a região caudal (Serfaty & Linden, 1994). A partir do 

6º corte, cada fotografia das camadas superficiais do colículo superior 

foi dividida em rostral, intermediário, caudal além de dorsal e ventral, 

formando assim seis quadrantes distintos (fig. 11).  Para a análise 

quantitativa foi verificada a densidade óptica da área total desses 

quadrantes além da densidade óptica dos aglomerados de marcação 

(clusters) de animais tratados com PCPA de DNP 0 até DPN 14 ou 28 ou 

ainda, tratados de DPN 10 até DPN 14. Cada grupo tratado foi 

comparado com seus respectivos controles, que receberam apenas o 

veículo. 

 

 

 

FIGURA 11. Esquema de secção do colículo superior mostrando a divisão em 
quadrantes das camadas visuais do coliculo superior para análise quantitativa. A linha 
vermelha divide o CS em dorsal e ventral e as linhas verticais dividem o CS em rostral 
(R), intermediário (I) e caudal (C).  

 

 

A análise da plasticidade retinotectal ipsolateral induzida por lesão 

de retina foi realizada a partir de cortes coronais do colículo superior de 
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animais tratados com o PCPA ou solução salina. Nessas amostras, foi 

analisada a densidade óptica da marcação superficial do colículo superior 

na área da lesão de cinco cortes seqüenciais. Este estudo teve como 

objetivo avaliar o padrão de distribuição de axônios retinotectais após 

rearranjo plástico dessas projeções estimuladas por lesão na retina 

temporal nos diferentes grupos experimentais.  

 

3.4 ELETROFORESE E ANÁLISE DE WESTERN BLOT 

 

3.4.1. Obtenção de amostras para corrida de eletroforese 

 

Ratos tratados com PCPA e salina foram sacrificados pela inalação 

de clorofórmio e tiveram seus colículos superiores retirados 

cirurgicamente. Ao tecido fresco foi adicionado 200 ul de tampão de 

amostra contendo SDS, glicerol, β-mercaptoetanol e Tris-HCl, pH 6,8. A 

solução foi agitada com auxilio de um vórtex até desnaturação completa 

do tecido. A amostra foi fervida a 100º C por 5-8 min e centrifugada a 

4º C na velocidade de 15.000 RPM por 10 minutos. Após centrifugação o 

sobrenadante foi recolhido e armazenado a -70º C até a dosagem de 

proteína.  
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3.4.2. Dosagem de proteína pelo método de Bradford 

 

A dosagem de proteínas das amostras foi realizada de acordo com 

o método de Bradford (Bradford, 1976). Foram adicionados 2 ul das 

amostras em tubos de vidro e acrescentados 3 ml de reagente de 

Bradford. Para a realização da curva padrão, foram colocados nos tubos 

de vidro 5, 10, 15 ou 20 ul de BSA (1mg/ml). Em seguida, foram 

adicionados 2 ul de tampão de amostra (o mesmo utilizado no preparo 

das amostras) e ainda 3 ml de reagente de Bradford. Posteriormente, as 

misturas foram agitadas em vórtex e a leitura de absorbância foi 

realizada em filtro de 595 nm. Ao final da dosagem foi adicionado 0,1 ul 

do volume da amostra de Azul de Bromofenol às amostras.  

 

3.4.3. Eletroforese e Western blot 

 

Posteriormente, foi aplicado no topo do gel de poliacrilamida-SDS 

a 10% um volume de amostra equivalente a 45 ug de proteína. O 

procedimento para eletroforese em gel de poliacrilamida foi baseado na 

técnica descrita por Laemmli (1970). O gel de separação foi preparado 

para um volume de 9 ml e uma concentração final de acrilamida de 

10%. O gel de concentração foi preparado para um volume de 3 ml e 
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uma concentração final de acrilamida de 4,5%. O tampão de corrida 

utilizado tinha em sua composição tris (25 mM), glicina (192 mM) e SDS 

(0,1%). Durante a corrida, a amperagem foi mantida constante em 10 

mA por aproximadamente 4 horas. As proteínas foram transferidas do 

gel para uma membrana de PVDF (Hybond-p, Amersham) de acordo 

com a técnica descrita por Towbin et al. (1979) . O sistema de 

transferência foi montado de acordo com as instruções do fabricante. A 

montagem do “sanduíche” obedeceu a seguinte ordem sobre a grade do 

aparelho: 1 esponja, 1 folha de papel filtro, o gel, a membrana PVDF, 1 

folha de papel filtro, 1 esponja. Todos os componentes foram 

previamente tratados com tampão de transferência. Durante a 

montagem tinha-se o cuidado de remover todas as bolhas entre os 

componentes do sistema. A transferência foi realizada a 4º C durante 1 

hora em voltagem de 40-60 volts. Após a transferência, as membranas 

foram mantidas a 4º C em TBS (Tris, 50 mM; NaCl, 150 mM) até a 

incubação com anticorpo específico.  

A membrana de PVDF foi incubada inicialmente em solução 

tampão TBS-T (TBS contendo 0,1% de Tween 20) contendo leite em pó 

desnatado 5% durante 1 hora e 30 min à temperatura ambiente, com 

agitação suave.  Com este procedimento foi prevenida a ligação de 

anticorpos a sítios não específicos na membrana de PVDF. Após esse 

período, a membrana foi lavada uma vez em tampão TBS-T por 5 min e 
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em seguida foi encubada com anticorpo primário anti P-CREB (Cell 

Signaling_anticorpo monoclonal produzido em camundongo) diluído na 

proporção de 1:2.000 por pelo menos 12 horas. O anticorpo foi diluído 

em solução tampão TBS-T contendo leite em pó desnatado, 5%.   

A membrana, previamente incubada com anticorpo primário foi 

lavada em TBS-T 3 vezes por 10 min e então incubada com anticorpo 

secundário anti-camundongo, diluído na proporção 1:5.000 em solução 

TBS-T contendo leite em pó desnatado, 5% por uma hora, à 

temperatura ambiente. Em seguida as membranas foram lavadas 3 

vezes por 10 min com tampão TBS-T e acondicionada em TBS até a 

revelação.  

A imunodetecção foi promovida pela reação quimioluminescente 

do sistema ECL para Western Blotting (Amersham-Pharmacia). Após a 

incubação da membrana com uma mistura de soluções de detecção por 

5 minutos a temperatura ambiente, o excesso do reagente foi retirado 

com cuidado e a membrana foi, então, envolvida em filme PVC e 

exposta imediatamente a filme Kodak X, por curtos intervalos de tempo, 

o qual foi revelado para obtenção de uma imagem autorradiográfica 

adequada com soluções reveladora e fixadora padrões.  

 

 



 60

3.4.4 Análise de resultados 

 

A análise quantitativa foi feita com auxilio do programa Scion 

Image. Após a revelação o filme contendo as bandas autorradiográficas 

foi scaneado e os arquivos foram transferidos para um computador em 

formato TIFF.  As amostras dos animais tratados com PCPA foram 

comparados com amostras controles processados no mesmo dia, sendo 

considerado a percentagem do animal tratado a partir do seu controle.    

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para avaliar os dados de densidade óptica dos aferentes 

retinotectais bem como dos aglomerados de marcação terminal durante 

o desenvolvimento e após a lesão de retina foi utilizada a análise de 

variância (ANOVA), e posteriormente o pós-teste de Tukey para 

comparação entre os grupos. Nos histogramas estão representados a 

média e o erro padrão da média. Para analisar a quantificação da 

imunorreatividade para serotonina nos núcleos da rafe e a expressão de 

P-CREB no CS, a partir da técnica de Western blot, foi usado o teste T 

de Student. Utilizamos o programa Graph Pad Prism para a avaliaçao 

quantitativa e aplicação dos respectivos testes. Para todos os testes 
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estatísticos foram considerados como significativos os valores com p< 

0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 IMUNORREATIVIDADE DE CÉLULAS SEROTONINA-POSITIVAS 

NOS NÚCLEOS DA RAFE EM ANIMAIS TRATADOS COM PCPA  

 

Como mencionado anteriormente, os neurônios serotoninérgicos 

estão localizados nos núcleos da rafe, que consistem em numerosos e 

distintos grupos de neurônios situados na ponte e parte superior do 

tronco cerebral. O núcleo B7 possui a maior concentração de neurônios 

serotoninérgicos cujos axônios se projetam para o colículo superior 

(Beitz et al., 1986). A serotonina é sintetizada a partir do aminoácido 

triptofano pela ação da enzima triptofano hidroxilase.  A ativação dessa 

enzima pode ser bloqueada pela p-clorofenilalanina (PCPA) que compete 

com o triptofano ligando-se irreversivelmente à enzima (Barnes, 1999). 

Para a realização deste estudo os animais foram divididos em 

grupo controle, os quais foram submetidos a injeções intraperitoneais de 

salina 0,9%, e grupo tratado, que receberam injeções intraperitoneais 

diárias de PCPA (100 mg/kg) em diversas idades. 

Inicialmente, investigamos a imunorreatividade para serotonina 

nos núcleos da rafe após tratamento agudo  com injeções diárias de 

PCPA a partir do nascimento até DPN 2. Nesses animais foi estudada a 

imunorreatividade de corpos celulares localizados nos núcleos dorsais da 



 63

rafe correspondendo ao grupo B7 e adjacentes. Em ambos os grupos 

foram encontradas células imunorreativas para serotonina, no entanto 

foi observado redução significativa na imunorreatividade para serotonina 

no grupo tratado em relação ao seu controle (fig 12 A e B). A análise 

quantitativa mostrou uma redução de 81,69 % no número de células 

imunorreativas por cortes recolhidos nos animais tratados com PCPA por 

2 dias. (Fig. 13) 
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FIGURA 12. Imunorreatividade para serotonina após tratamento agudo com PCPA em 
cortes parassagitais do núcleo dorsal da rafe em ratos no dia pós natal 2 (DPN 2). A) 
Células serotoninérgicas no núcleo dorsal da rafe de animais controles– aumento de 
400X. B) Células serotoninérgicas  no núcleo dorsal da rafe de animais tratados com 
PCPA – aumento de 400X. Escala: 50 um 

 
 

 
 
 
 

Figura 13. Histograma mostrando a média do número de células marcadas para 
serotonina pela imunorreatividade nos núcleos dorsais de animais após tratamento 
agudo com PCPA até DPN 2. SAL N= 4, PCPA N= 4. Barra representa SEM.  
***p<0,0001 
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Um segundo grupo de animais recebeu tratamento subcrônico 

com injeções diárias de PCPA (100 mg/kg) a partir do décimo dia pós-

natal até DPN 14. Para análise, separamos cada corte em núcleos 

dorsais da rafe correspondente ao núcleo B7, o qual projeta os axônios 

dos neurônios serotoninérgicos para o colículo superior, e núcleos 

ventrais da rafe, onde encontramos os demais núcleos. Estes animais 

não apresentaram mudanças significativas em relação ao controle em 

nenhuma das regiões analisadas, sugerindo uma recuperação da 

imunorreatividade para serotonina a partir do que foi observado no 

tratamento agudo com PCPA (Fig.14).  

Os animais que receberam tratamento crônico com injeções 

diárias de PCPA por 14 dias (de DPN 0 até DPN 14) apresentaram um 

aumento na imunorreatividade em comparação ao controle, que recebeu 

apenas veículo por 14 dias (fig 15). Nos animais tratados com PCPA 

encontramos fibras imunorreativas para serotonina e uma marcação 

mais intensa em corpos celulares além de um aumento no número de 

células serotonina-positivas nos núcleos dorsais (fig 15 B e D) e ventrais 

da rafe (fig 15 F e G). A análise quantitativa desses animais confirma os 

resultados descritos anteriormente (fig 16). 

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que, o 

tratamento agudo com PCPA, na concentração de 100 mg/kg, é capaz 

de reduzir significativamente as concentrações de serotonina nos 
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núcleos da rafe. O tratamento com PCPA por 4 dias recupera 

parcialmente a imunorreatividade para serotonina enquanto que o 

tratamento crônico por 14 dias aumenta significativamente a 

concentração de serotonina em comparação ao controle.   
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FIGURA 14. Imunorreatividade para serotonina após tratamento subcrônico com PCPA 
(DNP 10-14). Cortes parassagitais do núcleo dorsal (NDR) e ventrais da rafe (NVR) em 
ratos em DPN14. A) Controle – (NDR) –100X; B) PCPA – (NDR) –100X; C) Controle – 
(NDR) –400X; D) PCPA – (NDR) - 400X; E) Controle- (NVR) –100X; F) PCPA – (NVR) –
100X; G) Controle – (NVR) –400X; H) PCPA – (NVR) - 400X.  Escala 300 um para fotos 
em aumento de 100X e 50 um para fotos em 400X 
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FIGURA 15. Imunorreatividade para serotonina após tratamento crônico com PCPA 
(DNP 0-14). Cortes parassagitais do núcleo dorsal (NDR) e ventrais da rafe (NVR) em 
ratos em DPN14. A) Controle – (NDR) –100X; B) PCPA – (NDR) –100X; C) Controle – 
(NDR) –400X; D) PCPA – (NDR) - 400X; E) Controle- (NVR) –100X; F) PCPA – (NVR) –
100X; G) Controle – (NVR) –400X; H) PCPA – (NVR) - 400X.  Escala 300 um para fotos 
em aumento de 100X e 50 um para fotos em 400X 
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FIGURA 16. Histograma mostrando a média do número de células por corte marcadas 
para serotonina pela imunorreatividade nos núcleos dorsais e ventrais da rafe de 
animais tratados com salina e com PCPA. Barra representa SEM.  ***p<0,0001 
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4.2 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO DE PCPA SOBRE O 
DESENVOLVIMENTO DAS PROJEÇÕES RETINOTECTAIS EM DPN 
14 

 

Em fases precoces do desenvolvimento normal da via retinotectal 

de roedores, axônios retinianos de ambos os olhos estão expandidos 

inespecificamente sobre o colículo superior. Em torno de DPN 10 esses 

aferentes apresentam um padrão de distribuição laminar e topográfico 

mais próximo ao de animais adultos. Nestes, a maior parte dos axônios 

ipsolaterais está localizada em aglomerados de marcação terminal no 

limite ventral, restritos ao terço anterior do stratum griseum superficiale 

(SGS) (Serfaty & Linden, 1994).  

A formação de um mapa topográfico que represente a superfície 

receptora da retina requer, ainda, uma fase de refinamento topográfico. 

Refinamento este que se mostra dependente de atividade elétrica 

espontânea e evocada e se dá a partir da segunda semana do 

desenvolvimento pós-natal (Debski & Cline, 2002). O mesmo período 

em que ocorre a abertura dos olhos do animal (entre DPN12-14). 

Tendo em vista que as projeções retinotectais sofrem um 

refinamento topográfico dependente de atividade elétrica nas duas 

primeiras semanas pós-natal, investigamos os efeitos do tratamento 

diário com PCPA sobre as projeções retinotectais ipsolaterais de animais 

em DPN 14 .  
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Conforme esperado, os animais que receberam injeções diárias de 

veículo (salina 0,9%, i.p.) apresentaram aglomerados densos de 

marcação terminal no SGS e virtual ausência de marcação de terminais 

e fibras na região caudal do colículo superior (fig. 17 A). Os animais que 

receberam tratamento subcrônico com injeções diárias de PCPA por 4 

dias a partir de DPN 10 até DPN 14 apresentaram além de aglomerados 

de marcação (clusters) na região dorso-rostral, fibras ectópicas que se 

estendem para as regiões superficiais e caudais do colículo superior (fig 

17 B). A análise quantitativa da densidade óptica não mostrou diferença 

significativa na região ventral da parte rostral do colículo, local onde 

predominam os aglomerados de marcação terminal. Nas demais regiões 

foram observados aumentos significativos da densidade óptica entre os 

grupos tratados e os controles (fig 18 A e B). 

Após o tratamento crônico com injeções de PCPA a partir de DPN 0 

até DPN 14 as projeções ipsolaterais apresentaram-se distribuídas 

preferencialmente na região ventral do terço anterior do colículo 

superior. No entanto essas projeções encontram-se difusas, não sendo 

observados aglomerados de marcação (clusters) nesses animais (fig. 17 

C). As fibras se estendem para as regiões dorso-rostral e intermediária 

do CS e mostram diferenças significativas da densidade óptica dos 

animais tratados com PCPA quando confrontados com o grupo controle. 
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Não foram encontradas diferenças significativas da densidade óptica na 

região ventro-rostral e caudal do CS entre os dois grupos (fig 18 A e B). 

Como mencionado anteriormente, no decorrer do desenvolvimento 

normal as projeções retinotectais ipsolaterais tendem a formar 

aglomerados de marcação terminal (clusters) na região rostro-ventral 

do colículo superior. Como observado na análise qualitativa esses 

aglomerados se encontram difusos por toda essa região nos animais 

tratados com PCPA de DPN 0 até DPN 14. A análise quantitativa da 

densidade óptica dos clusters nesses animais mostrou-se reduzida em 

relação aos demais grupos. Não foi observado diferenças significativas 

entre os animais tratados com PCPA de DPN 10 a DPN 14 e o controle 

(Fig. 19). 
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FIGURA 17. Fotografias de campo escuro de cortes parassagitais do colículo superior 
aumento de 100X mostrando a topografia retinotectal de animais a´pos tratamento 
crônico com Salina de DPN 0-14 (A); tratamento crônico com PCPA de DPN 0-14 (B) e 
tratamento subcrônico com PCPA de DPN 10-14 (C). Cabeças de setas indicam 
aglomerados de marcação terminal e setas indicam projeções de fibras em direção a 
região caudal do colículo superior. Escala: 300 um 
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FIGURA 18. Histograma mostrando a densidade óptica de região ventral (A) e dorsal 
(B) das camadas visuais do colículo superior durante o desenvolvimento da topografia 
retinotectal em DPN 14. CTL N= 5, PCPA DPN 10-14 N=3, PCPA DPN 0-14 N=5. 
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FIGURA 19. Histograma mostrando densidade óptica de marcação terminal de 
aglomerados na região rostro-ventral do colículo superior de animais DPN 14 tratados 
com Salina , PCPA de DPN 0-14 e PCPA de DPN 10-14. *** P<0,001 
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4.3 EFEITO DA ADMINISTRAÇÃO CRÔNICA COM PCPA SOBRE AS 

PROJEÇÕES RETINOTECTAIS EM DPN 28 

 

Animais em DPN 28 já encontram-se fora do período critico, que 

chega ao fim a partir da segunda/terceira semana pós-natal. Esta fase é 

caracterizada pelo término do desenvolvimento do sistema retinotectal, 

onde os axônios de células ganglionares da retina, após refinamento 

topográfico, formam campos terminais na região ventral do terço 

anterior das camadas visuais do colículo superior (Serfaty et al., 1990). 

Como os experimentos com PCPA entre DPN 0-14 mostraram uma 

alteração na topografia retinotectal, realizamos experimentos com 

tratamento crônico desde DPN 0 até DPN 28 com o objetivo de 

avaliarmos se a alteração topográfica seria de caráter permanente. 

Como podemos observar na figura 20 A, os animais tratados com 

veículo por 28 dias apresentam um padrão de organização topográfica 

semelhante aos descritos por Serfaty após o período critico do 

desenvolvimento. Nesses animais encontramos aglomerados de 

marcação terminal (clusters) na região dorso-rostral do colículo 

superior. Os animais que foram tratados com injeções diárias de PCPA 

de DPN 0 a DPN 28 apresentaram marcação difusa que ocupa toda a 

extensão da região dorso-ventral, não sendo observado clusters nesses 

animais. (fig 20 B) Apesar das diferenças observadas na análise 

qualitativa na região rostro-ventral, não foram observados diferenças 
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significativas na análise quantitativa entre o grupo tratado e o controle. 

Nas demais regiões do colículo superior não foram encontradas 

diferenças tanto na análise qualitativa (fig. 20) quanto na análise 

quantitativa (fig. 21 A e B).  

A análise quantitativa dos aglomerados de marcação dos animais 

tratados com PCPA demonstrou uma significante redução em sua 

densidade óptica em relação ao controle. Os animais tratados não 

apresentavam clusters de marcação delimitados como os encontrados 

controle, sendo assim foi calculada uma área de cluster em um2  

correspondente a área calculada nos controles (fig. 22).  
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FIGURA 20. Fotografias de campo escuro de cortes parassagitais do colículo superior 
aumento de 100X mostrando a topografia retinotectal ipsolateral de animais tratados 
com Salina DPN 0-28 (A) e tratados com PCPA de DPN 0-28 (B) Cabeça de setas 
indicam aglomerados de marcação terminal. Escala: 300 um 
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FIGURA 21. Histograma mostrando a densidade óptica de região ventral (A) e dorsal 
(B) das camadas visuais do coliculo superior durante o desenvolvimento da topografia 
retinotectal em DPN 28. CTL N=4, PCPA N=4. 
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FIGURA 22. Histograma mostrando densidade óptica de aglomerados de marcação 
terminal (clusters) na região rostro-ventral do colículo superior de animais DPN 28 
tratados com Salina e PCPA. *** P<0,001 
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4.4 ANÁLISE DA RESPOSTA PLÁSTICA DE AXÔNIOS 

IPSOLATERAIS APÓS LESÃO DE RETINA TEMPORAL EM DPN 10 

 

Para analisarmos as respostas plásticas induzidas no CS todos os 

animais experimentais foram submetidos à lesão de retina temporal 

esquerda quando completaram 10 dias pós-natal.  Essas lesões induzem 

denervação na região ântero-lateral do colículo superior contralateral à 

lesão. Projeções ipsolaterais oriundas do olho intacto apresentam 

respostas plásticas caracterizadas pela inervação das regiões mais 

superficiais das camadas visuais do colículo superior (Frost & Schneider, 

1979; Serfaty et al., 1990; 2005; Campello-Costa et al., 2006). Sendo 

assim, a camada mais superficial na área que apresenta o efeito da 

lesão exibe abundante marcação terminal. 

A análise qualitativa e quantitativa da marcação anterógrada dos 

axônios ipsolaterais foi realizada em cortes coronais do colículo superior 

de animais que receberam lesão de retina esquerda em DPN 10 e 

tiveram 4 dias de sobrevida. Estudos anteriores utilizando ratos 

demostraram que após lesão de retina temporal em DNP 10, grande 

parte das projeções ipsolaterais migra em direção a região dorsal do 

colículo superior após 2 dias de sobrevida (Serfaty et al., 2005) 

Os animais do grupo controle, que foram submetidos a injeções 

diárias de veículo (salina 0,9%, i.p.) até DPN 14, apresentaram um 

padrão bi-laminar de marcação terminal, semelhante ao padrão 
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demonstrado por Serfaty e colaboradores em 2005. Foi observada densa 

inervação terminal na região superficial ântero-lateral do colículo 

superior. Na região intermediária do colículo observa-se um padrão 

difuso de fibras e terminações, enquanto a região mais profunda das 

camadas visuais, os axônios ipsolaterais arborizaram-se em pequenos 

aglomerados de marcação terminal. (fig. 23 A) 

Não encontramos diferenças significativas entre os animais 

tratados com PCPA de DPN 10 a DPN 14 e o grupo controle (fig. 23 B). 

Ao comparar o grupo controle com o grupo que recebeu tratamento 

crônico com PCPA de DPN 0 a DPN 14, foi possível observar diferenças 

significativas no padrão de respostas plásticas dos axônios ipsolaterais 

após lesão de retina. Este grupo apresentou uma acentuada elevação da 

densidade de marcação superficial do CS e um padrão difuso de fibras e 

terminais na região intermediária do colículo, como podemos observar 

na figura 17 C. A análise quantitativa da densidade óptica no grupo 

PCPA DPN 10 - DPN 14 e PCPA DPN 0 - DPN 14 confirmou os resultados 

qualitativos (fig. 24).  
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FIGURA 23. Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais do colículo superior 
em aumento de 100x evidenciando a reorganização dos axônios ipsolaterais após lesão 
de retina em DPN10 de animais tratados com salina até DPN 14 (A), PCPA de DPN 0 
até 14 (B) e PCPA DPN 10 até 14 (C). 
 

 

 
 

FIGURA 24. Análise de densidade óptica de marcação superficial na área de lesão do 
colículo superior. Os animais tratados com PCPA de DPN 0 até DPN 14 mostram 
diferenças significativas em relação ao controle para P<0,001. CTL n=5, PCPA 10-14 
n=3, PCPA 0-14 n=5.  
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4.5 Análise da Resposta Plástica de Axônios Ipsolaterais após 

Lesão de Retina Temporal em DPN 21 

 

Sabendo-se que o período crítico do desenvolvimento retinotectal 

do rato se estende até a 3ª semana pós-natal e que lesões de retina no 

final do período crítico induzem respostas lentas (Serfaty et al., 2005), 

que podem ser antecipadas com tratamento farmacológico com 

Fluoxetina (Bastos et al., 1999) fomos avaliar o efeito do tratamento 

crônico com PCPA sobre a resposta plástica dos axônios retinotctal 

ipsolaterais após lesão de retina em DPN 21 com 1 semana sobrevida.  

Os animais controle, tratados apenas com veículo, mostraram um 

pequeno aumento da densidade de inervação terminal na superfície do 

colículo superior, semelhante ao encontrado por Serfaty e colaboradores 

(2005) (Fig. 25 A). Por outro lado, os animais que receberam injeções 

diárias de PCPA de DPN 0 a DPN 28 apresentaram um aumento 

significativo na reorganização plástica induzida por lesão quando 

comparado com o controle. (Fig. 25 B) A análise da densidade óptica 

superficial confirmou os resultados qualitativos. (Fig. 26) 
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FIGURA 25. Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais do colículo superior 
em aumento de 100x evidenciando a reorganização dos axônios ipsolaterais após lesão 
de retina em DPN 21 de animais tratados com salina até DPN 28 (A) e PCPA de DPN 0 
até DPN 28 (B). Escala: 300 um  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 26. Análise de densidade óptica de marcação superficial na área de lesão do 
colículo superior. Os animais tratados com PCPA de DPN 0 até DPN 28 mostram 
diferenças significativas em relação ao controle para P<0,001 CTL n=4, PCPA n=5. 
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4.6 EFEITOS DO TRATAMENTO COM PCPA SOBRE A EXPRESSÃO 

DE P-CREB NO COLÍCULO SUPERIOR. 

 

Vários estudos mostram que os receptores 5-HT1A e 5-HT1B, 

amplamente distribuídos nas camadas visuais do colículo superior, são 

acoplados negativamente a enzima adenilil ciclase que produz AMPc a 

partir de ATP. Sabe-se que alguns efeitos do AMPc são mediados pela 

ativação da PKA e fosforilação do fator de transcrição CREB (Mooney et 

al, 1996; Raymond et al., 2001; Debski et al., 2002). Assim, fomos 

avaliar se a manipulação da serotonina através do PCPA poderia 

interferir com o estado de fosforilação e consequentemente ativação 

deste fator. A Fig. 27 ilustra um western blot de amostras de colículo 

superior tratados com veículo ou PCPA entre DPN 0 até DPN 14. É 

possível notar que o PCPA reduzui de forma significativa os níveis de P-

CREB no colículo superior nesses animais (41%) quando comparados ao 

grupo controle (fig. 27).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 87

 

 

 

 

 

 

FIGURA 27. Expressão de P-CREB no colículo superior de animais tratados com salina 
ou PCPA entre DPN0- DPN 14. Notar a redução significativa da expressão de P-CREB 
em relação ao controle para P< 0,05. Sal n=3, PCPA n=3.  
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5. DISCUSSÃO 

 

A serotonina é um neurotransmissor amplamente distribuído no 

sistema nervoso central. Ele é expresso precocemente no sistema 

nervoso estando diretamente envolvido em processos do 

desenvolvimento neural como neurogênese, migração celular, apoptose, 

sinaptogênese, refinamento sináptico (Lesch, 1997). A serotonina atua 

na plasticidade de circuitos neurais através da liberação do fator trófico 

derivado do cérebro (BDNF) (Djalali et al., 2005), do fator trófico glial S-

100B (Ramos et al., 2000) além de outros mensageiros químicos. A 

deficiência deste neurotransmissor pode alterar diversos processos do 

desenvolvimento neural e plasticidade sináptica e está associada a 

várias doenças de comportamento como esquizofrenia, ansiedade, 

estresse, distúrbios alimentares, alcoolismo, depressão, doença de 

Alzheimer, entre outras (Galter et al., 2000).   

Este estudo demonstrou os efeitos induzidos pelo tratamento 

subcrônico e crônico com PCPA sobre o desenvolvimento normal da 

topografia retinotectal e as respostas plásticas induzidas por lesão de 

retina de roedores, tanto em estágios iniciais como em fases mais 

tardias do desenvolvimento. Em roedores, assim como em diversos 

mamíferos, as estruturas cerebrais têm seu desenvolvimento afetado 

durante o período crítico tanto por alterações no ambiente microcelular 
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como pela influencia do meio ambiente.  Nesta fase, fenômenos 

relacionados a plasticidade uso-dependente visual tendem a ser mais 

evidentes (Berardi et al, 2000).  

 

5.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM PCPA SOBRE A EXPRESSÃO DE 

CÉLULAS IMUNORREATIVAS PARA SEROTONINA NOS NÚCLEOS 

DA RAFE. 

 

A análise da imunorreatividade para serotonina nos neurônios 

localizados nos núcleos mesencefálicos da rafe se constitui em um 

método útil para avaliar os níveis de serotonina no sistema nervoso 

central (Ramos et al., 2000).  

Apesar de ter uma ação farmacológica como bloqueador da 

triptofano hidroxilase, enzima da via de síntese da serotonina, o 

tratamento com PCPA resultou em diferentes padrões de expressão de 

serotonina no núcleos da rafe. A imunorreatividade para serotonina em 

ambos os núcleos foi significantemente reduzida após o tratamento 

agudo com PCPA, do nascimento até DPN 2. O tratamento por quatro 

dias (DPN10 -DPN14), a imunorreatividade nesses neurônios apresentou 

níveis semelhantes ao controle, provavelmente refletindo uma 

normalização induzida pelo aumento de transcrição gênica. No 

tratamento crônico, de DPN 0 até DPN 14, a imunorreatividade foi 
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significantemente maior quando comparado com o controle, 

provavelmente refletindo a up-regulation da transcrição do gene do 

triptofano hidroxilase (Park et al., 1994).  

A triptofano hidroxilase é uma enzima importante na biossíntese 

da serotonina. No sistema nervoso central a triptofano hidroxilase é 

inicialmente sintetizada nos núcleos da rafe. A atividade da triptofano 

hidroxilase no cérebro é inibida irreversivelmente pela administração de 

PCPA, resultando em uma rápida depressão dos níveis de serotonina. A 

recuperação da atividade da enzima e da concentração de serotonina 

requer a síntese de novas enzimas.  

Cortés e colaboradores em 1992 mostraram através da 

hibridização in situ que uma única dose de PCPA (300mg/kg) aumentou 

significantemente os níveis de RNAm da triptofano hidroxilase no núcleo 

dorsal da rafe. Cinco dias após o tratamento, esses níveis retornaram 

aos níveis controles. O aumento nos níveis de RNAm da triptofano 

hidroxilase foram simultâneos à inibição da atividade da enzima (Cortés 

et al., 1992). Este dado corrobora o encontrado por Richard em 1990 

que observou significante redução dos níveis da enzima triptofano 

hidroxilase dois dias após a administração de única dose de PCPA, 

seguida por um aumento em relação ao controle sete dias após o 

tratamento (Richard et al., 1990). Estes estudos sugerem que haja uma 

up-regulation da transcrição do gene triptofano hidroxilase seguido da 
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síntese de novas enzimas o que explicaria a recuperação dos níveis de 

serotonina observados em nosso resultado.  

Outro limitante da síntese e liberação de serotonina é a ativação 

de auto-receptores, 5-HT1A e 5-HT1B nos terminais serotoninérgicos 

(Hoyer et al., 2002). É possível que a depressão inicial dos níveis 

extracelulares de serotonina induzida pelo tratamento agudo com PCPA 

nos núcleos da rafe tenha contribuído para o aumento da síntese de 

serotonina através da redução da ativação destes autoreceptores.  

O tratamento com PCPA também pode afetar a expressão do 

transportador serotoninérgico (SERT). O SERT é um carreador de 

membrana plasmática que transporta a serotonina da fenda sináptica 

para dentro do terminal serotoninérgico (Siegel et al., 1999). O PCPA 

produz up-regulation do RNAm do transportador de serotonina nos 

corpos celulares serotoninérgicos sete dias após o tratamento (Ratteay 

et al., 1996). O aumento na expressão do transportador de serotonina 

nas células serotoninérgicas pode contribuir para o aumento da 

concentração intracelular de serotonina nos núcleos da rafe.  
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5.2 SEROTONINA E A PLASTICIDADE DO SISTEMA NERVOSO 

CENTRAL 

 

Neste estudo, ao analisar o desenvolvimento da topografia 

retinotectal foi observado que os animais com tratamento crônico com 

PCPA durante e após o período crítico apresentaram projeções difusas 

no sentido rostro-caudal com ausência de aglomerados de marcação na 

borda ventral do SGS. No tratamento subcrônico, também foi observada 

uma reorganização das projeções retinotectais que apresentavam 

aglomerados de marcação na borda ventral do colículo superior e, ao 

mesmo tempo, um espalhamento de fibras no sentido caudal. Os dados 

de lesão de retina em animais com tratamento crônico com PCPA 

durante e após o período crítico evidenciaram uma amplificação da 

resposta plástica dos axônios visuais em áreas correspondentes à 

denervação.  

Bastos (1999) mostrou que o aumento da serotonina pelo 

tratamento crônico com fluoxetina afeta o desenvolvimento topográfico 

de ratos durante o período crítico e produz uma reorganização dos 

axônios retinotectais, além de amplificar a resposta plástica após lesão 

de retina nos mesmos (Bastos et al., 1999; Forestiere, 2003). Por outro 

lado, a diminuição deste neurotransmissor no sistema retinotectal leva à 

alterações compatíveis com atraso no desenvolvimento. Esta hipótese 
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foi sugerida por González (2003) através da utilização de dieta com 

restrição de triptofano – aminoácido precursor da serotonina- onde se 

observou um padrão de organização semelhante a estágios mais 

precoces do desenvolvimento com fibras ectópicas na região caudal do 

colículo superior em DPN 10 e DPN 21. O tratamento crônico com esta 

dieta diminuiu a reorganização plástica dos axônios retinotectais após 

lesão de retina, não sendo revertida com o aumento da sobrevida, 

sugerindo déficit permanente (Gonzalez et al., 2003, artigo em 

preparação). 

De forma geral, esses resultados sugerem um papel modulatório 

da serotonina sobre o desenvolvimento e maturação da topografia 

retinotectal. Um estudo anterior mostrou que a serotonina exerce forte 

ação inibitória pré-sináptica no tecto óptico e que o aumento 

extracelular da mesma está associado à redução da LTP no córtex visual 

primário de roedores (Malayev & Debski, 1998).  Este efeito é 

possivelmente mediado pela ativação de receptores pré-sinápticos do 

tipo 5-HT1B localizados nos terminais de axônios retinotectais e que 

medeiam uma inibição pré-sináptica (Boulengez et al., 1996). 

Recentemente, foi demonstrado em camundongos knock-out para o 

receptor 5-HT1B que a ausência deste receptor também pode prejudicar 

o refinamento topográfico das projeções retinotectais. Este grupo 

apresentou projeções ipsolaterais difusas com perda dos aglomerados 
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de marcação após tratamento com PCPA entre DPN10 e DPN12 (Upon et 

al., 2002).  

Acredita-se que os efeitos da serotonina sobre a plasticidade 

sináptica sejam obtidos em grande parte por sua habilidade em alterar 

os níveis intracelulares de cálcio, ativar sistemas de segundo 

mensageiros, além de antagonizar a ativação do receptor NMDA (Shutoh 

et al., 2000; Adagawa et al., 2001). A ativação de receptores NMDA 

está fortemente envolvida na estabilização de sinapses ao induzir a LTP 

(Artola & Singer, 1990). Dados da literatura sugerem que a serotonina 

exerce uma ação modulatória sobre a transmissão glutamatérgica ao 

inibir a ativação de receptores NMDA (Murase et al., 1990), o que 

também promove o rompimento da topografia retinotectal (Constantine-

Paton, 1994; Debski e Cline, 2002). Estudos mostram que a LTP gerada 

pelo receptor NMDA no córtex visual é inibida pela ativação de 

receptores 5-HT1A e 5-HT2 no final do período crítico (Kim et al., 2006).  

Esses dados sugerem que o bloqueio da sinalização sináptica, por 

inibição da transmissão retinotectal, facilita a desestabilização de 

sinapses e a conseqüente modificação plástica no colículo superior.  

A serotonina possui um importante papel no desenvolvimento no 

sistema nervoso central. Durante o desenvolvimento neuroquímico do 

sistema nervoso de mamíferos, o sistema serotoninérgico é um dos 

primeiros a surgir. Em ratos, no período neonatal, os níveis de 
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serotonina são altos no cérebro imaturo assim como a expressão de 

seus receptores de alta afinidade. Ela exerce grande influência sobre 

diversos processos do desenvolvimento incluindo neurogênese, 

diferenciação neuronal e sinaptogênese. Alguns desses processos são 

mediados pelo fator trófico S-100β, uma proteína derivada de células 

gliais que possui efeitos parácrinos e autócrinos em neurônios e glias. 

Este fator de crescimento pode atuar tanto como proteína mitogênica, 

estimulando a proliferação de células, como um fator neurotrófico, 

atuando na maturação e diferenciação de neurônios imaturos 

(Rothermundt, 2003). A serotonina regula a síntese do S-100β pelo 

astrócito através da ativação do receptor 5-HT1A. O efeito do receptor 

de serotonina na célula glial foi evidenciado pelo aumento da 

imunorreatividade intracelular em astrócitos e nos níveis totais de S-

100β no cérebro de rato após o tratamento com 8-OH-DPAT, um 

agonista do receptor 5-HT1A (Ramos et al., 2004). O S-100β induz 

proliferação e crescimento de neuritos ao atuar no citoesqueleto 

interagindo e estabilizando proteínas associadas a microtúbulos como 

TAU e MAP2, possivelmente através da inibição da fosforilação. Ela 

também inibe a fosforilação da proteína associada ao crescimento GAP-

43 levando ao prolongamento e plasticidade dos cones de crescimento. 

Em animais maduros, o S-100β continua atuando sobre a plasticidade, 
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preservação dendrítica e consolidação da memória (Whitaker-Azmitia, 

2001).  

A diminuição de serotonina pode acarretar em redução dos níveis 

de BDNF, uma proteína endógena pertencente à família das 

neurotrofinas, que está envolvida em processos de sobrevida, 

crescimento, diferenciação celular, além de atuar na plasticidade 

sináptica. Mark e colaboradores em recente revisão postulam a 

existência de uma co-relação entre a serotonina e BDNF, onde a 

serotonina estaria estimulando a expressão de BDNF enquanto o BDNF 

aumentaria o crescimento e a sobrevida de neurônios serotoninérgicos 

(Mark et al., 2004). O BDNF influência o desenvolvimento do sistema 

serotoninérgico pela estimulação da expressão de S-100B em astrócitos 

(Djalali et al., 2005)  

Além de atuar como fator trófico durante a morfogênese, 

diferenciação e sinaptogênese de regiões inervadas pelos seus aferentes 

a serotonina tem forte influência na modulação da transmissão sináptica 

(Azmitia & Whitaker-Azmitia, 1997; Kojic et al., 1997; Edagawa et al., 

1998). As modificações na eficácia sináptica estão provavelmente 

relacionadas com mecanismos de plasticidade sináptica. A potenciação 

de longa duração (LTP) e a depressão de longa duração (LTD) são 

geradas a partir da eficácia da sinalização tanto do terminal pré-

sináptico quanto da resposta pós-sináptica. Vários trabalhos 
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demostraram que os mecanismos celulares de LTP e LTD ocorrem 

durante os estágios de refinamento topográfico dependente de atividade 

durante o início do desenvolvimento do sistema visual (Schmidt, 1990; 

Kirkwood & Bear, 1994; Volgushev et al., 1994; Mize, 2000). Enquanto 

LTP, durante o desenvolvimento, fortalece e estabiliza as sinapses pela 

potenciação da transmissão sináptica (Crair & Malenka, 1995), a LTD 

leva a um enfraquecimento e eventual eliminação axonal (Konnerth & 

Eilers, 1994). A serotonina inibe a indução de LTP no córtex visual 

primário de ratos (Edagawa et al., 1998). Estes autores mostraram in 

vitro o bloqueio da LTP pela serotonina no córtex visual de rato. O efeito 

foi revertido na falta de serotonina ou pelo bloqueio de seus receptores 

5-HT1 e 5-HT2 (Edagawa et al., 1998; Edagawa et al., 2001). Estes 

receptores e seus subtipos são conhecidos por iniciar cascatas 

intracelulares que ativam enzimas e mensageiros secundários, como 

Ca++ e AMPc, responsáveis pelo fortalecimento e enfraquecimento de 

conexões ( Malayev & Debski, 1998; Raymond et al., 2001). Normann & 

Clark demonstraram também que altas concentrações de serotonina 

provocam inibição de LTP no hipocampo de ratos adultos (Normann & 

Clark, 2005).  
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5.3 REGULAÇÃO DOS NÍVEIS DE P-CREB PELA SEROTONINA 

 

A transcrição gênica representa um importante fator para o 

rearranjo axonal. Formas de plasticidade de longa duração, LTP e LTD, 

são conhecidas por requererem transcrição gênica. Esses processos são 

regulados pelo influxo de cálcio através de receptores de 

neurotransmissores, incluindo receptores NMDA, e canais de cálcio tipo-

L (Debanne et al., 2003). Inúmeros estudos mostraram que CREB, um 

membro da família de fatores de transcrição, regula a expressão de 

genes envolvidos na neuroplasticidade, sobrevida celular e cognição 

(Mabuchi et al., 2001; West et al., 2002). O aumento nos níveis 

intracelulares de cálcio ou de AMPc levam a uma cascata de eventos que 

culminam na fosforilação de CREB, e este quando ativado, inicia a 

transcrição gênica.  

A serotonina modula a ativação de CREB através da via de 

segundos mensageiros AMPc/PKA . Trabalhos utilizando a Aplysia como 

modelo mostraram que uma simples aplicação de serotonina aumenta a 

concentração intracelular de AMPc  e  PKA, estas por sua vez,  ativam a 

transcrição gênica dependente de CREB levando a formação da 

facilitação de longa duração (Hegde et al., 1997; Mohamed et al., 

2005). CREB possui importante papel na transcrição gênica necessária 

na plasticidade sináptica de vários sistemas de vertebrados. É observada 
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robusta fosforilação de CREB em neurônios corticais de roedores durante 

a plasticidade natural (Pham et al., 1999). CREB também está envolvido 

em processos de aprendizado e memória, através da indução de LTP no 

hipocampo (Davis et al., 2000). 

Como descrito anteriormente, dois subtipos de receptores para 

serotonina foram isolados nas camadas visuais do colículo superior de 

roedores: o receptor 5-HT1A, localizado em terminais pós-sinápticos e o 

receptor 5-HT1B, encontrado em aferentes pré-sinápticos oriundos das 

células ganglionares da retina (Mooney et al., 1996). Postula-se que 

receptores do subtipo 5-HT1B atuem inibindo a transmissão sináptica 

retinotectal em anfíbios (Debski & Malayev, 1998) e roedores (Mooney 

et al, 1996; Salichon et al, 2001) enquanto receptores do subtipo 5-

HT1A ajam afetando a atividade de células coliculares. (Mooney et al, 

1996; Butt et al, 2002). É conhecido que estes receptores modulam 

negativamente a atividade da adenilil ciclase, produtora de AMPc.  

(Hwang & Dun, 1999; Raymond et al., 2001).  

 O presente estudo mostrou uma diminuição dos níveis de P-CREB 

no colículo superior após o tratamento crônico com PCPA. Esses 

resultados refletem um aumento da inibição serotoninérgica à produção 

de segundos mensageiros, AMPc, e posterior ativação de CREB no 

núcleo.  Com a diminuição da fosforilação de CREB no colículo superior, 

acreditamos que esteja havendo uma diminuição da estabilidade dos 
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axônios retinotectais. Isto explicaria os resultados neuroanatômicos 

observados neste trabalho, onde o aumento de serotonina pelo 

tratamento crônico com PCPA estaria causando brotamento das 

projeções retinotectais no colículo superior pela diminuição da eficácia 

sináptica neste local pela ativação e receptores 5-HT1B.  
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6. CONCLUSÕES 

 

1- O PCPA é capaz de induzir redução (tratamento agudo) seguida de 

aumento (tratamento crônico e subcrônico) da expressão de 

neurônios serotoninérgicos nos núcleos da rafe 

2- Os tratamentos crônico e subcrônico com PCPA induzem aumento 

da inervação retinotectal ipsolateral caracterizando ruptura da 

topografia normal. 

3- O tratamento crônico com PCPA induz aumento da plasticidade de 

axônios intactos no modelo de lesão 

4- O tratamento crônico com PCPA induz redução dos níveis da P-

CREB no CS 
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