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RESUMO

Em roedores a especificagdo dos circuitos neurais ocorre durante o
periodo pds-natal com marcante influencia de fatores ambientais. A serotonina
(5-HT), cuja unica fonte metabdlica € o triptofano proveniente da alimentacéo,
esta envolvida diretamente nos processos de desenvolvimento neural uso-
dependente e nos mecanismos de plasticidade sinaptica. Estudamos o efeito da
restricdo nutricional de triptofano sobre a plasticidade do sistema visual de
roedores, em um modelo de reorganizagao induzida de projegdes retinotectais,
apos lesdes unilaterais de retina temporal no décimo dia pds-natal (P10). O
padrdo de inervacdo da projecao retinotectal ipsolateral foi avaliado através da
injecdo intraocular de peroxidase (HRP) entre P14 e P41 em animais
alimentados durante 10 a 41 dias com uma dieta escassa em triptofano baseada
em milho e gelatina (racdo RT), animais alimentados com a mesma dieta,
acrescida de quantidades padrao de triptofano (ragao CT), ou ragao padrao para
roedores Nuvital®. Os resultados mostram uma diminui¢do na capacidade de
brotamento de axénios intactos para regides denervadas do coliculo superior
apdés uma lesdao na retina contralateral nos animais RT. A reintroducdo de
triptofano entre P10-21, mas nao entre P10 e P14, foi capaz de restaurar a
plasticidade retinotectal. A re-alimentacdo com triptofano, apés o término do
periodo critico, entre P28-41, ndo restaurou a plasticidade retinotectal o que
indica um efeito tempo-dependente para reversdo do déficit de plasticidade.
Apos 14 dias pos-natal, os animais RT apresentaram uma reducdo na
imunorreatividade para serotonina nos nucleos da raphe e uma maior expressao
do transportador SERT no coliculo superior. A reducdo da disponibilidade de
triptofano resultou em uma maior expressao da pERK, e reducao da atividade da
metaloprotease-9 de matriz extracelular nas camadas visuais do coliculo
superior. Estes achados evidenciam a importancia deste aminoacido essencial,
como modulador da plasticidade durante o periodo critico de desenvolvimento

dos circuitos sinapticos centrais.



vii

ABSTRACT

The specification of neural circuits in rodents occurs during postnatal
periods and is influenced by environmental factors. Serotonin (5-HT) and its
metabolic source, tryptophan, an essential aminoacid acquired exclusively
through dietary intake, are involved in mechanisms of use-dependent
development of the central nervous system. We studied the effects of the
nutritional restriction of tryptophan in the plasticity of the rodent visual system in
a biological model of induced plasticity of retinotectal projections following
unilateral retinal lesions at postnatal day 10. The innervation pattern of the
ipsilateral retinotectal projection was analyzed after intraocular injections of
horseradish peroxidase (HRP) between P14 and P41 in animals fed though their
mothers during 10 to 41 days after birth with a diet with low tryptophan content,
based in corn and gelatin (RT diet), a diet complemented with standard
tryptophan requirements for rodents (CT diet) or a standard rodent laboratory
diet (Nuvital ®). The results show a marked reduction in the sprouting of intact
axons into denervated territories following a lesion to the contralateral retina in
RT animals. The reintroduction of tryptophan between P10-21 and P10-28, but
not between P10-14 completely restored retinotectal plasticity. However, the
reintroduction of tryptophan after the end of the critical period (P28-P41) did not
restore plasticity, suggesting a time-dependent effect to the reversion of the
plasticity deficit. At P14, tryptophan restriction resulted in a marked decrease in
5-HT immunoreactivity in the raphe nuclei and in increased SERT
immunoreactivity in the colliculuar visual layers. Tryptophan restriction was
associated with an increase in pERK expression and with a decrease in
metalloproteinase-9 activity in the superior colliculus. The present findings
demonstrate the influence of this essential aminoacid as a modulator of neural
plasticity through the reduction in brain serotonin content and matrix degradation

during the critical period of development of central synaptic circuitry.
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1. INTRODUCAO

1.1 A INGESTAO PROTEICA E O SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A nutricdo €é considerada um dos principais fatores ambientais que
influenciam a maturagao e o desenvolvimento funcional do sistema nervoso durante
o periodo critico (Ballabriga, 1990). Seus efeitos influenciam a proliferacdo e
diferenciagdo do sistema nervoso central (SNC), até a formagéo dos circuitos no
periodo poés-natal (Morgane et al., 1993). O desenvolvimento do cérebro inclui
sintese de componentes celulares, tais como acidos nucleicos e proteinas, e em
paralelo, fenbmenos de neurogénese e gliogénese. A migragcao de neurbnios, de
células gliais e a diferenciagdo celular, sdo mais tardios, acompanhados de um
aumento de tamanho das células.

Através do metabolismo dos alimentos ingeridos, € gerada energia para o
desenvolvimento de inumeras estruturas celulares e varios sistemas metabdlicos
essenciais. Os alimentos devem ser ingeridos em quantidades e qualidades variadas
a fim de disponibilizar para o organismo os nutrientes em propor¢do adequada de
carboidratos, lipideos e proteinas, além dos micronutrientes — vitaminas e minerais
(Krause, 1999).

As vitaminas, principalmente as pertencentes ao complexo B, s&o reguladoras
da atividade neuronal atuando em vias fundamentais como glicdlise, ciclo de Krebs,
a cadeia respiratéria e o metabolismo de aminoacidos. A piridoxina (vitamina B6) é
necessaria na biossintese de neurotransmissores, como o acido gama-aminobutirico
(GABA), associado ao desenvolvimento cerebral pela sua atuagdo na sintese

proteica, lipidica e de acidos nucleicos (Gibson, 1999).



O acido félico (vitamina B9) é importante na formacdo e manutencao das
membranas neuronais e gliais. Acredita-se que por sua participacdo na regulagao
dos niveis de tetrahidrobiopterina, fator chave na sintese de serotonina, o acido
folico atue indiretamente na produgéo deste neurotransmissor (Ferstrom, 1974).

Mais de 200 enzimas sao dependentes de zinco, e sua deficiéncia durante o
periodo critico do desenvolvimento cerebral tem efeitos similares aos observados
pela desnutricdo protéico-calérica (Gibson, 1999). A caréncia de ferro, durante os
periodos pré-natais e de lactacdo, em roedores, diminui a atividade da enzima GAD
(descarboxilase do acido glutamico) que é responsavel pela sintese de GABA, além
de diminuir a atividade da triptofano hidroxilase, enzima que participa da primeira
etapa da sintese de serotonina a partir do triptofano (Yager & Hartfield, 2002).

A protein foi o primeiro macronutriente a ser reconhecido como fundamental
para o funcionamento do organismo (Krause et al., 1999). No desenvolvimento das
fungdes neurais, as proteinas fazem parte dos componentes mais importantes
(Morgane et al., 1993)

A desnutricdo protéica tem sido extensamente relacionada aos déficits de
ganho ponderal e de estatura, com implicagdes gerais sobre desenvolvimento de
orgaos e sistemas, em humanos (Perry et al., 1986). Os efeitos da caréncia de
proteinas incluem desde diminuicdo do numero de células, por alteragdes nas taxas
de proliferagdo neural e glial durante o periodo pré-natal, até atrasos nos processos
de diferenciacédo celular, sinaptogénese e deficiéncia de mielinizagdo, no periodo
pos-natal (Ballabriga, 1990; Almeida et al., 2002). Estes efeitos, que sao diretamente
proporcionais a velocidade com que a organizagdo cerebral estda acontecendo,
podem ser permanentes, e dependem do periodo do desenvolvimento em que a
desnutricdo se estabelece; além do grau de severidade e abrangéncia, em termos
nutricionais, do déficit alimentar. Estudos ja demonstraram, que em recém-nascidos,
a ma nutricdo pode gerar diminuicdo da plasticidade no SNC, o que podera ser
prejudicial para toda vida (Almeida et al., 2002).

As proteinas de origem animal s&o consideradas de alto valor biolégico por
conterem todos os aminoacidos essenciais — arginina, fenilanina, histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, valina e triptofano (Moore et al.,

2000). Estes aminoacidos ndo sao sintetizados pelo organismo, portanto, seu



requerimento nutricional deve ser preenchido pela dieta. As proteinas de origem
vegetal, principalmente as oriundas de cereais leguminosas contém aminoacidos
essenciais; entretanto, nem todas contém aminoacidos em proporgdes consideradas
ideais comparadas a proteina standart — ovoalbumina (FAO/OMS, 1989).

No sistema nervoso, alguns aminoacidos atuam diretamente como
neurotransmissores, como a glicina que age em respostas sinapticas inibitérias, na
medula espinhal e também na modulagdo de respostas excitatérias mediadas pela
ativagdo de receptores do tipo N-metil-aspartato NMDA. Além do glutamato e do
aspartato, conhecidos como neurotransmissores excitatérios, outros aminoacidos
sdo precursores de neurotransmissores como o GABA, derivado do glutamato; a
norepinefrina e a dopamina, derivados da tirosina; e a serotonina sintetizada a partir
do triptofano (Yokogoshi & Nomura, 1991; Morgane et al., 1993). O triptofano, por
ser um aminoacido essencial, torna a sintese de serotonina dependente da sua
ingestao dietética (Venero et al., 1992). Apesar da ampla distribuicdo do triptofano
em proteinas de origem animal e vegetal, alguns alimentos, como o milho, possuem
este aminoacido como limitante quando comparados a ovoalbumina (Tabela I).

Foi demonstrado que roedores alimentados basicamente com farinha de
milho tém diminuidos niveis de serotonina no SNC, assim como o total de células
serotoninérgicas nos nucleos da rafe, além de apresentarem altera¢gdes no sono e
no humor (Del Angel-Meza et al., 2001; Orozco—Suarez et al., 2003). Outros estudos
ja apresentaram um déficit de inervagdo serotoninérgica durante a formacgao
hipocampal de animais com restricdo nutricional de triptofano. A dieta
complementada com L-Triptofano € capaz de aumentar os niveis de serotonina no
SNC de ratos alimentados previamente com férmulas deficientes neste aminoacido
(Sarwar & Botting, 1999).

De forma indireta, a ingestdao de carboidratos pode favorecer a sintese de
serotonina ao aumentar os niveis séricos de insulina, que consequentemente,
favorece a captacdo de aminoacidos neutros como a fenilalanina, a treonina, a
leucina, a isoleucina e a valina do plasma para os tecidos periféricos. Os
aminoacidos neutros competem com o triptofano pelo transportador da barreira
hematoencefalica (Dye et al., 2000). Portanto, o triptofano, em uma dieta

hiperglicidica, fica ligado a albumina (a insulina também aumenta a afinidade deste



com a albumina) o que resulta no aumento da proporcéo de triptofano disponivel no
sangue (Moore et al., 2000). Dos 22 aminoacidos, sendo o triptofano o menos
abundante, é importante uma dieta rica em carboidrato, para aumentar sua
disponibilidade na barreira hematoencefalica afim de diminuir a competicdo com os
aminoacidos neutros. Ao contrario, dietas com elevados niveis de aminoacidos
neutros, aumentam a competicdo pela passagem para o SNC, diminuindo assim a
taxa de captacédo do triptofano para serem usados(Rouch et al., 1999).

Alteragdes no sistema serotoninérgico tém sido especuladas como causas de
disturbios de alimentacdo como anorexia nervosa e bulimia, que sdo muitas vezes
tratados com éxito através do uso de inibidores da re-captacdo de serotonina
(Leibowitz, 1990).

TABELA I: Teor de Triptofano em Diversos Alimentos de Origem Animal e Vegetal

Vegetais E mg Cereais E mg Frutas mg
tubérculos (100g) leguminosas (100g) (1009)

Abobora 9 Arroz integral 0,98 Abacate 21
Agrido 30 Centeio 100 Abacaxi 5
Aipim 43 Cevada 136 Banana 12
Alface 9 Milho 23 Caqui 10
Alho 66 Trigo 43 Carambola 4
Batata inglesa 27 Feijao 107 Coco 81
Berinjela 8 Ervilha 37 Figo 6
Beterraba 12 Soja 74 Goiaba 7
Brécolis 31 Carnes (1009) W (mg) Laranja 9
Cebola 17 Frango 340 Maca 1
Cenoura 11 Bovina 219 Mamao 8
Chuchu 25 Ovos 194 Manga 8
Champion 44 Laticinios (100g) W (mg) Melancia 7
Couve-flor 25 logurte 27 Morango 7
Espinafre 40 Leite 48 Péra 2
Pepino 4 Manteiga 12 Péssego 2



Pimentao 0,22 Queijo prato 320 Tamara 50
Repolho 11 Provolone 345 Tamarindo 18
Tomate 7 Requeijao 67 Tangerina 6
Vagem 20 Ricota 125 Uva 3

Fonte: Manual de Nutrientes (Costa, 2002).
Estudo Nacional de Despesa Familiar — Tabelas de Composi¢cao de Alimentos —
IBGE (IBGE, 1985).

1.2- O SISTEMA VISUAL COMO MODELO DE ESTUDO

O processamento visual inicia-se na retina muito antes que qualquer
informacgéo atinja o resto do encéfalo. Dessa forma, a retina é especializada na
conversao de energia luminosa em atividade neural. As células responsaveis por
direcionar os sinais retinianos aos centros encefalicos, s&o as células ganglionares
da retina (CGRs) (Mey & Thanos, 2000; Klassen et al., 2004).

A retina estd organizada em camadas de corpos celulares e camadas de
prolongamentos sinapticos que recebem, integram e traduzem a informacéao visual
(Peters, 2002). A via direta de processamento intraretiniano da informagao visual
envolve a transducdo do sinal luminoso pelos fotorreceptores, localizados na
camada nuclear externa, que se conectam com as células bipolares, da camada
nuclear interna, as quais realizam contatos sinapticos com as células ganglionares,
na camada plexiforme interna. Os axdénios das células ganglionares se dirigem ao
disco 6ptico onde se tornam mielinizados e formam o nervo éptico (Mey & Thanos,
2000; Thanos & Mey, 2001; Stenkamp & Cameron, 2002).

Os nervos opticos, de cada olho, juntam-se no quiasma O6ptico onde irdo
sofrer decussacgao parcial. Nos roedores, 95% dos axdnios do nervo éptico cruzam o
quiasma éptico para o trato optico contralateral (Perry et al., 1983). Os 5% restantes,
que se encontram na periferia temporal da retina, se dirigem pelo trato éptico
ipsolateral (Drager & Olsen, 1980). Aproximadamente 60 % dos axdnios que
trafegam pelo trato 6ptico emitem colaterais que se dirigem para o nucleo geniculado
do talamo (Perry et al., 1983) (Fig. 1).
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FIGURA 1. Esquema mostrando as vias visuais. Os axonios ipsolaterais (em vermelho) e

contralaterais (em azul) de cada olho projetam-se para o Nucleo geniculado lateral, Nucleo

pré-tecto e Coliculo Superior (Purves et al, 2004).

No sistema visual de roedores as células ganglionares da retina sdo geradas
entre os dias embrionarios 14 e 22 (E14 — E22) (Reese & Colello, 1992). Em E15,
surgem os primeiros cones de crescimento no quiasma optico (Horsburgh & Sefton,
1986). Os axbnios das células ganglionares alcangam a borda anterior do coliculo
superior em E16, e por volta de E17 podem ser observadas as primeiras sinapses
(Lund & Bunt, 1976). Em E21 é evidenciada uma densa projecdo formada pelas
fibras retinianas nas camadas visuais do coliculo superior (Bunt et al., 1983).

O coliculo superior € uma estrutura laminada e, como outros centros visuais
no cérebro de mamiferos, contem um mapa retinotdpico preciso que reproduz a
superficie da retina. Suas principais fungdes sédo as integragdes visuomotora no
reflexo orientado e controle dos movimentos sacadicos. Este nucleo visual é dividido
em camadas denominadas stratum zonal, stratum griseum superficiale, stratum
opticum, stratum griseum intermediale, stratum album intermédium, stratum griseum
profundum e stratum album profundum. As trés primeiras camadas, classificadas em
conjunto como camadas superficiais, sdo responsaveis pelo processamento de
informacdes visuais, enquanto as camadas mais profundas relacionam-se
principalmente a fungdes de integragdo multimodal de estimulos visuais, auditivos e
motores (Dori et al., 1998; Isa & Saito, 2001) (Fig. 2).
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FIGURA 2. Esquema ilustrando a laminagao no coliculo superior. A linha pontilhada
delimita as camadas de processamento visual na regido dorsal e as camadas
profundas de processamento auditivo, motor e integracéo de informagées. O stratum

zonale nao esta representado (Parsons et al., 2001).

O stratum griseum superficiale (SGS) constitui-se na principal camada que
recebe aferentes pré-sinapticos da retina (Perry et al., 1983). O transporte
anterogrado de tragadores neuroanatémicos mostra que, em roedores, os terminais
ipsolaterais da retina formam aglomerados de marcagao terminal no limite ventral do
SGS enquanto os aferentes contralaterais ocupam toda a extensao radial das
camadas visuais, superpondo-se consideravelmente as projecdes ipsolaterais
(Hofbauer & Drager, 1985).

Durante o desenvolvimento, os axdnios ipsolaterais provenientes da retina
atingem o coliculo superior e arbonizam-se de maneira imprecisa e difusa nas
camadas visuais do coliculo superior. Em mamiferos ocorre uma organizagao
rudimentar do mapa retinotopico no inicio do desenvolvimento (Lund et al., 1980).
Por volta da segunda semana pdés-natal, os axdénios sofrem um processo de
reorganizagao, que resulta em uma restricdo topografica, quando assumem um grau
de desenvolvimento similar do animal adulto, no qual os campos terminais de fibras

oriundas do olho ipsolateral correspondem a 5% dos aferentes do coliculo superior.



Esses aferentes formam, entdo, pequenos aglomerados de marcagcdo no limite
ventral do SGS e limite dorsal do SO, no ter¢o anterior do coliculo. Esse processo é
essencial para possibilitar a correta representacdo do campo visual nos nucleos
visuais (Lund et al., 1980; Hofbauer & Drager, 1985).

Durante a fase de sinaptogénese, as células alvo sdo selecionadas para
iniciar a formacgao de sinapses. Existem moléculas que orientam os axdnios, como
pistas quimicas, nos caminhos rumo aos alvos. Os axénios sao providos de
estruturas chamadas cones de crescimento que permitem uma eficaz percepgao do
ambiente extracelular e responderam aos diversos estimulos-guia (Rodger et al.,
2000; Skaper et al., 2001; Knoll & Drescher, 2002).

Desta forma, os axénios provenientes das CGRs s&o inicialmente distribuidos
de forma difusa nas camadas visuais do CS de acordo com gradientes de pistas
moleculares. Dentre essas moléculas, encontramos a familia das efrinas e seus
receptores, que sado expressos diferencialmente ao longo da retina e do teto 6ptico,
gerando um principio de organizagdo topografica, onde axénios provenientes da
retina nasal se projetam para a porgéao posterior/caudal do teto éptico e axdnios da
retina temporal se estabelecem na porcdo anterior/rostral. Além disso, axdnios da
retina dorsal e ventral se projetam para regides laterais e mediais do teto Optico,
respectivamente (Thanos & Mey, 2001; Mellitzer et al., 2000; Knoll & Drescher,
2002) (Fig. 3).
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FIGURA 3. Esquema representando a topografia retinotectal. Na retina os numeros de 1-7 e
as letras de A-F representam areas especificas no eixo nasal-temporal e dorsal-ventral
respectivamente, que se correlacionam aos eixos caudal-rostral e lateral-medial,
respectivamente, no tecto 6ptico. (Debski e Cline, 2002)

Outras classes de moléculas presentes também em superficies celulares
atuam, ao contrario das efrinas, como promotoras do crescimento axonal no
desenvolvimento do sistema nervoso. Entre estas sdo conhecidas as moléculas
pertencentes a familia das caderinas, encontradas em neurénios, células gliais,
cones de crescimento e as moléculas de adesdo celular (CAMs) (Holt & Harris,
1998).

Apos o inicio da formacao do mapa retinotectal pelas interagcbes de moléculas
atrativas e repulsivas entre a retina e o coliculo superior, o sistema passa por
processos para alcangar um maior grau de refinamento, a partir de atividade elétrica
entre aferentes e células-alvo (Debski et al., 1990). A atividade elétrica espontanea
das células ganglionares da retina pode ser observada em roedores antes do
nascimento, em E18 (Galli & Maffei, 1988). A sincronizacdo desta atividade
espontanea em células vizinhas na retina contribui para o refinamento do mapa
topografico antes mesmo da abertura dos olhos, orientada entre células vizinhas na
retina “simula” a estimulacdo ambiental e contribui para o refinamento dos mapas
topograficos (Stellwagen & Shatz, 2002). Experimentos em peixes, anfibios e

mamiferos, demonstraram que € possivel abolir o refinamento topografico, através
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do bloqueio da atividade elétrica espontanea com tetrodotoxina (TTX), droga que se
liga irreversivelmente aos canais de sodio voltagem-dependente (Meyer, 1982;
Sretavan & Shatz, 1984; Fawcet & O’Leary, 1985; Schmidt, 1990).

A experiéncia visual, que em roedores ocorre a partir da abertura dos olhos,
entre os dias pds-natal 12 e 14 (P12-P14), influencia de maneira determinante o
desenvolvimento topografico e a plasticidade dos aferentes visuais (Stellwagen &
Shatz, 2002)

Um alto grau de correlacdo de atividade elétrica pré e pds-sinaptica é
determinante para a estabilizagdo uso-dependente de sinapses. Isto foi 0 que propbs
como teoria, em 1940, Donald Hebb. Dessa forma, a plasticidade natural consiste no
rearranjo de conexdes sinapticas, que durante o desenvolvimento e, em menor
intensidade na vida adulta, € essencial para a formacdo adequada dos circuitos
neurais.

A atividade sincronica das células ganglionares vizinhas na retina, as quais
sao estimuladas pela mesma regido do campo visual, gera a somacéo de potenciais
pos-sinapticos excitatdérios nas células alvo, resultando na estabilizacido destas
sinapses. Este € um dos mecanismos responsaveis pelo refinamento, e pelo
ordenamento topografico dos padrdoes iniciais da inervagcdo. A ativacdo de
receptores pés-sinapticos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) para o glutamato esta
relacionada aos processos nos quais a atividade elétrica induz o refinamento
topografico e a estabilizagao sinaptica (Debski & Cline, 2002). O receptor de NMDA,
apesar de ionotropico, tem sua ativagao dependente ndo apenas de ligante mas
também de voltagem, no estado inativado, o ion magnésio bloqueia a condutancia
do canal i6nico deste receptor. Para que ocorra a ativagao deste receptor, faz-se
necessario, além da ligagao do agonista, o deslocamento do ion magnésio, que é
dado por uma prévia alteragdo da voltagem de membrana (despolarizagdo). A
ativagdo dos receptores NMDA produz influxo de calcio nas espiculas dendriticas
pos-sinapticas, consolidando e aumentando a eficacia dos aferentes com atividade
temporal relacionada.

Este modelo de ativacdo do receptor NMDA ¢é importante em varios

fendbmenos envolvendo plasticidade neural, como potenciacdo e a depressao de
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longa duragao da transmissao sinaptica, essenciais aos processos de aprendizado e
memoria (Wheal et al., 1998).

1.3- PERIODO CRITICO E PLASTICIDADE NO DESENVOLVIMENTO DO
SISTEMA NERVOSO

O desenvolvimento das conexdes sinapticas evolui durante uma janela
temporal — o periodo critico. Assim, o periodo critico é descrito como a fase do
desenvolvimento na qual a experiéncia sensorial € capaz de levar a uma extensa
reorganizacgao estrutural das projecdes centrais (Cynader et al., 1990).

Os estagios tardios do refinamento das projegdes retinotectais, observados
durante o periodo critico, sdo mediados principalmente por mecanismos celulares de
potenciacdo e depressao sinaptica, resultando respectivamente na formacdo de
conexdes precisas caracteristicas do padrao adulto e na eliminagdo de sinapses
transitérias (Puro et al., 1977; Tomasulo et al., 1993).

Durante o periodo critico, os processos de desenvolvimento do SNC sao
altamente dindmicos e envolvem alteragcbes anatbmicas, fisiolégicas e
neuroquimicas, sensiveis a estimulos ou insultos oriundos do meio-ambiente
(Morgane et al., 1993). Esse periodo varia de espécie para espécie, sendo que em
humanos, ndo existem dados que delimitem com seguranga os periodos criticos
para maturagdo dos sistemas sensoriais, motores e cognitivos (Berardi et al., 2000)
(Tabela Il).

No sistema visual de roedores, os processos plasticos de refinamento e
reorganizagdo das projegdes retinofugais presentes durante o periodo critico,
ocorrem entre as duas ou trés semanas apos o nascimento (Serfaty & Linden, 1994).

Injecdes intra-oculares de transportadores anterégrados na retina, como a
peroxidase de raiz forte (HRP), sdo capazes de marcar os terminais sinapticos
contra e ipso -laterais, possibilitando avaliar a densidade de marcagao nos terminais
que cruzam ou nao (Serfaty & Linden, 1991). Esta técnica permitiu que Serfaty e
Linden (1994) demonstrassem a segregacao topografica das projecdes retinotectais

ipsolaterais em ratos (Fig. 4).
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Figura 4 — Fotomicrografia de campo escuro mostrando, em cortes coronais (A-D) ou parassagitais
(E-F), a progressiva restricdo tépografica das projecdes retinotectais ipsolaterais no tergco anterior do
coliculo superior. Os ratos receberam injecéo intraocular de peroxidase no dia pés-natal 0 (P 0) (A e
E), P 3 (B), P5 (C e F), e P 10 (D). Notar que as projegdes transitérias entre P 0-3 (A, B e E), se
restringem entre P5-10 (C, D e F) e os aglomerados de marcacao terminal em regides profundas
Stratum Griseum Superficiale(SERFATY & LINDEN, 1994).
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TABELA lI: Periodos Criticos de Desenvolvimento do Sistema Visual

ESPECIE PERIODO CRITICO REFERENCIA

(Land& Lund, 1979)

Roedores 2-3 semanas ap0ds o0 nascimento
(Serfaty, 1994)

32 a 92 semana apos o

Felinos . (Cynader et al. 1990)
nascimento
Primatas 12 semanas pos-natal (Hubel & Wiesel, 1962)
Humanos 5-12 anos apds o0 nascimento (Berardi et al., 2000)

Alteracdes provocadas pelos padrdes de estimulagdo, nessa janela temporal,
apresentam uma significativa reorganizagcao por manipulagdes experimentais, como
bloqueio de atividade elétrica (Debski & Cline, 2002), alteracdo de
neurotransmissores (Bastos et al., 1999), bloqueio de mensageiros retrogrados
(Campello-Costa et al., 2000; Campello-Costa et al., 2006) ou outros capazes de
alterar a estabilizacao sinaptica (Constantine-Paton et al., 1990).

Nesta fase do desenvolvimento, lesbes em setores restritos da retina
temporal, que induzem denervagao localizada em uma area correspondente no
coliculo superior contralateral, geram respostas plasticas caracterizadas pela
presenca de inervagcao anémala da projecao ipsolateral do olho intacto, na superficie

do coliculo superior (Serfaty et al., 2005) (Fig. 5).
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FIGURA 5- Efeito da lesdo de retina temporal, realizada em P10, no coliculo superior
contralateram a lesdo de retina. A) Notar a reorganizagdo das projegdes ipsolaterais
orientada para a superficie (seta) e caracterizada por um padrao bilaminar de marcacgao.
B) Mapeamento da area lesionada no CS (em baixo) através da injegao de tragador no

olho submetido a lesdo (em cima). C) Esquema da reorganizagdo dos terminais

ipsolaterais em resposta a leséo de retina (Serfaty et al, 2005).

A enucleagdao monocular, durante o peiodo critico, também provoca o
aparecimento de projegcbes aberrantes da retina intacta em diregdo aos nucleos
visuais ipsolaterais (Lund & Bunt, 1976; Jen et al., 1984). Esta resposta plastica
decresce em animais adultos, experimentos no cortex visual primario de gatos, uma
sutura palpebral nas primeiras semanas do desenvolvimento apresentou alteragoes
corticais permanentes, ao passo que, o mesmo procedimento em animais adultos,

nao é capaz de produzir modificagdes no cortex visual (Wiesel, 1971).

1.4 METALOPROTEASES DE MATRIZ EXTRACELULAR E PLASTICIDADE NO
SNC

A matriz extracelular (MEC) é composta de uma mistura complexa de
moléculas incluindo colageno, laminina, fibronectina, proteoglicanos e receptores de
superficie celular. A matriz extracelular, além de gerar suporte para as células,

também age como um reservatério de citocinas e fatores de crescimento. A
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protedlise da matriz extracelular pode afetar a aderéncia das células, assim como
liberar fragmentos bioativos (McCawley & Matrisian, 2001).

As metaloproteases (MMPs) s&o enzimas proteoliticas dependentes de zinco
que degradam todos os componentes da MEC, por isso tem sido extensamente
estudadas no contexto da modulacdo das funcbes da matriz, desde o
desenvolvimento embrionario, até a regulacdo da diversidade bioldgica e em
processos patoldgicos, como cancer e muitas doengas neurodegenerativas. Existem
28 isoformas de MMPs descritas em mamiferos, dentre as quais 24 tém seu
substrato identificado, 23 destas ja foram descritas em ratos. No cérebro, as MMPs
podem ser encontradas em diversas regides, estando presentes predominantemente
no corpo e nos dendritos de neurbnios (Vaillant et al., 1999). As isoformas mais
abundantes no cérebro sdo a MMP-2, MMP-3 e a MMP-9 (Yong, 2005 para revisdo).

A atividade das MMPs ¢é controlada por trés fatores: primeiro, a transcricao
génica, ja que muitas sdo expressas apenas apos ativagao celular ou estimulagao;
segundo, ativagdo da pro-enzima, uma vez que as MMPs sdo expressas
inicialmente em forma de zimdgenos; e em terceiro, pela inibicdo por seus inibidores
fisiologicos teciduais (TIMPs). Ja foram descritos quatro tipos de inibidores de
metaloproteinases de matriz (TIMP-1, 2, 3 e 4) e ainda a -2 macroglobulina sérica,
responsavel pela inibicdo das MMPs no sangue e sistema linfatico (Crocker et al.,
2004; Parks et al., 2004). O equilibrio entre a ativagdo das MMPs e sua inibigdo
pelas TIMPs controla o ambiente pericelular, incluindo a movimentag&o de proteinas
da matriz extracelular, a viabilidade dos fatores de crescimento e citocinas. Também
organizam receptores de membrana, além de regularem o crescimento celular,
proliferacdo, migracao e apoptose celular (Sternlicht & Werb, 2001, para revisao).

Trabalhos tém evidenciado a importancia das metaloproteases na formacgao
do mapa topografico no SNC através da regulagdo de fendbmenos cruciais como
neurogénese, diferenciacdo e migragao celular, crescimento axonal, mielinizagcéo e
sinaptogénese, além de interferir em interagcbes de efrinas e seus receptores
(Sternlicht MD & Werb Z, 2001 para revisdo; Webber et al., 2002; Reeves et al.,
2003;Yong V.Wet al., 2005; Ethell & Ethell, 2007) (Fig. 6). Ja foi demonstrado, que
em neurbnios a atividade das metaloproteases esta localizada nos cones de

crescimento, portanto, a inibicdo da atividade das MMPs reduz a motilidade dos
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cones (Sheffield et al., 1994). MMPs também estdo envolvidas na regulacdo da
apoptose, sobrevivéncia de alguns tipos celulares, além de influenciarem na
sinalizacdo celular (Egeblad & Werb, 2002; Parks et al., 2004). Oliveira-Silva e
colaboradores (2007) caracterizaram a expressao e atividade da MMP-9 no coliculo
superior de roedores durante o desenvolvimento, bem como na plasticidade induzida
por lesdao na via retinotectal. Neste estudo, foi demonstrado que a inibicdo da
atividade metaloprotease induz a uma ruptura do mapa topografico retinotectal

dentro do periodo critico do desenvolvimento (Oliveira-Silva et al., 2007).
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FIGURA 6: MMPs regulam eventos de desenvolvimento e regenerativos no SNC. A célula
representada em lilas mimetiza uma célula-tronco do sistema nervoso, que prolifera (em verde) e
migra e em seguida se diferencia em neurdnios ou em oligodendrocitos. MMPs regulam esses
processos agindo sobre diversas moléculas, que incluem fatores de crescimento, moléculas de
matriz extracelular, entre outros. Abreviaturas: receptor do fator de crescimento epidermal
(EGFR), matriz extracelular (MEC) (Traduzido de Yong, 2005).

As MMPs tém sido identificadas como moléculas reguladoras da atividade
sinaptica no hipocampo, interferindo no desenvolvimento de espiculas dendriticas,
assim como na estabilizagdo sinaptica, em processos de potenciacdo de longa
duragédo (LTP), podendo entdo estar modulando processos de aprendizado e
memoria (Reeves et al., 2003; Bilousova et al., 2006).

Conexao direta entre MMP-9 e o aprendizado foi proposta por Wright e
pesquisadores em 2002, ao mostrar que a atividade enzimatica da MMP-9 é
aumentada em hipocampo de ratos submetidos ao aprendizado espacial (Wright et
al., 2002).
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MMPs degradam as moléculas da matriz extracelular que inibem o
crescimento axonal. Desta forma, a atividade das MMPs aumenta a extensdo e a
mobilidade do axdnio, contribuindo para processos de plasticidade cerebral. MMP-9
tém sua fungao proteolitica aumentada numa situacao de peri-infarto cortical a fim
de facilitar a remodelagem axonal. Em um estudo com ratos adultos que tiveram
lesdo cortical unilateral e posteriormente receberam injecdo de um veiculo,
observou-se a sinaptogénese normal com aparecimento de LTP, enquanto em ratos
lesionados que receberam um inibidor de MMPs observaram-se falhas na
capacidade de gerar LTP (Reeves et al., 2003). Em animais nocauteados para
MMP-9 foi exibido um enfraquecimento da meméaria de longa duracgao, o que realga
a importancia da MMP-9 na modulacgéo da plasticidade sinaptica (Nagy et al., 2006).

A atividade das metaloproteases também esta relacionada a ativagao de
receptores do tipo NMDA, o que é de particular interesse pelo seu envolvimento
direto na regulacao da plasticidade.

A plasticidade sinaptica esta associada a MMPs. Essas gelatinases regulam
um complexo coordenado incluindo as moléculas de matriz extracelular, as
moléculas de adeséao celular (CAM) e os elementos do citoesqueleto contribuindo,
portanto, nas mudangas dependentes de atividade, e na morfologia e fungao das
sinapses (Meighan et al., 2006). Baixos niveis de MMP-9 estdo associados com
baixa capacidade de regeneracao de axdénios do sistema nervoso central (Chernoff
et al., 2000). O papel desta metaloprotease na regeneragao, envolve um controle
sobre a migragao de macréfagos e mielinizagao, que séo essenciais na regeneragao
de injurias nervosas (Kiefer et al., 2003).

Em condicdes fisiolégicas, TIMP-1 € expressa essencialmente por neurénios,
e essa distribuicdo espacgo-temporal é consistente com sua fungdo na ontogénese
do hipocampo e do cerebelo (Rivera et al., 1997). Seu perfil de expressao, durante o
desenvolvimento assim como em varias desordens do SNC, tem sugerido que TIMP-
1 poderia contribuir para a fisiopatologia cerebral e diferentes formas de plasticidade,
como plasticidade sinaptica e processos de aprendizado e memoéria (Rivera &
Khrestchatisky, 1999). Animais nocauteados para TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram
problemas com aprendizado e memodria, o que possibilitou a associagdo entre a

modulacédo da plasticidade neural com a razdo MMP/TIMP (Chaillan et al., 2006).
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1.5- SISTEMA SEROTONINERGICO

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) ¢é considerada um
neurotransmissor modulatério encontrado no sistema nervoso, desde o inicio da
formagao do SNC, por volta do décimo segundo dia gestacional (E12) em ratos. Por
isso, a serotonina parece ser essencial para a formacéo dos circuitos neurais. Em
mamiferos, como roedores e primatas, os niveis de serotonina e a expressao de

seus receptores de alta afinidade sao altos no cérebro imaturo (Azmitia et al., 1996)

Os neurbnios serotoninérgicos, localizados proximos a linha média nos
nucleos da rafe do tronco cerebral, sdo divididos em grupos denominados B1-B9 e
emitem projecdes para as regibes ascendentes e descendentes do cérebro (Fig. 7).
O nucleo B7 é o que tem a maior concentragdo de neurdnios serotoninérgicos, cujos
axbnios se projetam para a regido dorsal do mesencéfalo, onde se localiza o coliculo
superior (Beitz et al., 1986). Axdnios da rafe fazem diversos contatos sinapticos no
SGS (Arce et al., 1992).
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FIGURA 7. Esquema mostrando os nucleos da rafe e as suas proje¢des. O nucleo B7

emite projecdes para o coliculo superior ( Traduzido de Siegel et al ., 1999).

Por suas caracteristicas hidrofilicas, a serotonina ndo é capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica (BHE), desta forma, € necessario que sua sintese ocorra

dentro do proprio SNC.
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A serotonina é sintetizada nos nucleos da rafe, a partir do aminoacido
essencial triptofano, que é captado de forma ativa do plasma por carreadores de
aminoacidos neutros da BHE. Dessa forma, a variagdo desse aminoacido no plasma
influencia bastante a sintese de serotonina na rafe (Blundell, 1992). Apds ser
captado, o triptofano é convertido em 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano
hidroxilase a partir de uma hidroxilagdo na posigdo cinco do anel aromatico
formando 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Esta enzima é sintetizada principalmente nos
nucleos da rafe, e s6 é encontrada em células que sintetizam serotonina, portanto,

sua distribuicdo no cérebro é semelhante a da serotonina (Whitaker-Azmitia, 1999)
(Fig. 8).
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FIGURA 8. Esquema demonstrativo das vias de sintese e degradagéo da serotonina. (Siegel
et al, 1999).

A ativagao dessa enzima pode ser bloqueada pela p-clorofenilalanina (PCPA)
que compete com o triptofano ligando-se irreversivelmente a enzima (Barnes &
Sharp, 1999). Apds esse processo, 0 neurotransmissor € armazenado em vesiculas
através de um mecanismo mediado por bomba de protons (Erickson et al., 1992).
Estando entdo armazenada em vesiculas, uma despolarizagdo no neurdnio

serotoninérgico induz a liberagdo vesicular deste neurotransmissor através de um
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mecanismo dependente de calcio. O influxo de calcio, com ou sem despolarizagao
de membrana, pode aumentar a liberagao de serotonina (Rotondo et al., 1997).

O controle da liberacdo de serotonina também é feito por auto-receptores
que podem ser de diferentes subtipos dependendo da espécie, os tipos 5-HT1A e 5-
HT1B sdo amplamente distribuidos nas camadas visuais do coliculo superior. O
aumento da concentragao extracelular de serotonina ativa os auto-receptores pre-
sinapticos, diminuindo a liberagdo do neurotransmissor (Raymond et al., 2001).

A diversidade da sinalizagao serotoninérgica esta relacionada com sua ampla
distribuicdo de receptores. Em mamiferos os receptores serotoninérgicos foram
divididos em sete classes: os receptores ionotropicos pertencentes a classe 5-HT3
seletivamente permeaveis a sodio (Na’), potassio (K') e célcio (Ca™) e os
pertencentes a grande familia de receptores acoplados a proteina G
(metabotrépicos), 5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, E 5-HT7 (Barnes & Sharp,
1999).

A funcdo da serotonina no desenvolvimento do sistema nervoso central é
mediada principalmente pelos receptores 5-HT1A e 5-HT2A (Azmitia, 2001). O
receptor 5-HT1A, localizado tanto em sitios pré-sinapticos como em pdés-sinapticos,
possui alta afinidade para serotonina, além de desempenhar importantes fungdes na
regulagcdo neuroendocrina e térmica, em comportamentos como o sexual e
alimentar, na fungdo imune, estabelecimento de meméria, controle da depresséo e
ansiedade (Barnes & Sharp, 1999; Debski & Cline, 2002; Adell et al., 2002).

Dentre as cascatas intracelulares da serotonina estdo a ativagao ou inibicao
da adenil ciclase e a ativagdo de varias cinases como a proteina cinase A (PKA),
entre outras. O receptor 5-HT2A é amplamente distribuido no SNC, ele atua
ativando fosfolipases, aumentando os niveis de Ca™, ativando proteinas cinases
como a ERK, a calcio/calmodulina (CaM), e regula os fendbmenos apoptoticos em
células glutamatérgicas corticais (Barnes & Sharp, 1999; Raymond et al., 2001).

Uma vez no espacgo extracelular, a serotonina pode ser degradada por uma
monoaminoxidase (MAO) que a converte em 5-hidroxiindolacetaldeido (5-HIAA),
este produto é oxidado por uma NAD*-desidrogenase aldeido-dependente, formando

acido 5-hidroxi indoacético. A 5-hidroxindoleacetaldeido também pode sofrer agao
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de uma NADH-aldeido redutase dependente, formando um alcool. O produto final da
serotonina na via de degradagao ira depender da razdo de NAD+ / NADH no tecido.

O sistema serotoninérgico € um dos primeiros a surgir durante o
desenvolvimento neuroquimico do SNC de mamiferos. Estudos de imunoreatividade
para serotonina demonstraram que em E14 ela ja pode ser detectada, e neste
estagio ocorre a segregacao bilateral dos neurbnios serotoninérgicos em grupos
rostrais e caudais e o inicio do desenvolvimento das conexdes com os alvos pos-
sinapticos (Azmitia, 1999; Rhoades et al., 1990) . Esta fase pode ser dividida em trés
etapas principais: inicio do prolongamento axonal entre E13 e E16, sele¢cédo das vias
de crescimento ascendentes e descendentes entre E15 e E19, e por ultimo, o
desenvolvimento das conexdes terminais, que tem inicio em E19, periodo em que a
maturagdo dos neurdnios serotoninérgicos € considerada completa, e se estende até
o final do periodo critico em P21 (Lautenschlager et al., 2000).

Neurbnios da rafe inervam praticamente todas as regides do encéfalo,
enviando axénios colaterais a areas do cérebro com fungdes relacionadas. Foram
identificados nesses nucleos terminais contento além de serotonina, norepinefrina,
dopamina, acetilcolina, acido gama-amino-butirico (GABA), substancia P e
neurotensina (Azmitia, 1999).

A capacidade de responder plasticamente a modificagcdes no microambiente
constitui uma importante caracteristica do sistema serotoninérgico. Estes neurénios
podem alterar em até quatro vezes o volume celular em resposta a variagao
principalmente de hormdnios esterdides e concentragdao de neuropeptideos (Azmitia
et al., 1996).
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1.5.1 - SEROTONINA E O DESENVOLVIMENTO DO SNC

A serotonina tem sido implicada na regulacdo de atividades que regem o
comportamento (Jacobs & Fornal, 1999) incluindo o ritmo circadiano (Morin, 1999),
sono/vigilia (Leonard, 1996) e fendmenos cognitivos, como aprendizado e memoria
(McNamara & Skelton, 1993). Manipulagdes experimentais dos niveis de serotonina
causam alteragbes na frequéncia alimentar (Blundell, 1992), ao modular
negativamente no hipotalamo, a agdo de mensageiros reguladores do apetite como
as leptinas e neuropeptidio Y (Meguid et al., 2000)..

Inimeras evidéncias tém mostrado que a sintese de serotonina € crucial
durante os primeiros estagios do desenvolvimento em mamiferos. Ja foi observado
que a expressao do RNA mensageiro para a enzima triptofano hidroxilase é induzida
imediatamente apds a fertilizagdo ainda em estagios zigoticos. Outros trabalhos
utiizando PCPA durante a gestacdo em camundongos, indicaram que a
administragdo desta substancia, inibidora da sintese de 5-HT, causa auséncia de
citocinese no zigoto e entdo interrompe a divisdo de embrides pré-implantados
(Walther & Bader, 1999).

Em células corticais, a serotonina promove a diferenciagcdo e sobrevida de
neurdnios glutamatérgicos envolvidos nos processos de estabilizacdo seletiva de
sinapses (Lavdas et al., 1997). As células ganglionares da retina possivelmente
captam e armazenam serotonina durante as duas primeiras semanas pos-natal, pois
foi observada a expressao de transportadores para serotonina (SERT) bem como
para monoaminas vesiculares (VMAT2) (Upton et al., 1999). Em astrocitos, a
serotonina € um estimulo para a liberagdo de S-100B, fator permissivo da
sobrevivéncia neural (Whitaker-Azmitia, 2001). Estes achados sugerem que antes
de assumir seu papel como neurotransmissor, a serotonina atue direta e
indiretamente como fator tréfico para as células em desenvolvimento (Mazer et al.,
1997).

A serotonina também regula a sintese do fator neutréfico derivado do cérebro
(BDNF) no sistema nervoso central. A ativagcdo de seus receptores pode levar a
producao de AMPc e ativagdo de CREB induzindo a transcricdo do gene BDNF, que

€ uma proteina pertencente a familia das neurotrofinas. Esta proteina atua no
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sistema nervoso promovendo neurogénese, sobrevida celular e plasticidade
sinaptica, sua acdo € mediada pela ativagao de seus receptores de alta afinidade
TrKB. Durante o desenvolvimento do cortex cerebral e hipocampo, o BDNF induz a
diferenciagdo de células-tronco em neurdnios e promove a sobrevida dos mesmos.
Na plasticidade sinaptica, atua aumentando a potenciagéo de longa duragéo (LTP).
Indiretamente o BDNF pode estimular o crescimento e sobrevida de neurdnios

serotoninérgicos (Mattson et al., 2004).

1.5.2 TRANSPORTADOR DE SEROTONINA

Na fenda sinaptica, a acdo da serotonina ¢é finalizada pela re-captagao para o
terminal pré-sinaptico por proteinas transportadoras especificas (SERT),
pertencentes a familia de transportadores de neurotransmissores dependentes de
Na®/Cl', que estdo localizadas nos axénios, dendritos e terminais de neurdnios
serotoninérgicos. Portanto, SERT controla a concentragdo de 5-HT na fenda
sinaptica e entdo suas ag¢des nos receptores especificos mantendo a homeostasia
do sistema (Cases et al., 1998).

Inibidores do SERT, como a fluoxetina e a paroxetina, tém sido muito
utilizadas como antidepressivos, para tratamento de desordens psiquiatricas. Essas
drogas aumentam a concentracdo de 5-HT extracelular e diminuem o conteudo de
serotonina dentro das células (Li, 2006). Em camundongos nocaute para SERT, a
atividade e a quantidade da triptofano hidroxilase no cérebro nao foi alterada (Kim et
al., 2005), mostrando que o SERT n&o influencia nas vias de sintese de serotonina.

Em ratos SERT” foi observada uma forte reducao da recaptacao e liberagao
de 5-HT, assim como baixos niveis de serotonina nos tecidos, o que foi associado a
uma atenuacdo da reciclagem de 5-HT, indicando que o sistema serotoninérgico
pode ter perdido sua flexibilidade e dinamismo (Bengel et al., 1998). Variacbes
genéticas na expressdo de SERT, podem levar ao desenvolvimento de alteragdes
de personalidade, o que pode contribuir para potencializar um gatilho de desordens
afetivas (Barr et al., 2004).

Tratamentos crénicos com inibidores do SERT tém sido relacionados nédo so6

com aumento da acdo da 5-HT, mas também com mudancas celulares que tém
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acdes protetoras em doengas como o estresse e com o fendbmeno de neurogénese

hipocampal (Jacobs & Fornal, 1999).

1.5.3 VIAS DE SINALIZACAO DO SISTEMA SEROTONINERGICO

Monoaminas, incluindo a serotonina, tém sido tradicionalmente associadas a
vias de sinalizagdo em neurdnios, tais como modulacdo de AMPc e niveis de Ca*.
Estudos vém apresentando uma hipotese de que as agdes da 5-HT podem modular
indiretamente a ativacdo da cinase ativada por mitdogenos (ERK) e da proteina
cinase B (AKT) (Cowen, 2007).

Ativacao do receptor 5-HT+a é relacionada com a inibigdo da adenilil ciclase,
aumento da condutdncia ao K' e, em alguns tipos celulares, aumento na
concentracao de Ca*? intracelular (Clarke et al., 1987; Araneda & Andrade, 1991).

Ratos tratados com agonistas do receptor 5-HT4a exibiram diminuigdo nos
niveis de pERK ativada no hipocampo (Chen et al., 2002). Inibidores da triptofano
hidroxilase geraram um aumento da atividade da Proteina cinase A (PKA)
dependente de AMPc em neurbnios hipocampais, o que pode influenciar na
estabilidade sinaptica (Elgersma & Silva, 1999).

A plasticidade cortical pode ser regulada por atividade elétrica assim como
por outros fatores tais como neurotrofinas, que sdo os mais fortes ativadores de
ERK, sugerindo que a ERK possa agir como uma molécula integrante desses dois
mecanismos (Pizzorusso et al., 2000). A ativagdo, ou seja, a fosforilagdo da ERK
(PERK) também é muito importante nos fenémenos de aprendizado e memodria,
assim como para plasticidade do cértex visual (Di Cristo et al., 2001).

Muitos estudos tém apresentado inibidores do transportador de re-captacao
da serotonina (SERT) induzindo neuroplasticidade pela influéncia do aumento da
expressdo de fatores de crescimento. Essa hipdtese € consistente com idéias
tradicionais de que os fatores de crescimento ativam a via das MAPK, enquanto a
serotonina € responsavel pela modulacédo através de segundos mensageiros como
Ca*? e AMPc (Cowen, 2007).
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Os papéis funcionais da ERK dependem nao apenas da sua ativagao (pERK),
mas também da intensidade e duragao dessa ativagdo. Em precursores neuronais, a
sinalizagdo transitoria da pERK estimula proliferacdo enquanto uma sinalizagao
constante induz diferenciagdo. Em fibroblastos, sinalizagédo via ERK é essencial para
proliferacdo, mas sinais de alta intensidade induzem parada ou até finalizagdo do
ciclo celular. Portanto, a pERK é considerada uma reguladora indispensavel no
comportamento celular (Dumaz & Marais, 2005). Corroborando com esta idéia, ja foi
demosntrado que problemas na sinalizagcdo das Map-kinases sao identificados em
aproximadamente 30% dos casos de céncer (Pouyssegur & Lenormand, 2003;
Sebolt-Leopold & Herrera, 2004).

A sinalizagdo via pERK também é associada a um grande numero de
disfuncbes no SNC incluindo depressao e suicidio, esquizofrenia e Alzheimer;
entretanto, a relagcdo direta dos receptores para serotonina e as vias que
desenvolvem essas doengas ainda nao é conhecida por completo (Dwivedi et al.,
2001; Kyosseva, 2004; Arjona et al., 2002).

1.5.4- PAPEL DA SEROTONINA NA MATURACAO DOS SISTEMAS SENSORIAIS
E NA PLASTICIDADE SINAPTICA

A distribuicdo topografica de receptores para neurotransmissores excitatorios
e inibitérios, que podem modular a estabilizacdo seletiva de sinapses, exerce uma
funcdo marcante nos fendmenos plasticos observados durante o periodo critico.
Dependendo do subtipo de receptor envolvido, a serotonina pode exercer funcdes
excitatérias ou inibitérias durante os processos de desenvolvimento neural, uso-
dependente (Debski & Cline, 2002).

O maior status funcional do sistema serotoninérgico € atingido precocemente
durante o desenvolvimento em todas as espécies estudadas até o momento
(Whitaker-Azmitia, 2001). Rind e colaboradores em 2000, através da técnica de
hibridizagdo in situ e ensaios radioenzimaticos mostraram que, em roedores, a
atividade da triptofano hidroxilase no nucleo da rafe dorsal aumenta dez vezes entre

E18 e P8, diminuindo progressivamente entre P9 e P22 e apresentando um
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decréscimo de 40% entre P23 e P61 (Rind et al., 2000). Em humanos também foi
observada essa caracteristica de alteracdo de concentragdo de serotonina ao longo
do desenvolvimento.

A serotonina é capaz de influenciar a excitabilidade celular e sistemas de
segundos mensageiros intracelulares como célcio e o monofosfato de adenosina
ciclico (AMPc), aumentando a despolarizagao poés-sinaptica e facilitando a ativacao
de receptores NMDA (Gu & Singer, 1995; Kojic et al., 1997; Raymond et al., 2001).

Em processos de aprendizado e memoria a serotonina exerce uma fungao
facilitatoria sobre a LTP no hipocampo. Foi demonstrado que a infusdo de
mesulergine, um bloqueador do receptor 5-HT2C no cortex visual de gatos, reduz a
plasticidade das colunas de dominéncia ocular apds a privagdo monocular (Kojic et
al., 1997). O bloqueio de receptores 5-HT1 e 5-HT2 gera uma marcante reducdo na
redistribuicdo dos circuitos corticais (Gu & Singer, 1995), sugerindo assim, um papel
permissivo da serotonina na organizag¢ao do cortex visual.

No sistema retinotectal, fortes evidéncias apontam para a idéia de que
a serotonina atua inibindo a estabilizacdo dos aferentes retinianos tanto em fases
precoces do desenvolvimento, quanto em animais adultos, provavelmente por
antagonizar a ativacao de receptores NMDA (Murase et al., 1990). Ao contrario do
descrito no hipocampo, no cértex visual primario de roedores, a LTP € inibida via
receptor 5-HT1A (Edagawa et al., 2001).

Foi demonstrado que a ativacido de receptores 5-HT1B localizados em
terminais pré-sinapticos no sistema retinotectal de hamsters adultos, gera efeitos
inibitérios sobre a transmissdo retinotectal. Como resultado, estas mesmas
projecbes oriundas da retina podem ser expandidas se houver um aumento da
inervagao serotoninérgica no coliculo superior (Rhoades et al., 1993). Experimentos
utilizando fluoxetina, um inibidor da recaptacdo de serotonina, mostraram que este
tratamento induziu a uma perda da topografia com subsequente reorganizagao de
aferentes retinianos no coliculo superior, assim como uma amplificacdo das
respostas plasticas observadas apos lesdes no sistema visual (Bastos et al., 1999).

No coliculo superior de ratos existe uma redugao percentual de sinapses que
foi observada principalmente no final da terceira semana pods-natal. Esta diminuigéo

progressiva dos aferentes serotoninérgicos no coliculo superior € mais uma
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evidéncia de que esse neurotransmissor esta relacionado com o desenvolvimento
dos axonios visuais retinotectais (Dori et al., 1998).

Dados publicados recentemente pelo nosso laboratorio demosntraram que a
reducao de serotonina enddgena, obtida através da restricdo dietética de triptofano,
gerou um atraso no desenvolvimento topografico das projegdes retinotectais de
animais em P10 e P21 (Gonzalez et al., 2008).

As inumeras evidéncias da importancia do sistema serotoninérgico, tanto para
o desenvolvimento quanto para os processos plasticos do SNC, despertaram nosso
interesse em estudar as possiveis modulagdes no sistema serotoninérgico e na

plasticidade retinotectal, induzidas pela restricao nutricional de triptofano.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Considerando a serotonina um neurotransmissor modulatério, presente desde
0 inicio da formacdo do SNC, e sua participagdo em processos plasticos,
objetivamos neste trabalho a investigacdo dos possiveis efeitos de uma restricao
nutricional do aminoacido precursor da serotonina, o triptofano, no modelo de
plasticidade retinotectal.



29

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Avaliar o padrédo de plasticidade das projegdes retinotectais apés uma leséo de
retina no décimo dia pds-natal em condi¢cdes de restricdo nutricional de triptofano
(dieta RT), e nos grupos controle, Nuvital® (controle comercial) e CT (dieta

complementada com triptofano).

¢ Analisar a influéncia do periodo critico do SNC no efeito da restricado nutricional

de triptofano, através da re-introducdo desse aminoacido na dieta.

% Quantificar o numero de células serotoninérgicas, dos nucleos da rafe, em

animais alimentados até P14 com a dieta CT e RT.

« Avaliar possiveis alteracbes na expressao do transportador de serotonina
(SERT), em animais restritos de triptofano até P14, quando comparados com a

expressao em alimentados com a dieta complementada até a mesma idade.

s Comparar a expressao da cinase ativada por mitdgeno (pERK), nos coliculos

superiores de animais que receberam a dieta CT e RT até P14.

« Investigar o perfil de atividade da metaloprotease de matriz extracelular 9 (MMP-
9), nos animais restritos e complementados com triptofano até P14. Analisar a
atividade da MMP-9, em resposta a enucleagdo monocular, nos grupos CT e RT no

dia pos-natal 10, com diferentes tempos pds-denervacéao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MODELOS EXPERIMENTAIS

Ratos pigmentados da linhagem Lister Hooded com idades pods-natal entre
zero e 41 dias {PO (dia do nascimento) — P41}, foram utilizados em todos
experimentos. Os experimentos foram realizados segundo as normas para

experimentagédo animal da Sociedade Brasileira de Neurociéncias.

3.2 DIETAS

Foram empregados trés tipos de dietas normocaldricas; a dieta controle
(Nuvital®), a complementada com triptofano (Sigma®) (CT 357.08 Kcal — Tabela lll),
e a com restricao de triptofano (RT 363.45 Kcal — Tabela 1V). Estas duas ultimas
dietas foram preparadas tendo como base farinha de milho e gelatina (Tabelas Ill e
IV). Os valores para macronutrientes, vitaminas e minerais foram calculados de
acordo com o requerimento AIN-93 (Reeves et al., 1993) para roedores durante o
periodo de lactagdo, sendo os pellets elaborados pela Rhoster® Industria e Comércio
Ltda.



31

TABELA lll: Composi¢ao centesimal da dieta com restricdo de triptofano

Fuba 76.00 7.28 58.65 1.51 4.59 0.045
Oleo de soja | 3.50 - - 3.50 - -

Mix de 3.50 - - - - -
minerais

Mix de 1.00 - - - - -
vitaminas

Gelatina 16.00 13.66 - - - -
Total 100g 20.94 58.65 5.01 4.59 0.045
VET (Kcal) 363.45 83.76 228.40 45.00 - -

TABELA IV: Composicao centesimal da dieta complementada com triptofano

Fuba 75.75 7.26 57.10 1.50 4.59 0.045
Oleo de soja | 4.50 - - 3.50 - -

Mix de | 3.50 - - - - -
mineraig

Mix de 1.00 - - - - -
vitaminas

Gelatina 16.00 13.66 - - - -
L-triptofano 0.25 - - - - 0.250
Total 100g 20.92 57.10 5.00 4.59 0.300
VET (Kcal) 357.08 83.68 228.40 45.00 - -

A dieta com restrigdo de triptofano contém 23 % do seu valor energético total
(VET) constituido por proteinas de baixo valor bioldgico (BVB), 63% por glicidios e
14% de lipidios, e contém um mix balanceado de vitaminas e minerais. Entretanto
sua base proteica é desprovida de triptofano, contendo apenas 0,06% deste
aminoacido, o que nao ¢ significativo. A dieta complementada com triptofano possui
uma composi¢cao idéntica a dieta RT diferindo apenas na concentragdo deste

aminoacido, complementado com 0,25% de L-triptofano (Sigma®) o que é
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equivalente a recomendacgao para roedores em periodo de lactagdo (Benevenga et
al., 1994).

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As maes foram alimentadas a partir do nascimento da prole, com ragao RT,
CT, ou a dieta controle comercial Nuvital® até diferentes idades.

Os animais destinados aos estudos de imunohistoquimica (serotonina e
SERT), zimografia (MMP-9) e Western Blotting (pERK), receberam a dieta CT ou
RT, atravéz da amamentagdo, até o décimo quarto dia pos-natal (P14), quando
foram sacrificados.

Todos os animais, destinados ao estudo da plasticidade induzida receberam
uma lesdo de retina temporal no olho esquerdo no décimo dia pds-natal (P10).
Alguns grupos ingeriram somente as ragbes RT ou CT até a idade que foram
analisados, P14 e P21. Um grupo (RT P10 — CT P10-14) foi constituido por animais
que receberam a dieta restrita de triptofano (RT) até P10 e que foram
complementados com esse aminoacido (dieta CT) durante os quatro dias restantes
de sobrevida (de P10 até P14). Outro grupo (RT P10-CT P21) era formado de
animais restritos de triptofano (RT) até P10, e que receberam a ragéo
complementada (CT) de P10 até P21. Foram ainda estudados os animais
alimentados com a dieta RT até P28 e, posteriormente com a CT até P41, quando
entdo foram estudados. Os ultimos grupos controles analisados, foram os ratos que

receberam somente a ragdo comercial Nuvital® até P14, P21 ou P41 (Tabela V).
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TABELA V: Dietas recebidas pelos diferentes grupos experimentais para o
estudo da Plasticidade

CTP14

RTP14
NUVITALP1

RT-CT P10-P14

NUVITALP2

RT-CT P10-P21

NUVITALP4

RT-CTPF21-PH1

| | | I
| I I | | |
PO P10 P14 P21 P28 P41

IDADE POS-NATAL
Lesdo de Retina

3.4 TECNICAS NEUROANATOMICAS

Essas técnicas permitem a visualizacdo, ao microscopio optico, de axénios do

sistema visual e suas conexdes com nucleos visuais centrais, e de células no SNC.

3.4.1 LESAO DE RETINA TEMPORAL

Animais dos diferentes grupos experimentais descritos acima, foram
submetidos em P10 a lesdes unilaterais na retina temporal esquerda (contralateral)
sob anestesia com éter/agua (1:1) (Fig. 10). As palpebras foram abertas por meio de
uma incisdo com bisturi sobre a fenda palpebral. Em seguida foi feito uma pequena
incisdo através da esclera entre o limbo e o disco O6ptico. Este procedimento
secciona os axOnios das células ganglionares da retina e leva a denervagao da

regido anterior/lateral correspondente no coliculo superior (Serfaty et al., 1990).
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3.4.2 ENUCLEACAO MONOCULAR

Lund e colaboradores mostraram que a enucleacdo monocular em ratos
neonatos induz plasticidade dos axénios referente ao olho intacto, onde a via
ipsolateral expande seus campos terminais nas camadas visuais do CS contralateral
a enucleagdo monocular. Para analises de zimografia, os animais, alimentados com
a dieta RT ou CT, no 10° dia pds-natal foram submetidos a retirada do globo ocular
esquerdo, conforme descrito anteriormente (Fig. 9) (LUND et al., 1980). Os animais
foram anestesiados pela inalagdo de uma mistura éter/agua na proporgéo 1:1 e os
olhos abertos por meio de uma incisdo ao nivel do sulco que define as bordas
palpebrais. Em seguida, com o auxilio de uma tesoura a musculatura intrinseca do
olho foi seccionada e o olho removido. Apds a remogao do globo ocular, foi inserido
um pedaco de gel foam na cavidade ocular e por fim as palpebras foram seladas
com gel de cianoacrilato. Apds a recuperagdo da anestesia os animais foram
devolvidos ao biotério. Estes animais em P10 tiveram uma sobrevida de 3, 6, 12, 24,

48, 72 horas poés-leséao.

CSs CSs
Deaferentado Controle

O.D.

FIGURA 9 — Esquema ilustrando o modelo de enucleacdo monocular. O CS deaferentado
perde aproximadamente 95% das aferéncias enquanto o CS controle perde apenas 5% , o que
possibilita este ser o controle interno da lesdo. O.D. = Olho direito.
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3.4.3 INJECAO INTRA-OCULAR DE PEROXIDASE (HRP)

Os tragcadores neuroanatdmicos injetados diretamente no humor vitreo,
permitem a analise do padrao de distribuicdo dos axbénios que emergem da retina
durante o desenvolvimento do sistema nervoso. Com este instrumental pode-se
determinar o tempo de desenvolvimento e grau de maturagédo dos axénios visuais

A peroxidase da raiz forte (HRP tipo VI — Sigma®) é uma enzima que, apos
injecao intraocular, é captada pelas células ganglionares da retina, e transportada de

forma anterégrada, pelo nervo 6ptico até o coliculo superior.

Os animais foram anestesiados por inalagdo de éter etilico para injecao
intraocular de peroxidase (HRP) na camara vitrea do olho direito apés uma pequena
incisdo na regiao dorsal entre o limbo e a camara anterior. Estas injegcdes foram
realizadas com uma micro seringa Hamilton® contendo 4uL de uma solugdo que
continha, HRP 30% dissolvido em dimetilsulféxido (DMSQO) 2% em NaCl 0,9%
sempre no ultimo dia do tratamento (Fig. 10). Apds a inje¢cdo, os animais tiveram

uma sobrevida de 24 horas, quando entdo foram perfundidos.

Injecdo de HRP no Olho Esquerdo

Inducéo de plasticidade
de axénios do olho
intacto

Injecéo de
HRP

Lesé&o na retina temporal
do Olho Esquerdo

FIGURA 10. Esquema mostrando a plasticidade retinotectal induzida por lesdo de retina. A

lesdo no olho esquerdo induz uma denervacgéo nos axdnios no CS contralateral, visualisada
pela injecao de HRP no mesmo olho (seta azul). Reorganizagdo dos ax0nis ipsolaterais no
CS, observada pela injegdo de HRP no olho direito (n&do-lesado), em resposta a leséo de

retina do olho esquerdo (seta vermelha) (Modificado de Serfaty & Linden, 1994).
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3.4.4 PERFUSAO

Os animais destinados a analises morfologicas (histoquimica de Mesulan e
Imunohistoquimica), foram perfundidos transcardiacamente com solugdo salina
(NaCl 0,9%) contendo heparina 0,05% por cerca de 10 minutos, para remogéo de
todo sangue corporal e assim proporcionar adequada fixacdo pela solugdo de
Karnowski (paraformaldeido 1% e glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato 0,1M, pH
7,2 —7,4), para histoquimica, e paraformaldeido 4% para imunohistoquimica. Apés a
fixagdo, os cérebros foram removidos e mantidos overnight em uma solugdo de
sacarose a 20% em tampéao fosfato 0.1M, pH 7.2 — 7.4, a fim de crioproteger os

tecidos.

Os cérebros foram congelados em gelo seco e posteriormente cortados, no
plano coronal ou parassagital, em um micrétomo de congelamento American Optical
a —15°C, na espessura de 40 micrébmetros, para histoquimica de HRP e a 20

micrémetos para imunohistoquimica.

3.4.5 HISTOQUIMICA PARA HRP

Apos a criotomia os cortes foram imersos em tampéao fosfato 0,1M pH 7,4 e
deixados overnight a 4°C. A seguir foram processados de acordo com o protocolo de
Mesulan (Mesulan, 1978) no qual sao utilizadas duas solugbées em um volume final
de 200ml. A solugcdo A é composta de 185mL de agua MiliQ, 10mL de tampéo
acetato 0,2M pH 3,3, 18mg de Nitroprussiato de Sodio (NPS) e a solugéo B consiste
de 2mL de alcool etilico absoluto e 10 mg de tetrametilbenzidina (TMB). Estas
solugdes foram preparadas separadamente e misturadas no momento da incubacao,
apo6s 20 minutos nas cubas contendo os cortes e as solugdes, foi adicionado 6mL de
substrato do tragador injetado, o peréxido de hidrogénio a 0,3%, apos mais 20
minutos de reacao os cortes foram lavados 6 vezes com tampao acetato a 0,5% pH

3,3 e montados em laminas previamente gelatinizadas.
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No dia seguinte as laminas foram desidratadas por 5 segundos em alcool
etilico absoluto, clarificadas duas vezes em xilol por 5 minutos, montadas com
laminulas em Entelan (Merck) e fotografadas em microscopia 6ptica de campo
escuro para posterior andlise quantitativa das projegcdes retinianas no coliculo

superior.
3.4.6 TECNICA IMUNOHISTOQUIMICA

Animais que receberam a dieta restrita de triptofano (RT), ou a dieta
complementada com triptofano (CT), até o décimo quarto dia pdés-natal (P14) foram
sacrificados, e os cérebros processados conforme descrito anteriormente. Para o
estudo da imunorreatividade para seroonina, foram selcionados cortes parassagitais
sequenciais da linha média dos cérebros dos animais (analisamos cerca de 30
cortes por animais), a fim de avaliarmos as mesmas areas dos nucleos da rafe em
todos animais. Os cortes, montados em laminas previamente gelatinizadas, foram

armazenados em freezer a —20°C para conservacgao das estruturas.
Para o processamento imunohistoquimico utilizamos o seguinte protocolo:

% Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 5 minutos (3X);

% Inativacao da peroxidase endégena com metanol e H,O, 3% durante 10 minutos;
% Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 5 minutos (3X);

+ Bloqueio dos sitios inespecificos com soro normal de cabra (NGS) 10% diluido
em PBS contendo Triton a 0,25% durante 30 minutos;

¢ Incubacdo dos cortes com o anticorpo primario especifico para serotonina
(SIGMA S-5545, na diluicao 1:10000), ou para o transportador de serotonina (SERT)
(monoclonal, CHEMICON MAB1564, na diluicdo de 1:1000) diluidos em PBS/Triton,
a temperatura ambiente e em camara umida durante 24 horas; os cortes controle
foram incubados com PBS/Triton somente.

% Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 5 minutos (3X);

% Incubagado dos cortes com o anticorpo secundario, contra coelho (VECTOR BA-
1000, diluigao 1:500, produzido em cabra - cortes incubados com anti-serotonina) ou
contra camundongo (VECTOR BA-2001, diluigdo 1:200, produzidos em cavalo -
cortes incubados com anti-SERT), diluido em PBS/Triton, a temperatura ambiente

em camara umida durante 90 minutos;



38

%+ Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 5 minutos (3X);

¢ Incubacgado do tecido com o complexo avidina-biotina, a temperatura ambiente e
em camara umida durante 60 minutos;

% Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 5 minutos (3X);

+ Revelacdo da atividade enzimatica da peroxidase pela incubacdo com solucao
DAB (diaminobenzidina- Sigma) diluida em tampao Tris HCI 50 mM na presencga de
peréxido de hidrogénio (H202 0,015%), em camara escura, num periodo de tempo
que variava de 3 a 10 minutos;

% Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 10 minutos (4X);

% Desidratagdao das laminas por 5 segundos em alcool 50, 70, 80, 90% e alcool
absoluto, seguida por xilol durante 5 minutos (2 trocas);

% Montagem das laminulas utilizando Entellan (Merck).

3.5 WESTERN BLOTTING

Os animais CT ou RT, em P14, foram sacrificados por inalagdo com
cloroférmio e decapitados. Apds a dissecacido do encéfalo, as camadas superficiais
do coliculo superior dissecadas, com auxilio de um bisturi N° 15. O tecido, referente
a fatia de 1 coliculo superior, foi transferido para um ependorf com 100 uL de
tampéao de amostra-SDS, dentro do gelo e entédo “vortexado” por cerca de 5 minutos,
até que fosse dissolvido todo o tecido. O homogenizado foi levado a fervura por 5-8
minutos, e centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Apds a centrifugacgéo, o
sobrenadante foi transferido para outro ependorf e conservado congelado no freezer
a-70 °C.

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976),
utilizando albumina sérica bovina como padrao.

Com as amostras prontas, foi realizado western blotting para visualizar a
expressao da proteina ERK fosforilada. Foi utilizado 50 ug de proteina para correr no
gel SDS/PAGE 10%. A corrida foi realizada sob amperagem constante de 20 mA.
Ap0ds a corrida foi realizada a transferéncia das proteinas para membranas de PVDF
durante 1h com voltagem fixada entre 45-60 V. Logo apods a transferéncia, realizava-

se 0 bloqueio dos sitios inespecificos com uma solugdo de bloqueio de TBS-T + 5%
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de leite por duas horas. Em seguida, as membranas foram lavadas uma vez por 5
minutos com TBS-T e incubadas com anticorpo primario monoclonal de coelho anti-
pPERK. Apss 24h, as membranas foram lavadas trés vezes por 10 minutos com TBS-
T, incubadas com anticorpo secundario por 1 hora, lavadas mais 2 vezes com TBS-T
e uma vez com TBS e, reveladas em filmes radiograficos apds exposigcdo ao
reagente ECL (Tabela VI).

Foi realizado também o controle de carregamento das proteinas no gel de
eletroforese, utilizando a proteina ERK n&o fosforilada (ERK TOTAL) como controle.
Para isso, foi realizado o stripping da membrana da seguinte forma: Apds a
membrana ter sido utilizada na revelacao, ela foi lavada com TBS e incubada com
uma solugdo de glicina 0,2M pH 2,2 por 30 minutos em agitagao orbital. Em seguida,
a membrana estava pronta para ser novamente bloqueada e, assim, dar inicio

novamente ao protocolo de incubacdo com os anticorpos.

Anticorpos Origem Fonte (EXPERIMENTOS) Diluicao

Anticorpos Primarios

Anti-ERKp Coelho Oncogene (WB) 1:500

Anti-ERK TOTAL Coelho Santa Cruz (WB) 1:6000

Anticorpos Secundarios

Anti-lgG de coelho Burro Amersham Bioscience (WB) 1:5000

TABELA VI — Relagao de anticorpos utilizados, suas respectivas concentragoes
e fonte de obtencdo. Todos os anticorpos primarios e secundarios foram

diluidos em TBS-T+5% de leite para os experimentos de western blot (WB).

3.6 ZIMOGRAFIA

Coliculos superiores de animais P14, alimentados com a dieta RT ou CT,
foram homogeneizados sem a inclusdo de inibidores de proteases, em 100ul de
tampao de homogeneizacédo (100mM Tris HCI, pH 7,6; 200mM NaCl; 100nM CaCly,
1% Triton-X 100). Os homogeneizados foram centrifugados a 15000 xg por 10
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minutos a 4°C e os sobrenadantes utilizados para analise. Proteinas foram
quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilisando albumina sérica
bovina como padrao.

As amostras resultantes foram estocadas a -70°C para analise. Cada amostra
de 50ug foi submetida a zimografia em gel de acrilamida a 10% co-polimerizado com
1% de gelatina. As amostras foram acrescidas de tampao contendo SDS na
auséncia de agente redutor. A corrida teve duracdo de 2 horas, submetida
inicialmente a corrente constante de 15mA (por 1 hora) e posteriormente 20 mA (1
hora).

Apos a corrida, os géis foram lavados em tampao tris HCI 50mM pH 7,6
contendo 2,5% triton X-100 por 1 hora, sob agitacdo, para renaturacdo das
proteinas. Em seguida, os géis foram transferidos pra o tampéo de lise Tris HCI
50mM pH 7,8 contendo 150 mM NaCl e 5mM CacCl,, a 37°C, sob agitagdo. Os géis
foram corados com azul brilhante de comassie blue R-250 (Sigma®) a 5% em 40%
de etanol e 10% de acido acético. Bandas de proteinas lisadas num fundo azul
furam visualisadas pela marcagcdo com comassie blue. Os géis foram entédo
descorados e posteriormente escaneados usando o programa Adobe Photoshop. A
identificacdo da metaloprotease foi feita baseada no peso molecular, considerando a

forma ativa da MMP-9 (86 KDa), utilizando padao de peso molecular Bio-Rad.

3.7 ANALISE DOS RESULTADOS

3.7.1 GANHO PONDERAL

Os animais experimentais foram pesados diariamente, desde o nascimento,
até P21, com o objetivo de comparar o ganho ponderal entre os grupos CT e RT.
Apos a realizagao das médias dos pesos, os resultados foram analisados utilizado o
teste t de Student.
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3.7.2 ANALISE DOS RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA
SEROTONINA

Com o objetivo de comparar a diferenca no numero de células
serotoninérgicas marcadas nos cérebros dos animais que tiveram restricdo de
triptofano e dos animais que ingeriram triptofano com a dieta complementada cortes
adjacentes a linha média do cérebro, e que continham neurdnios positivos para
serotonina nos nucleos medianos da rafe foram selecionados. As imagens foram
fotografadas utilizando o microscopio oOptico Zeiss Axioskop e captadas com o
auxilio de uma camera digital Sound Vision. As células serotoninérgicas dos nucleos
ventrais e do nucleo dorsal da rafe foram contadas em cada corte, e para cada
animal foi obtida uma média, representando, portanto o numero médio de neurdnios
dos nucleos dorsais e ventrais por animais. A analise estatistica foi feita com o

auxilio do programa Graph Pad Prism.

Nos histogramas estdo representados a média e o erro padrao da média.
Para analisar a quantificagdo da imunorreatividade para serotonina foi usado o teste
T de Student. Para todos os testes estatisticos foram considerados como

significativos os valores com p< 0,05.

3.7.3 ANALISE DOS RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA PARA O
TRASNSPORTADOR DE SEROTONINA (SERT)

Com o objetivo de comparar a diferenga na quantidade de fibras
imunoreativas para SERT entre os animais que tiveram restricao de triptofano (RT) e
0s que ingeriram triptofano com a dieta complementada (CT), cortes do coliculo
superior marcados para SERT foram fotografados utilizando o microscépio 6ptico
Zeiss Axioskop e uma camera digital Sound Vision. Avaliamos a intensidade e
quantidade de fibras que expressavam esse transportador pela marcagao da
imunorreatividade através do programa (Scion Image), que faz analise de densidade
optica. Nos histogramas estédo representados a média e o erro padrédo da média. A
analise quantitativa da imunorreatividade para SERT foi realizada pelo programa
Graph Pad Prisma, e utilisamos o teste T de Student para os resulatdos estatisticos,

foram considerados significativos os valores com p< 0,05.
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3.7.4 ANALISE HISTOLOGICA — MESULAN

A analise quantitativa dos resultados da histoquimica foi feita apods
observacao ao microscopio optico sob iluminagao de campo escuro e luz polarizada.
Apos digitalizacdo das imagens obtidas ao microscopio, utilizamos um programa
(Scion Image). Atravéz deste programa analisamos a densidade Optica do primeiro
terco superficial do rearranjo plastico da projegao retinotectal ipsolateral apés uma
lesdo na retina contralateral nos animais experimentais e controles, a fim de
avaliarmos o efeito da influéncia da restricdo de triptofano sobre a plasticidade
retinotectal. A analise estatistica foi feita com o auxilio do programa Graph Pad
Prism, utilizando a analise de variancia (ANOVA), e posteriormente o pds-teste de

Tukey para comparagao entre 0s grupos.

3.7.5 ANALISE DOS RESULTADOS: WESTERN BLOT E ZIMOGRAFIA

A quatificacdo das bandas observadas nas técnicas de western blot e
zimografia foi feita através da analise por densitometria usando a analise de Gelplot
macros no programa Scionlmage Software, Version 4.03, (Scion Corporation, MD,
USA) que mede a densidade integrada de cada banda. Os dados em cada gel foram
comparados a um controle interno, considerando como 100%. A analise foi realizada
pelo programa Graph Pad Prisma, e utilizamos o teste t de Student para os

resulatdos estatisticos, foram considerados significativos os valores com p< 0,05.
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4 RESULTADOS

Os animais que participaram desse estudo foram divididos em trés grupos; os
animais controles que receberam a ragao comercial para roedores (Nuvital®), os que
receberam a ragdo complementada com triptofano (CT), o controle interno da dieta,
e 0 grupo experimental, que recebeu a ragdao com restricao de triptofano (RT).

Ao observar que os animais RT tinham um tamanho reduzido, em
comparagao com os CT da mesma idade, fomos analisar o quanto essa diferenca
era representativa.

Nossos resultados demonstraram que o grupo alimentado com a dieta RT, até
o dia pés-natal 21 (P21), apresentou um deficit ponderal quando comparados com
os animais do grupo controle Nuvital®. Os animais que receberam a dieta RT até o
décimo dia pds-natal, posteriormente ingeriram triptofano pela racdo CT até o
vigésimo primeiro dia pds-natal (P21), apresentaram um menor ganho de peso
comparado com o grupo Nuvital®, entretanto ganharam mais peso que os animais
RT da mesma idade (Fig.11), sugerindo que a deficiéncia no ganho de peso é
reversivel.

A alteragdo de peso observada nos animais restritos de triptofano nao foi
associada por atrasos na maturacdo somatica. Sinais desta maturacdo tais como
descolamento do pavilhdo auditivo, erup¢ao dos dentes incisivos com sete dias pés-
natal e a abertura dos olhos entre P13 e P14 foram observados no mesmo periodo
em todos os grupos experimentais, indicando um padrdo de desenvolvimento
somatico normal nos animais submetidos a restricdo nutricional de ftriptofano
(Gonzalez et al, 2008).
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FIGURA 11. Anadlise quantitativa da variagdo ponderal entre os animais controle, os quais
receberam dieta Nuvital®, os animais alimentados somente com ragdo RT e aqueles que, alem
da racdo RT foram complementados com triptofano apos a lesdo em P10. Barra mostra erro
padrdo da média. CONTROLE n= 6, RT n=6 e RT-CT n=5, ***p<0,001.

4.1 IMUNODETECCAO DE SEROTONINA NOS NUCLEOS DA RAFE: RELACAO
COM AS DIETAS CT ERT

Como a sintese de serotonina é dependente do aporte nutricional de
triptofano, o primeiro passo do nosso trabalho foi avaliar possiveis alteragdes na
presenca de células serotoninergicas nos nucleos da rafe em animais alimentados

com a dieta restrita de triptofano (RT), comparados com o grupo controle CT.

O padrao de imunorreatividade para 5-HT, nos nucleos ventrais e dorsais da
rafe mostrou uma diferenca significativa entre os animais que foram alimentados
com a dieta RT, e os que receberam triptofano na quantidade recomendada para
roedores através da dieta CT até P 14 (Fig. 12-A, B e Fig. 13-A, B). A analise
quantitativa mostrou que tanto nos nucleos ventrais quanto nos nucleos dorsais da
rafe, os animais que receberam a dieta RT tinham menos células imunorreativas
para serotonina quando comparados com o grupo que recebeu a dieta CT (Fig. 14).
Essa diferenca na quantidade de células marcadas nos nucleos da regido dorsal é

de extrema importdncia para o nosso estudo, pois nessa regido € onde esta
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localizado o nucleo B7, de onde partem os axdnios serotoninérgicos que irdo inervar

os coliculos.
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FIGURA 12. Imunorreatividade para serotonina em cortes parassagitais dos nucleos ventrais da
rafe em ratos no dia pds-natal 14 (P14). Células serotoninérgicas ( f) A) Animais alimentados
com aracao CT. B) Animais alimentados com a racao RT. Notar o menor numero de células
marcadas nos animais alimentados com a ragao RT em comparacgéo aos que receberam a ragao
CT. CONTROLE= auséncia do anticorpo primario. Todos cortes foram reagidos na mesma

imunorreagcado. Aumento de 100X Escala= 0,1'mm C) Esquema mostrando a regido fotografada.
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FIGURA 13. Imunorreatividade para serotonina em cortes parassagitais dos nucleos dorsais da

rafe em ratos no dia pdés-natal 14 (P14). Células serotoninérgicas ( f) A) Animais alimentados

com aragao CT. B) Animais alimentados com a racao RT. Notar o menor numero de células

marcadas nos animais alimentados com a ragao RT em comparacgéo aos que receberam a ragao

CT. CONTROLE-= ausencia do anticorpo primario. Todos cortes foram reagidos na mesma

imunorreacdo. Aumento de 100X Escala= 0,1mm C) Esquema mostrando a regi&o fotografada.
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FIGURA 14. Histograma mostrando a média do numero de células marcadas para serotonina

nos nucleos dorsais e ventrais da rafe dos animais que receberam dieta CT e RT. Notar a

diferenca significativa na quantidade de células marcadas entre os grupos experimentais

tanto nos nucleos dorsais como ventrais, n=4 animais em cada grupo experimental p<0,05.
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4.2 IMUNODETECCAO DE SERT NOS COLICULOS SUPERIORES: RELACAO
COM AS DIETAS CT ERT

A disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica é controlada por um
transportador presente na membrana do terminal pré-sinaptico (SERT), que é
responsavel pela reciclagem de 5-HT para o meio intracelular. A funcdo da
serotonina no sistema é entdo dependente da concentracdo de SERT na membrana

pré-sinaptica (Galineau et al., 2004).

Como no nosso modelo de estudo foi observado um reduzido numero de
células serotoninérgica da rafe em animais restritos de triptofano, investigamos se
essa restricao nutricional poderia estar modulando a expressao do transportador de

5-HT, que é tao importante para o sistema serotoninérgico.

A imunorreatividade para SERT, nos coliculos superiores, de animais
alimentados com a dieta complementada com triptofano até o décimo quarto dia
pos-natal (CT P14) foi menos intensa e marcou uma menor quantidade de fibras
expressando o transportador de serotonina quando comparada com a
imunorreatividade presente nos coliculos superiores de animais que tiveram a
restricdo nutricional de triptofano até a mesma idade (RT P14) (Fig. 15-A e B). A
analise quantitativa da densidade o6ptica confirmou essa significativa diferenga na
marcacao de fibras, mostrando uma maior intensidade de marcagao nos coliculos de
animais RT (Fig. 16). Esse resultado sugere uma resposta dos axénios pré-
sinapticos que na situacdo de baixas concentragdes de serotonina intracelular
expressam mais transportadores na tentativa de internalizar o maximo de serotonina

possivel e entdo tentar normalizar os niveis intracelulares desse neurotransmissor.
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FIGURA 15. Imunorreatividade para SERT em cortes parassagitais de coliculos superiores de ratos
no dia pés-natal 14 (P14). A) Animais alimentados com a ragdo CT — aumento de 4X. Imagens com
aumento de 100, da regido indicada pelo tracejado, mostrando a presenca de poucas fibras
expressando SERT. B) Animais alimentados com a ragcdo RT — aumento de 4X. Imagens com um
aumento de 100, da regido indicada pelo tracejado, mostrando apresenga de inumeras fibras

expressando SERT. Todos cortes foram reagidos na mesma imunorreagéo. Escala= 0,1mm
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FIGURA 16. Histograma mostrando a densidade Optica de fibras marcadas na imunorreatividade
para SERT nos coliculos superiores dos animais que receberam dieta CT e RT até P14. Notar a
diferencga significativa na densidade optica de marcagao entre o grupo CT, n:5 e RT, n:7 .
"'p<0,0001.

4.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE pERK NO COLICULO SUPERIOR DE
ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIETA CT OU RT

Dados da literatura mostram que os receptores para serotonina 5-HT1A e
S5HT-1B encontrados no coliculo superior sdo acoplados negativamente a adenilil
ciclase (Barnes & Sharp, 1999; Raymond et al., 2001; Debski & Cline, 2002). Desta
forma os niveis basais de AMP ciclico podem refletir o efeito da diminuicdo de
serotonina no sistema retinotectal. Inumeros estudos estdo correlacionando
plasticidade sinaptica com receptores serotoninérgicos envolvendo modulagdo de
segundos mensageiros como os niveis de AMPc, assim como a via de sinalizagéo

da kinase regulada extracelularmente (pERK) (Cowen, 2007).

Resultados prévios do nosso laboratério indicaram que os animais que
recebiam a dieta RT apresentavam um maior acumulo de AMP ciclico nos coliculos
superiores (Gonzalez et al, 2008). Investigamos entdo, se a restricdo nutricional de

triptofano poderia estar modulando a expressao das isoformas 1/ 2 pERK.

Os resultados de western blot apontaram um intenso aumento na expressao

das duas isorformas da pERK no coliculo superior dos animais que receberam a
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dieta RT (Fig. 17 A). A quantificacdo da area das bandas marcadas na
imunodeteccédo pelo programa Scion Image evidenciou que a diferengca entre as
bandas marcadas nos animais que receberam a dieta RT e nos que receberam a CT
foi significativa (Fig. 17 C, D).

O aumento na expressao da pERK nos animais RT esta totalmente de acordo
com os dados apresentados por Gonzalez, 2008 e com 0s nossos resultados de
reducdo no numero de células serotoninérgicas na rafe, uma vez que a literatura
indica uma resposta inibitéria da adenilil ciclase, e entdo supressao na ativagao da

via das MAP Kinases, para estimulos serotoninérgicos (Yuen et al., 2005; Clarke et

al., 1987).
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FIGURA 17. (A) Imunodetecg¢ao da expresséo das isoformas 1 (44Kd) e 2 (42KDa) da proteina pERK
em amostras de tecido do coliculo superior dos animais que receberam dieta CT e RT até P14. (B)
Controle de carregamento, expressao da ERK total 42KDa. (C e D) Histogramas mostrando a éarea da
densidade 6ptica da banda relativa a quantidade de pERK- 42KDa e pERK- 44KDa nas amostras
experimentais. Notar a diferenca significativa na densidade 6ptica de marcagéodas, nas duas

isoformas, entre os grupos, n:7 (foram utilizados 7 animais em cada situagdo). ~ p<0,0005.
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4.4 EFEITO DA RESTRICAO NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO NA
PLASTICIDADE INDUZIDA POR LESAO DE RETINA

Estudos anteriores, demonstraram que apds uma lesao de retina temporal em
ratos com 10 dias de vida pos-natal, ocorre uma denervacgao na regido antero-lateral
do coliculo superior (CS) contralateral ao olho lesado, e uma consequente migragéo
das projecdes ipsolaterais, do olho intacto, para regides mais superficiais do CS
apos 48h de sobrevida. (Serfaty & Linden, 1990; Serfaty et al., 2005). Com o objetivo
de avaliar o papel da restricdo de triptofano na plasticidade retinotectal induzida,
animais RT, CT e Nuvital® foram submetidos a lesdo de retina em P10 e tiveram
diferentes periodos de sobrevida pés-lesdo. A analise do perfil de inervacao foi feita
pela marcagao anterograda dos axonios ipsolaterais de cortes em plano coronal.

Tanto o grupo controle (racao Nuvital®) como o grupo CT, apresentaram um
padrao bi-laminar de marcacao terminal, semelhante ao padrao demonstrado por
Serfaty e colaboradores em 2005. Foi observada uma densa inervagao terminal na
regido superficial antero-lateral do coliculo superior. Na regido intermediaria do
coliculo observa-se um padrao difuso de fibras e terminagdo, enquanto a regiao
mais profunda das camadas visuais, os axdnios ipsolaterais arbonizaram-se em
pequenos aglomerados de marcagcdo terminal (Fig. 18). Estes resultados
demonstraram que a dieta CT gera o mesmo efeito plastico frente a leséo de retina

que a dieta Nuvital®.
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FIGURA 18. Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais do coliculo superior em
aumento de 100X evidenciando a reorganizacéo induzida pela les&o dos axdnios ipsolaterais
na regido superficial. (A) animais do grupo Nuvital® P14; (B) grupo CT P14. Notar o padrdo

bilaminar apresentado pelos animais dos dois grupos. (Gonzalez, 2003) Escala 100 ym.

Com o objetivo de avaliar o efeito da restricdo neonatal de triptofano na
resposta plastica dos axdénios frente a lesdo de retina, animais foram alimentados
com a dieta com restricdo de triptofano (RT) até P14 e foram submetidos a lesao de
retina temporal no olho esquerdo em P10. O grupo RT P14 teve uma acentuada
reducdo da marcacao axonal superficial no coliculo superior em comparagcdo com a
marcagao dos animais CT (Fig 19 A e B). A andlise quantitativa da densidade 6ptica,
nos grupos RT e CT, confirmaram os resultados qualitativos (RT=32,4 + 4,0 e
CT=60,6 + 5,2) (Fig.20).

A fim de analisar a possibilidade da reversao do déficit de resposta plastica
causado pela auséncia de triptofano ingerido, foi feito um estudo com animais que
receberam a dieta com restricdo desse aminoacido (RT) até P10, quando receberam
a lesdo de retina, e depois foram alimentados com a racdo complementada com
triptofano (CT) por 4 dias, até P14 (Fig. 19 C). A analise qualitativa demonstrou que
estes animais apresentaram um pequeno aumento na densidade de inervagao
terminal na regido superficial antero - lateral do CS, em resposta a les&o de retina
temporal, quando comparados aos animais restritos de triptofano até a mesma idade

(Fig. 19-B e C). Apesar de o padrao difuso de fibras e terminais observados na
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regido intermediaria do CS, diferente ao visualizado em animais do grupo RT, nao foi
identificado nos animais experimentais RTP10/CTP10-14 um padrao bi-laminar de
marcagao terminal caracteristico dos animais que ingeriram somente a ragao CT ou
Nuvital® até P14. A analise quantitativa confirmou uma menor densidade éptica de
inervagao ipsolateral nos animais realimentados (RTP10/CTP10-14) quando
comparados com o grupo controle (CT P14 e Nuvital® P14), entretanto, quando

comparados com o grupo RT nao foi observada diferenga significativa de densidade

de marcacéo (Fig. 20).

FIGURA 19. Fotomicrografia de campo escuro de cortes coronais do coliculo superior em
aumento de 100X evidenciando a reorganizagdo induzida pela lesdo dos axoénios
ipsolaterais na regiao superficial. (A) animais do grupo CT P14; (B) grupo RT P14; (C) grupo
RT P10/ CT P10-P14. Notar o padrao bilaminar apresentado pelos animais do grupo CT em

A, o qual padrao nao aparece nos demais grupos. Escala 100 ym.
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FIGURA 20. Densidade 6ptica de inervagao superficial dos aferentes ipsolaterais na area
denervada no coliculo superior apds leséo de retina temporal. Notar a densidade de marcagao do

grupo CT 14 que é diferente das outras duas colunas. Barra representa SEM. *p<0,05.

Considerando que apenas quatro dias de realimentacdo com triptofano
poderia ser pouco tempo para o sistema restaurar a plasticidade perdida com a
caréncia desse aminoacido nos 10 dias antecedentes, foi desenvolvido outro
experimento. Animais que tiveram a restricao de triptofano (RT) até a data da leséo
de retina temporal (P10), foram realimentados com a ragdo CT desde P10 até P21.

Os animais RTP10/CTP10-21 apresentaram um aumento da densidade de
inervacao terminal, quando comparados com 0s animais que receberam somente a
dieta RT até a mesma idade (P21). O padrdao de marcagao terminal das projegdes
dos animais RTP10/CTP10-21 mostrou-se compativel com o encontrado nos
animais alimentados com a ragdo Nuvital® a partir do nascimento até P21. O grupo
RTP10/CTP10-21 apresentou um padrao bi-laminar de marcagcdo terminal,
sugerindo que o déficit na reorganizacdo dos axoOnios retinotectai, resultante da
restricdo neonatal de triptofano pode ser revertido apos a re-introdugao prolongada
deste mainoacido, durante a segunda metade do periodo critico (Fig. 21). A analise
quantitativa da densidade 6ptica, nas camadas superficiais do coliculo superior, do
grupo RT (RT P10/CTP10-21= 99,38 + 9.96 n=6) nao apresentou diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle Nuvital® (Controle P21= 116,3 + 4.32 n=4)
(Fig. 22).
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FIGURA 21. Fotomicrografias de cortes coronais do coliculo superior, em campo escuro, com
aumento de 100X, evidenciando a reorganizagéo induzida pela lesdo dos axdnios ipsolaterais na
regido superficial. (A) animais alimentados com ragao Nuvital® até P21; (B) grupo RTP10 /CT
P10-P21;. Escala 100 pm.
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FIGURA 22. Analise de densidade o6ptica da marcagao superficial na area de lesdo do coliculo
superior. Os animais tratados nao mostraram diferengas significativas em relagdo ao controle para
p>0,05.

Uma vez que o periodo critico de desenvolvimento do sistema visual de
roedores se estende até a terceira semana poés-natal, testamos a hipétese de que
esse periodo possa influenciar a restauragdo da plasticidade dos axoénios

retinotectais pela re-introdugdo do triptofano. Para tal, estudamos no modelo de
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lesdo de retina (P10), um grupo de animais que recebeu a dieta RT do dia do
nascimento até P28 (idade posterior ao fechamento do periodo critico), e que foi
alimentado com a ragdo CT entre P28 e P41 (Fig. 23 B). Apos a sobrevida
adequada, os animais tiveram as projec¢des retinotectais ipsolaterais marcadas com
HRP e a distribuicdo dos axodnios superficiais comparada com a marcagcao de
animais alimentados com a racao controle Nuvital® (Fig. 23 A). Este experimento
mostrou que, ao contrario dos animais realimentados durante o periodo critico, a
reintroducao de triptofano tardia, apdés fechamento do periodo critico, n&o restaura a
perda de plasticidade causada pela dieta RT (Fig. 23 A, B). Dados quantitativos
revelaram uma reducao significativa na densidade éptica da marcacao superficial
nos animais experimentais (RTP28/CTP28-P41) em comparagdo aos animais
controles (Nuvital® P41) (Fig. 24).

FIGURA 23. Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais do coliculo superior , em
campo escuro, com aumento de 100X ; evidenciando a reorganizagao induzida pela lesao dos
ax0Onios ipsolaterais na regido superficial. (A) animais alimentados com ragdo Nuvital® até P41;
(B) grupo RTP28/ CTP28-41. Escala 100 ym. * p< 0,05
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FIGURA 24. Analise de densidade optica da marcagao superficial na area de lesdo do coliculo
superior. Os animais tratados com a dieta RT até P28 e CT de P28-P41 mostraram diferencas

significativas em relagéo ao controle (Nuvital®) *: p< 0.05.

4.5 ANALISE DA ATIVIDADE DA METALOPROTEASE - 9 NO COLICULO
SUPERIOR DE ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIETA CT OU RT

A reorganizacao topografica, caracterizada pela arborizacdo axonal para as
regides superficiais dos coliculos superiores, no modelo de lesao de retina temporal
pode ser influenciada por inumeros fatores como moléculas de atragao e repulsao,
receptores NMDA, neurotransmissores, assim como da alteragdo da matriz
extracelular (Oliveira-Silva et al., 2007; Serfaty et al.,, 2005; Bastos et al., 1999;
Cheng et al 1992).

Ja é consistente a evidéncia de que as MMPs regulam o crescimento axonal e
estdo envolvidas com interagdes de efrinas e seus receptores (Webber et al., 2002).
A atividade das metaloproteases esta localizada nos cones de crescimento dos
neurdnios, e a inibicdo da atividade das MMPs reduz a motilidade dos cones de
crescimento (Sheffield et al., 1994). Baixos niveis de MMP-9 estdo associados com
baixa capacidade de regeneracao de axdénios do sistema nervoso central (Chernoff
et al., 2000).
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Devido a intensa diminuicdo da plasticidade induzida pela lesdo de retina
temporal nos animais que receberam a dieta RT, avaliamos se essa dieta poderia
estar modulando a atividade da metaloprotease-9 (também conhecida como
gelatinase B, ou 92 kDa gelatinase/ colagenase tipo 1V) no coliculo superior.

As bandas formadas pela degradacédo da gelatinase-9 nos géis nos permitiu
constatar uma redugéo na atividade da MMP-9 no coliculo superior de animais que
receberam a racdo RT quando comparados com os animais que receberam a dieta
CT até P14 (Fig. 25 A). A anadlise quantitativa das bandas apresentadas nos
zimogramas mostrou que a diminuicdo na densidade O6ptica da marcagdo nos
animais RT foi significativa (Fig. 25 B). Esse resultado sugeriu uma modulagao
nutricional, pela restricdo na ingestdo de triptofano, na degradagdo da matriz
extracelular, pela atividade da MMP-9, o que pode ser associado a um dos fatores

relacionados a menor plasticidade induzida nesses animais.
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FIGURA 25. (A) Detecgédo da atividade enzimatica da metaloprotease-9 no coliculo superior
dos animais que receberam dieta CT e RT até P14. (B) Quantificagao da atividade da
gelatinase MMP-9 pelo programa Scion Image, n=4 para todas as idades estudadas
'p<0.05.
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46 EFEITO DA ENUCLEACAO MONOCULAR NA ATIVIDADE DA
METALOPROTEASE- 9 NO COLICULO SUPERIOR DE ANIMAIS QUE
RECEBERAM DIETA CT OU RT

Enucleagdo monocular induz brotamento e reorganizagao de axdnios intactos,
nao-lesados, da populacédo ipsolateral no coliculo superior contralateral a lesao
(Lund & Bunt, 1976). Foi investigado se restricdo nutricional de triptofano poderia
alterar a resposta da atividade da MMP-9 no CS denervado no modelo de
enucleacdo monocular dentro do periodo critico do desenvolvimento. A fim de
comparar a atividade enzimatica da MMP-9 entre os animais que receberam a dieta
CT e RT, tragamos um experimento onde os animais tiveram uma enucleacao
monocular em DPN10, em seguida sobrevida de 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas pos-
lesdo (Fig. 26).

Para cada animal o coliculo ipsolateral ao olho enucleado foi usado como
controle interno (CS controle = 100%), ja que este coliculo sofre uma denervagéo
minima provocada pela remocdo de apenas 5% dos aferentes ipsolaterais
retinianos. Por outro lado o CS contralateral a enucleagao sofre uma denervagao
macigca (95% de suas aferéncias retinianas), capaz de induzir uma reorganizagao
dos axénios intactos de projecéo ipsolateral do olho remanescente. Tanto os CS
controle quanto os CS deaferentados foram processados da mesma forma.

Zimogramas de coliculos superiores controles e denervados pela enucleagao
monocular apontam uma flutuacao semelhante quanto a atividade da MMP-9 nos
dois grupos experimentais, RT e CT (Fig. 26).

A quantificagdo dos resultados, encontrados nos coliculos superiores de
animais CT, indicaram um aumento na atividade da MMP-9 significativo 6h apds a
remogao dos aferentes, seguido de uma diminuicdo da atividade 12h apéds a
enucleagao, que néo foi significativa, com trés consecutivos aumentos na atividade
dessa gelatinase, 24, 48 e 72h apds enucleagado, dos quais aumentos apenas 0s
referentes a 24 e 72h foram significativos nesse grupo (Fig. 27 A). No grupo RT,
apo6s o aumento significativo na atividade da MMP-9 6h apds a remogao dos
aferentes, também se observou uma diminuicdo, que neste grupo foi bastante

acentuada, no tempo de 12h apds a enucleagdo, seguido de dois aumentos
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significativos, 24 e 48h apods a lesdo, e um aumento mais discreto, nao significativo,
72h apés a enucleagao (Fig. 27 B).

Estes resultados sugerem que a atividade da MMP-9 além de ser regulada
por alteragdes nutricionais no sistema serotoninérgico no desenvolvimento normal,

pode ser modulada em modelos de plasticidade induzida por lesdes.
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FIGURA 26- Detecgdo da atividade enzimatica da metaloprotease-9 no CS de animais
alimentados com as dietas CT e RT, que sofreram o processo de enuclecdo monocular no
DPN10 e tiveram 3, 6, 12, 24, 48, 72 horas de sobrevida.
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FIGURA 27 — Quantificagdo da atividade da MMP-9, nos CS de animais CT (A) e RT (B),
apresentadas nas zimografias. Resultados analizados pelo programa Scion Image,
considerando o coliculo referente ao olho ndo enucleado como controle interno
normalizado para 100% (linha pontilhada) n=6 para todas as idades. * p<0.05.

Ao comparar a variagdo na atividade da MMP-9, causada pela enucleacao
monocular, entre os grupos RT e CT detectamos diferengas significativas 12 e 24h
apos a enucleagdo, quando a atividade desta gelatinase é maior nos animais que
receberam a dieta CT comparados com os animais que receberam a dieta RT.
Esses dados nos permitem relacionar a atividade da metaloproteinase-9 com os
resultados neuroanatdmicos nos quais a lesdo de retina temporal gera uma maior
reorganizagao axonal para superficie nos animais CT quando comparados com 0s
RT; uma vez que essa reorganizagao axonal depende do remodelamento de matriz
extracelular, uma maior atividade da MMP-9 nos coliculos dos animais CT pode

refletir em uma maior degradacao de matriz sendo entdo um fator facilitador do

rearranjo axonal (Fig. 28).
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FIGURA 28- Comparacao da atividade da MMP-9 nos coliculos enucleados entre os grupos CT e
RT, nas diferentes horas apds a lesao, através quantificagdo dos zimogramas pelo programa Scion
Image. * p<0.05.
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5 DISCUSSAO

Existem evidéncias de que a ma nutricdo pode induzir alteracbes
morfolégicas e funcionais no desenvolvimento do cérebro, influenciando a
neurogenese, a migragao celular, a diferenciagao celular, ou ainda no aumento da
morte celular. A restricdo protéica pode, ainda, influenciar a sinaptogénese, e a
sintese de neurotransmissores. De acordo com o estagio do desenvolvimento, essas
alteragdes podem ter proporcdes diferenciadas (Morgane et al., 1993; Levitsky &
Strupp, 1995).

Diversos estudos, ao avaliar o impacto causado pela desnutricdo sobre o
sistema nervoso em desenvolvimento, mostram, tanto em humanos como em
animais de laboratério, que a deficiéncia protéica retarda processos de diviséo
celular e mielinizagao, diminui os niveis de acidos nucléicos e proteinas (Guedes &
Priess, 1997), altera diretamente a distribuicdo plasmatica e hepatica de
aminoacidos (Colombo et al., 1992) e conseqlentemente pode afetar os sistemas de
neurotransmissores como dopamina, norepinefrina e serotonina (Soto-Moyano et al.,
1989; Chen et al., 1997).

O presente estudo demonstrou o efeito da restricdo nutricional de triptofano
desde a fase do aleitamento. Os resultados mostram uma severa reducdo na
capacidade de reorganizagdo do SNC que pode ser revertida pela reintrodugao do
triptofano, ainda durante o periodo critico do desenvolvimento. Este aminoacido
essencial é precursor da sintese de serotonina, neurotransmissor amplamente
distribuido no sistema nervoso central.

A serotonina €& expressa precocemente no sistema nervoso estando
diretamente envolvida nas vias de desenvolvimento neural (Lesch et al., 1997). No

adulto, a serotonina atua na plasticidade de circuitos neurais através da liberagado do
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fator tréfico derivado do cérebro (BDNF) (Djalali et al., 2005), do fator trofico glial S-
100B (Ramos et al., 2004) além de outros mensageiros quimicos. Portanto, a
deficiéncia deste neurotransmissor pode alterar diversos processos do
desenvolvimento e da plasticidade sinaptica e esta associada a varias doencas de
comportamento como esquizofrenia, ansiedade, estresse, alcoolismo, depressao,
doenca de Alzheimer, entre outras (Galter & Unsicker, 2000). A serotonina influencia
ainda disturbios alimentares como a hiperfagia (bulimia), a compulsédo por
carboidratos e gorduras, e também hipofagia (anorexia), que sdo tratados com

drogas que regulam os niveis de serotonina na fenda sinaptica.

5.1 INFLUENCIA DAS DIETAS NO GANHO PONDERAL

Estudos tém demonstrado que um dos principais sinais clinicos de
desnutricdo protéico-calérica € o retardo na maturacdo somatica. Para este
diagnostico, em roedores, além do ganho ponderal existem os parédmetros de
abertura dos olhos, erupgcao dos dentes incisivos e abertura do pavilhdo auditivo
(Almeida et al., 2002; Jensen & Binkley, 2002), os quais ndo foram diferentes em
animais tratados com a dieta CT ou RT (Gonzalez et al, 2008). Assim, no presente
estudo, a diferenga no ganho ponderal, entre os animais que receberam a racdo RT
e CT, (Fig. 11) apesar de significativa, ndo pode ser relacionada com retardo de
desenvolvimento normal, pois os sinais de maturacdo somatica foram constatados
em idades normais. Dados da literatura tém relacionado o consumo de dietas a base
de milho com diminuicdo plasmatica do hormonio do crescimento (GH) associado a
um importante déficit ponderal (Del Angel-Meza et al., 2001). Outro estudo
demonstrou que a serotonina e seus receptores alteram a liberagdo de GH em
roedores (Conway et al.,, 1990). Trabalhos ja tém destacado a relevancia da
restricdo nutricional de triptofano, como modelo n&o-farmacoldgico de redugao dos
niveis de serotonina (Fadda et al., 2000).

No presente estudo, demonstramos ainda que os animais que receberam a
racdo RT até dez dias de vida e a ragdo CT nos onze dias seguintes obtiveram um
incremento no ganho ponderal quando comparados ao grupo que permaneceu

deficiente em triptofano durante o mesmo periodo (21 dias), demonstrando que o
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atraso de ganho de peso causado pela dieta RT pode ser revertido pela re-

introducéao de triptofano pela dieta CT (Fig.13).

5.2 EFEITO DA RESTRICAO DE TRIPTOFANO SOBRE OS NEURONIOS
SEROTONINERGICOS DOS NUCLEOS DA RAFE

Neurdnios serotoninérgicos surgem dos nucleos da rafe, projetam-se para o
hipocampo, cortex, cerebelo e tronco cerebral, 0 que sugere sua participagdo em
varios processos fisioldgicos. Essas regides participam de varias fungdes cognitivas
assim como o controle do humor e da coordenagcdo motora e sensorial (Ohashi et
al., 2003). A serotonina, portanto, esta associada a varias doengas de
comportamento como a esquizofrenia, o alcoolismo, dependéncia quimica,
depressao, Alzheimer, deméncia, entre outras (Galter & Unsicker, 2000).

Nesse trabalho trazemos evidéncias de que a menor plasticidade resultante
da les&o de retina temporal, em animais restritos de triptofano até o décimo quarto
dia pés-natal, esta correlacionada com uma diminuigdo no numero de células
serotoninérgicas dos nucleos ventrais e dorsais da rafe (Fig. 12 e 13), o que esta de
acordo com dados da literatura (Orozco-Suarez et al., 2003).

Estudos tém demonstrado que a suplementacdo com L-triptofano é capaz de
aumentar os niveis de serotonina no sistema nervoso central de ratos alimentados
com formulas deficientes neste aminoacido, o que indica uma possivel modulagao
dos niveis desse neurotransmissor pela dieta (Sarwar & Botting, 1999).

A serotonina, como ja descrito, € essencial para o desenvolvimento de
neurbnios tal como neurogénese, apoptose, arborizagdo de axbnios e
dendritogénese. A deplecdo de moléculas envolvidas no metabolismo, ou no
transporte de 5-HT afeta a maturacdo dendritica durante o desenvolvimento de
camundongos (Gaspar et al., 2003).

Pesquisas feitas com modelos de dietas isocaldricas e hipoproteicas
baseadas em milho para induzir depressao de serotonina no sistema nervoso central
em roedores tém demonstrado que essas dietas além de reduzirem a sintese de
serotonina provocam uma significativa diminuicdo no total de células

serotoninérgicas nos nucleos da rafe (Orozco-Suarez et al., 2003).
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5.3 RESTRICAO NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO MODULANDO O
TRANSPORTADOR DE SERONONINA (SERT)

A disponibilidade da serotonina na fenda sinaptica, e suas inumeras fungdes
sdo controlados pelo funcionamento do transportador proteico de membrana pré-
sinaptica (SERT), que esta extensamente distribuido por todo cérebro,
principalmente no tronco cerebral e cortex (Peremans et al., 2006).

O SERT é responsavel por remover a serotonina da fenda sinaptica para o
interior do neurdnio serotoninérgico. Drogas antidepressivas, usadas em tratamentos
de doencgas como a ansiedade, a depressio e as desordens obsessivo-compulsivas,
bloqueiam o SERT, aumentando a concentracdo de serotonina na fenda sinaptica
(Launay et al., 2006).

Estudos em nosso laboratério tém demonstrado, através do tratamento com
fluoxetina, que o aumento da disponibilidade de serotonina facilita a reorganizagéo
topografica de areas denervadas do coliculo superior por lesdo de retina temporal,
mesmo em fases avancgadas do desenvolvimento quando este tipo de reorganizagao
axonal é limitada (Bastos et al., 1999).

Os nossos resultados mostraram uma menor imunorreatividade para células
serotoninérgicas nos animais alimentados com a dieta RT. Assim, avaliamos a
possibilidade da restricdo nutricional de triptofano estar também alterando a
expressao do transportador de serotonina. Detectamos entdo, um aumento na
expressao de SERT nos coliculos superiores dos animais que receberam a dieta RT
comparados com os alimentados com a CT, sugerindo uma maior presenga desse
transportador em resposta a deficiéncia de serotonina (Fig. 15 e 16). Estes
resultados indicam que o aumento do SERT seja uma resposta compensatéria para
aperfeicoar a captagao de serotonina em condi¢bes de restricdo nutricional de
triptofano.

Com isso, no nosso modelo de estudo, observamos uma intensa expressao
do SERT associada a uma diminuicdo da plasticidade retinotectal nos animais
restritos de triptofano, o que esta totalmente de acordo com a situagao observada

apos o bloquio do SERT com fluoxetina (Bastos et al., 1999). Dados da literatura
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também corroboram esses nossos resultados ao demonstrar que durante a
diferenciagcao serotoninérgica, o aumento de serotonina extracelular exerce uma
resposta negativa no sitio funcional do transportador de serotonina, o que diminui a

velocidade do transporte pelo SERT (Launay et al., 2006).

5.4 SEROTONINA ELTP

Como anteriormente descrito, a deficiéncia de serotonina pode alterar varios
processos na formacdo do sistema nervoso central, assim como a plasticidade
sinaptica. A potenciacao de longa duracado (LTP) e a depressao de longa duracao
(LTD) sao fenébmenos gerados a partir da eficiéncia da sinalizagcao tanto do terminal
pré-sinaptico quanto da resposta pos-sinaptica. Varios trabalhos demonstraram que
0s mecanismos celulares de LTP e LTD ocorrem durante os estagios de refinamento
topografico dependente de atividade durante o inicio do desenvolvimento do sistema
visual (Schmidt, 1990; Volgushev et al., 1994; Lo & Mize, 2000). Enquanto a LTP,
durante o desenvolvimento cerebral, fortalece e estabiliza as sinapses, a LTD leva a
um enfraquecimento e eventual eliminagao sinaptica (Konnerth & Eilers, 1994; Crair
et al, 1995; Lo et al, 2000 ). Os fenbmenos de LTP e LTD estdo totalmente
correlacionados com o aprendizado e memoria. A deplegéo de triptofano pode afetar
a atuagdo da memodria de longa duragdo, assim como mudangas bruscas de humor
(Riedel et al., 1999). Isso foi consolidado com um experimento onde, 6 horas apds a
ingestdo de uma bebida com triptofano, uma informacao era passada aos grupos
experimentais: os que receberam um placebo esqueciam mais rapidamente a
informagéo, durante as 24 horas seguintes, comparados ao grupo que recebia a
bebida com triptofano (Riedel et al., 1998). A literatura ja apresentou a relevancia da
serotonina na regulagdo do desenvolvimento da LTP no cértex visual primario de
roedores. Ainda durante o desenvolvimento, dentro do periodo critico, foi detectada
uma progressiva diminuicdo da LTP no cortex visual, associada a um aumento dos
niveis de serotonina extrecelular, com o passar do tempo (Edagawa et al., 2001).
Por outro lado, Ohashi demonstrou, que em situacées de perda da arborizagao
serotoninérgica, em um modelo de les&do cerebral, ocorre diminuigdo da plasticidade

sinaptica de curta duragdo, com aumento da LTP (Ohashi et al., 2003). Neste
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estudo, sugerimos que a redugdo da serotonina através da restricado de triptofano
possa estar aumentando a eficacia sinaptica (via aumento da LTP) e, portanto, a

estabilizacdo de axdnios retinotectais.

5.5 RESTRICAO NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO NA EXPRESSAO DE pERK

Como ja descrito, dois subtipos de receptores para serotonina foram isolados
nas camadas visuais do coliculo superior de roedores: o receptor 5-HT 4, localizado
nos terminais poés-sinapticos e o receptor 5-HT4g, encontrado em aferentes pré-
sinapticos oriundos de células ganglionares da retina (Mooney et al., 1996). Postula-
se que receptores do subtipo 5-HT g inibam, a transmisséo retinotectal em anfibios
(Malayev & Debski, 1998) e roedores (Mooney et al., 1994; Mooney et al., 1996)
enquanto receptores do subtipo 5-HTa afetam a atividade das células coliculares
(Mooney et al., 1996; Butt et al., 2002). Ambos os receptores, acoplados a proteina-
G, modulam negativamente a atividade da enzima adenilil ciclase, inibindo entdo a
sintese de AMPc (Hwang & Dun, 1999; Raymond et al., 2001; Yuen et al., 2005).

Como ja consolidado, a ERK pode fosforilar varios substratos, com isso regula
numerosas funcdes celulares, tais como a expressao génica, o metabolismo e a
morfologia celular. Consequentemente, as vias de sinalizagdo das ERK tém um
importante papel para o destino celular, sinalizando para diversos eventos, tais como
a proliferagéo, a diferenciacdo, a morte e a sobrevida de neurbnios (Dumaz &
Marais, 2005).

Serotonina, modulando a sintese AMPc, como também a regulagéo indireta
das vias das ERKs (Cowen, 2007). Resultados de eletrofisiologia demonstraram que
a ativacao do receptor 5-HT4a causa supressao da atividade da CaMKIl e da ERK
por inibicdo da PKA (Yuen et al.,, 2005). Chen e colaboradores, apresentaram
agonistas do receptor 5-HT1A induzindo uma diminui¢do dos niveis de pERK, no
hipocampo (Chen et al., 2002).

No cértex visual primario de roedores, a LTP € inibida via receptor 5SHT1A
(Edagawa et al., 1998), o que indica uma maior estabilidade das conexdes
retinotectais em sistemas com maiores niveis desse subtipo de receptor ativado. O

efeito oposto foi observado nesse estudo, onde animais RT apresentaram uma
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maior estabilidade sinaptica em um sistema com niveis reduzidos de serotonina.
Considerando a relevancia da atividade da pERK na inducdo de LTP no cortex
(Toyoda et al., 2007) novamente podemos associar nossos resultados de menor
reorganizagdo axonal, com o aumento da expressao da pERK, observada nos
animais RT (Fig. 17).

Os maiores niveis de AMPc, encontrados nos animais alimentados com a
dieta RT, podem resultar em um aumento da estabilidade de conexdes previamente
estabelecidas, o que dificultaria o crescimento axonal em dire¢cdo a novos sitios pds-
sinapticos, como sugere o presente estudo (Gonzalez et al., 2008). A sintese de
AMPc, e entdo a ativacdo da PKA, ativa a via de sinalizagdo das MAPK (Toyoda et
al., 2007). Essa cascata de ativagao vai de acordo com os nossos resultados, que
mostraram, nos animais RT, um aumento da expressao da pERK .

Dados da literatura ja apresentam inibidores da recaptagdo de serotonina
induzindo neuroplasticidade, por aumento indireto da expressdo de fatores de
crescimento, que modulam vias das ERK e AKT (Cowen, 2007), o que corrobora
novamente com os resultados apresentados no presente estudo, os quais mostram
um aumento da expressao do SERT, associada a uma maior expressado da pERK e

uma platicidade reduzida.

56 PAPEL DA SEROTONINA NO REFINAMENTO TOPOGRAFICO E
PLASTICIDADE: MODELO DE RESTRICAO NUTRICIONAL

Bastos e colaboradores, em 1999, destacaram a importancia dos niveis
extracelulares de serotonina com a plasticidade retinotectal, ao demonstrar uma
resposta plastica mais intensa, no coliculo superior de animais que tiveram um
aumento da disponibilidade desse neurotransmissor, através da administragao
farmacologica de fluoxetina (Bastos et al., 1999). O nosso grupo também
demonstrou recentemente que a restricado nutricional de triptofano gera um atraso na
eliminagao de axdnios transitorios no coliculo superior (Gonzalez et al, 2008)

Estudos do nosso laboratério corroboram a hipdétese de que a reducédo da

eficacia da transmissao sinaptica retinotectal € um fator essencial para a facilitagao
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da reorganizacao de axénios intactos sobre areas denervadas no coliculo superior
apos lesao da retina contralateral (Serfaty et al., 2005).

Campelo-Costa e colaboradores demonstraram que o bloqueio da sintese de
oxido nitrico ou acido araquidbnico, favorece a inducao de plasticidade retinotectal
(Campello-Costa et al., 2000). Tais mensageiros retrégrados estdo associados a
inducdo de LTP, e entdo ao aumento da estabilidade de conexdes retinotectais
(Arancio et al., 1995; Schmidt, 2004). Esses dados sugerem que a redugdo da
expressao de LTP no coliculo superior facilite a desestabilizacdo de sinapses e
consequente brotamento de conexdes e sinapses retinotectais apds lesdo de retina
temporal, conforme proposto por Lo e Mize em 2000 (Lo & Mize, 2000).

Os efeitos da deplecao de 5-HT na plasticidade dos circuitos cerebrais podem
justificar os resultados encontrados no nosso trabalho, visto que a deplecdo de
serotonina, causada pela restricido de triptofano na dieta, gerou uma redugéao
reversivel do efeito plastico de axdénios intactos no modelo de lesdo de retina
temporal. Fibras e terminais se apresentaram esparsos no sitio da lesdo com uma
nitida redugdo do crescimento de axoénios/terminais, para a regido subpial,
impedindo entdo a formacgao do caracteristico padrao bi-laminar observado nos
animais controle, que recebiam triptofano na recomendacdo adequada. Este efeito
foi constatado em animais que receberam a dieta RT desde o nascimento, através
da amamentagao até diferentes idades (P14, P21 e P42), que tiveram lesdo de
retina em P10. Nestas idades os axbnios intactos responderam com modificacdes
plasticas exuberantes tanto em grupos alimentados com a dieta CT quanto animais
alimentados com racdo padrao para roedores. A redugcdo do potencial plastico
induzida pela diminuicdo de serotonina disponivel pode ser correlacionada com
outros dados ja comprovados na literatura, como um estudo que mostrou um retardo
na maturacdo do coértex cerebelar causado por baixos niveis de serotonina nesta
regiao (Gonzalez-Burgos et al., 2001).

A serotonina modula o desenvolvimento e a plasticidade do SNC através da
liberagdo do fator trofico glial S-1008, que promove o crescimento dos proprios
neurdnios serotoninérgicos. Em adultos foi mostrado que a deplecao de 5-HT pela
administragdo de PCPA produziu uma significativa retracdo glial (Ramos et al.,
2004).
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A interrupcao do desenvolvimento serotoninérgico pode causar alteragdes
permanentes no funcionamento do cérebro e no comportamento. O cérebro tende a
eliminar conexdes e células redundantes ou inuteis durante o processo de
desenvolvimento, e por estar presente desde etapas precoces, a serotonina é
considerada pega chave para este refinamento. Portanto a serotonina juntamente
com o S-100B8 e BDNF tém importantes fungdes nos fendbmenos de neurogénese,
remogao neuronal, refinamento dendritico, remodelamento sinaptico, além de
manutengado e migragao celular. Muitos efeitos do S-100p estdo associados com o
remodelamento do citoesqueleto, este fator interage com a estabilizagdo de
microtubulos associados as MAPs (proteinas associadas a microtubulos)
possibilitando a inibicado da fosforilacdo. A fosforilagdo da proteina associada ao
crescimento neuronal (GAP-43) é também inibida por S-1008 permitindo aumento do
crescimento e da plasticidade dos neurbénios, uma vez que o estado desfosforilado
da GAP-43 esta relacionado com a mobilidade dos cones de crescimento. S-1003
também influéncia a consolidagdo de memoria (Whitaker-Azmitia, 2001).

O BDNF melhora o processo de fortalecimento sinaptico por aumentar os
niveis da potenciacao de longa duragao (LTP). A atuagao do fator trofico BDNF deve
ser 0 mecanismo chave onde a sinalizagcao cognitiva, exercicio, restricao dietética e
drogas antidepressivas preservam o cérebro durante os anos. Manipulagdes
comportamentais e farmacolégicas que melhoram a sinalizagdo de BDNF e
serotonina poderiam ajudar na promog¢ao de um cérebro saudavel na senilidade
(Mattson et al., 2004). Um estudo demonstrou que camundongos sem BDNF
apresentam menor imunorreatividade para serotonina (Djalali et al., 2005).

Dong Ryulu e colaboradores evidenciaram que camundongos adultos
alimentados durante duas semanas com uma dieta pobre em triptofano, baseada em
milho e caseina, tiveram significativa redugao nos niveis de NGF no hipocampo e de
BDNF no cortex cerebral (Lee et al., 1999).

Estudos in vivo tém indicado que BDNF promove crescimento e sobrevivéncia
de axdnios serotoninérgicos maduros. Eles sugerem que a serotonina atue nos
receptores 5-HT1A causando aumento da regulacdo de BDNF (Galter & Unsicker,

2000). Portanto, postula-se que a diminuigdo de neurotrofinas pode estar
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relacionada aos resultados do nosso estudo quanto a reducédo da resposta plastica
induzida nos animais RT.

A fim de analisar se o déficit de plasticidade, induzido pela restricdo
nutricional seria definitivo, avaliamos no modelo de lesdo de retina, um grupo
experimental de animais alimentados com racdo RT do nascimento até P10 e
complementados com triptofano através da dieta CT por quatro dias. Os resultados
mostraram uma resposta parcial do sistema ao aumento dos niveis de serotonina,
mas abaixo da plasticidade observada nos grupos controles (Fig. 13). Entretanto, ao
disponibilizar um maior tempo de complementagéo com triptofano (entre P10 e P21)
com a dieta CT, o padrao de marcacao terminal se apresentou condizente com o
observado nos animais alimentados somente com racdo padrdo Nuvital® até a
mesma idade, apesar do déficit ponderal que foi ainda observado no grupo RT-CT
P10-21. Isso sugere que o déficit ponderal por si s6 ndo seja um fator limitante para
a plasticidade do SNC.

As projegdes retinotectais de roedores se desenvolvem dentro de uma janela
temporal que compreende as duas/trés primeiras semanas pods-natal. Um animal
P10, apesar de nao ter aberto os olhos, apresenta uma distribuicdo das fibras
retinotectais ipsolaterais semelhante ao observado em animais adultos (Serfaty &
Linden, 1994). Além disso, outros estudos ja demonstraram que é possivel induzir
uma resposta plastica rapida dos axoénios retinianos apds lesdes localizadas de
retina contralateral (Serfaty et al.,, 2005) ou ainda apds a enucleagdo monocular
(Lund et al., 1980).

A reintrodugdo de triptofano apds o fechamento do periodo critico de
desenvolvimento do SNC, (apés P28 para roedores) nédo restaura o déficit de
plasticidade nos animais alimentados com a dieta RT até a data da lesao de retina
(P10). O que nos permite evidenciar a importancia dessa janela temporal para
respostas plasticas, e o papel da ingestdo de triptofano no desenvolvimento uso-

dependente das conexdes visuais.
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5.7 ATIVIDADE DA METALOPTOTEASE-9 NA RESTRICAO NUTRICIONAL
NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO

A serotonina altera moléculas da matriz extracelular das células e influencia a
formacado dos contatos sinapticos. O receptor 5-HT1A auxilia na estabilidade do
citoesqueleto e resulta em diferenciagcao neuronal. A serotonina tem um papel direto
na regulagdo e manutengéo de microtubulos e microfilamentos (Azmitia, 2001).

Durante os estagios iniciais do desenvolvimento, existe uma alta deteccdo de
MMP-9, que é seguida por uma significativa diminuicdo, a medida que essa estrutura
se torna madura. O curso temporal dessa modulacdo acontece dentro do periodo
critico do desenvolvimento do sistema visual, na primeira e segundas semanas pos-
natais (Oliveira-Silva et al., 2007). Acredita-se que a MMP-9 possa estar envolvida
em varios processos do desenvolvimento incluindo a eliminacéo seletiva de axénios
e formacéao de sinapses, essencial para o ajuste fino dessas conexdes (Sternlicht &
Werb, 2001; Szklarczyk et al., 2002; Mott & Werb, 2004).

A protedlise da matriz extracelular (MEC) é importante em processos de
plasticidade funcional e estrutural. Metaloproteases na sua forma ativa, por exemplo,
induzem a uma clivagem de moléculas da MEC, resultando no processamento e/ou
liberagdo dos ligantes que sinalizam através de receptores de superficie celular, e
assim disparam cascatas intracelulares de sinalizagdo. Outra funcdo das MMPs
seria a participagdo em processos fisiolégicos remodelando o microambiente
pericelular via clivagem de moléculas de adesdo ou componentes da matriz
extracelular que mantém a citoarquitetura do tecido (Sternlicht & Werb, 2001; Mott &
Werb, 2004).

Esses achados podem ser correlacionados com os resultados do presente
estudo, onde a reducdo da plasticidade deve estar associada a alteragées na MEC,
via atuacédo de metaloproteases de matriz extracelular, reduzindo a permissividade
ao crescimento axonal. A restricdo de triptofano na dieta e a redugao dos niveis de
serotonina no sistema, podem estar de alguma forma impedindo a mudanga na
conformagao do citoesqueleto celular, o que dificulta a alteragdo da arborizacao

axonal gerada pela plasticidade neuronal induzida pelo efeito da les&o de retina.
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Conforme a importancia da MMPs na plasticidade sinaptica, investigamos a
atividade da gelatinase-9 no nosso modelo de restricdo nutricional, e constatamos
que a deficiéncia de reorganizagédo axonal, presente nos animais alimentados com a
dieta RT até P14, foi acompanhada de uma menor atividade da MMP-9 no coliculo
superior, quando comparados com 0s animais controles que receberam a dieta CT
até a mesma idade (Fig. 25). Nossos resultados sdo coerentes com dados da
literatura uma vez que o remodelamento das conexdes neurais é totalmente
dependente de degradacéo de matriz extracelular (Szklarczyk et al., 2002).

A enucleacdo monocular, assim como lesbdes parciais de retina tem sido
utilizados como modelo de reorganizagao plastica no SNC por induzir brotamento e
reorganizagdo dos axoOnios intactos pertencentes a populagdo de axdnios
ipsolaterais (n&o lesados) no coliculo superior (Lund et al., 1980; Serfaty et al.,
2005). Estudamos uma possivel modulagdo da restricdo nutricional de triptofano
sobre o efeito da enucleagdo monocular na expressao e atividade da MMP-9 nas
camadas visuais do coliculo superior. Encontramos, nos dois grupos de dietas
estudados, o mesmo perfil de variagdo da atividade desta gelatinase, em diferentes
periodos apds a leséo (Fig. 26 e 27). Esses dados estdo de acordo com os descritos
por Szklarczyk e colaboradores (2002) que identificaram, apdés uma lesao induzida
por cainato no hipocampo, uma regulagdo para cima da expresséo e atividade da
MMP-9 com um padrédo de curso temporal similar ao que encontramos no coliculo
superior (Szklarczyk et al., 2002). Nossos resultados também se confirmam por
outros do nosso grupo que mostraram, apds lesdo de retina temporal no dia pés-
natal 10, uma indugdo de brotamento dos terminais axonais nas camadas
superficiais do CS observadas 24 horas pods-lesdo (Serfaty et al., 2005). Em
conjunto, os resultados nos sugerem que em fases precoces apoés lesbdes, a MMP-9
atue como um fator indutor da quebra de moléculas inibitérias ao crescimento
axonal, permitindo dessa forma, que axénios intactos brotem dentro da area
denervada nas camadas visuais do coliculo superior.

Ao comparar as variagbes da atividade da MMP-9 entre os nossos grupos foi
significativamente evidente uma menor atividade da MMP-9, 12 e 24 horas apos
lesdo nos coliculos de animais alimentados com a dieta RT, quando comparados

com 0s animais que receberam a dieta CT, o que esta novamente corroborando com
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o deficit de plasticidade induzida nos animais RT, uma vez que o procedimento de
enucleagdo monocular mimetiza de forma mais expressiva a lesdao de retina
temporal. (Fig. 28)

Portanto, acreditamos que a restricao nutricional de triptofano, e a menor
disponibilidade de serotonina podem alterar a protedlise de moléculas da MEC, pela
modulagao da atividade da MMP-9 no coliculo superior no seu papel permissivo/
indutor do remodelamento axonal induzida pela deaferentacao.

Os dados apresentados neste estudo levantam um importante questionamento
sobre a utilizacdo em politicas publicas de saude, notadamente na alimentagao de
criangas em comunidades carentes, de suplementos alimentares como a
multimistura, que apresenta deficiéncia em triptofano na sua composi¢céo (Cémara &
Madruga, 2000). Os resultados de Gonzalez et al, 2008, e os apresentados nesta
dissertacdo mostram que a alimentacdo com dietas deficientes em triptofano pode
retardar ou causar danos permanentes na capacidade de reorganizagao do sistema
nervoso central, com possiveis implicagdes sobre o desenvolvimento sensorio-motor

ou cognitivo.
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6 CONCLUSAO

Este estudo correlacionou os fatores neuroquimicos associados a restricao
nutricional de triptofano, sobre a capacidade de reorganizagéo plastica no sistema
visual (Fig. 29). Como principais conclusdes podemos destacar:

e A deficiéncia nutricional de triptofano gera uma acentuada redugdo na no
numero de células serotoninérgicas nos nucleos da rafe.

e A deplecéo de serotonina aumenta a expresséo do transportador (SERT).

e O numero reduzido de células serotoninérgicas nos animais RT foi
correlacionado com uma menor capacidade de reorganizagao plastica de axénios
visuais em um modelo de deaferentagao parcial do territorio alvo.

e A reducdo da plasticidade pode ser revertida através da re-introducdo de
triptofano na dieta ainda durante o periodo critico, sendo esta reversdo dependente
da fase de desenvolvimento dos circuitos neurais.

¢ A reintroducido deste aminoacido apds o encerramento do periodo critico ndo
foi capaz de reverter a reducdo de plasticidade no modelo de lesdo de retina
temporal.

e A deficiéncia de plasticidade observada nos animais RT pode ter como um
dos fatores causadores o aumento dos niveis de AMPc, e aumento da fosforilagao
da ERK, o que pode estar gerando uma maior estabilidade e menor plasticidade.

e A atividade da MMP-9, foi menor no modelo de restricdo nutricional de
triptofano.

e A restricdo de triptofano reduz a atividade da MMP-9, no coliculo superior, 12

e 24h apdés uma enucleagdo monocular.
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