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RESUMO 
 

Em roedores a especificação dos circuitos neurais ocorre durante o 

período pós-natal com marcante influencia de fatores ambientais. A serotonina 

(5-HT), cuja única fonte metabólica é o triptofano proveniente da alimentação, 

está envolvida diretamente nos processos de desenvolvimento neural uso-

dependente e nos mecanismos de plasticidade sináptica. Estudamos o efeito da 

restrição nutricional de triptofano sobre a plasticidade do sistema visual de 

roedores, em um modelo de reorganização induzida de projeções retinotectais, 

após lesões unilaterais de retina temporal no décimo dia pós-natal (P10). O 

padrão de inervação da projeção retinotectal ipsolateral foi avaliado através da 

injeção 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 (ração RT), animais alimentados com a mesma dieta, 

acrescida de quantidades padrão de triptofano (ração CT), ou ração padrão para 

roedores Nuvital®. Os resultados mostram uma diminuição na capacidade de 

brotamento de axônios intactos para regiões denervadas do colículo superior 

após uma lesão na retina contralateral nos animais RT. A reintrodução de 

triptofano entre P10-21, mas não entre P10 e P14, foi capaz de restaurar a 

plasticidade retinotectal. A re-alimentação com triptofano, após o término do 

período crítico, entre P28-41, não restaurou a plasticidade retinotectal o que 

indica um efeito tempo-dependente para reversão do déficit de plasticidade. 

Após 14 dias pós-natal, os animais RT apresentaram uma redução na 

imunorreatividade para serotonina nos núcleos da raphe e uma maior expressão 

do transportador SERT no colículo superior. A redução da disponibilidade de 

triptofano resultou em uma maior expressão da pERK, e redução da atividade da 

metaloprotease-9 de matriz extracelular nas camadas visuais do colículo 

superior. Estes achados evidenciam a importância deste aminoácido essencial, 

como modulador da plasticidade durante o período crítico de desenvolvimento 

dos circuitos sinápticos centrais. 
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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. INTRODUÇÃO 
 
1.1 A INGESTÃO PROTEICA E O SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
 A nutrição é considerada um dos principais fatores ambientais que 

influenciam a maturação e o desenvolvimento funcional do sistema nervoso durante 

o período crítico (Ballabriga, 1990). Seus efeitos influenciam a proliferação e 

diferenciação do sistema nervoso central (SNC), até a formação dos circuitos no 

período pós-natal (Morgane et al., 1993). O desenvolvimento do cérebro inclui 

síntese de componentes celulares, tais como ácidos nucleicos e proteínas, e em 

paralelo, fenômenos de neurogênese e gliogênese. A migração de neurônios,  de 

células gliais e a diferenciação celular, são mais tardios, acompanhados de um 

aumento de tamanho das células. 

 Através do metabolismo dos alimentos ingeridos, é gerada energia para o 

desenvolvimento de inúmeras estruturas celulares e vários sistemas metabólicos 

essenciais. Os alimentos devem ser ingeridos em quantidades e qualidades variadas 

a fim de disponibilizar para o organismo os nutrientes em proporção adequada de 

carboidratos, lipídeos e proteínas, além dos micronutrientes – vitaminas e minerais 

(Krause, 1999). 

 As vitaminas, principalmente as pertencentes ao complexo B, são reguladoras 

da atividade neuronal atuando em vias fundamentais como glicólise, ciclo de Krebs, 

a cadeia respiratória e o metabolismo de aminoácidos. A piridoxina (vitamina B6) é 

necessária na biossíntese de neurotransmissores, como o ácido gama-aminobutirico 

(GABA), associado ao desenvolvimento cerebral pela sua atuação na síntese 

proteica, lipídica e de ácidos nucleicos (Gibson, 1999).  
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O ácido fólico (vitamina B9) é importante na formação e manutenção das 

membranas neuronais e gliais. Acredita-se que por sua participação na regulação 

dos níveis de tetrahidrobiopterina, fator chave na síntese de serotonina, o ácido 

fólico atue indiretamente na produção deste neurotransmissor (Ferstrom, 1974). 

Mais de 200 enzimas são dependentes de zinco, e sua deficiência durante o 

período crítico do desenvolvimento cerebral tem efeitos similares aos observados 

pela desnutrição protéico-calórica (Gibson, 1999). A carência de ferro, durante os 

períodos pré-natais e de lactação, em roedores, diminui a atividade da enzima GAD 

(descarboxilase do ácido glutâmico) que é responsável pela síntese de GABA, além 

de diminuir a atividade da triptofano hidroxilase, enzima que participa da primeira 

etapa da síntese de serotonina a partir do triptofano (Yager & Hartfield, 2002).  

 A proteín foi o primeiro macronutriente a ser reconhecido como fundamental 

para o funcionamento do organismo (Krause et al., 1999). No desenvolvimento das 

funções neurais, as proteínas fazem parte dos componentes mais importantes 

(Morgane et al., 1993) 

 A desnutrição protéica tem sido extensamente relacionada aos déficits de 

ganho ponderal e de estatura, com implicações gerais sobre desenvolvimento de 

órgãos e sistemas, em humanos (Perry et al., 1986). Os efeitos da carência de 

proteínas incluem desde diminuição do número de células, por alterações nas taxas 

de proliferação neural e glial durante o período pré-natal, até atrasos nos processos 

de diferenciação celular, sinaptogênese e deficiência de mielinização, no período 

pós-natal (Ballabriga, 1990; Almeida et al., 2002). Estes efeitos, que são diretamente 

proporcionais à velocidade com que a organização cerebral está acontecendo, 

podem ser permanentes, e dependem do período do desenvolvimento em que a 

desnutrição se estabelece; além do grau de severidade e abrangência, em termos 

nutricionais, do déficit alimentar. Estudos já demonstraram, que em recém-nascidos, 

a má nutrição pode gerar diminuição da plasticidade no SNC, o que poderá ser 

prejudicial para toda vida (Almeida et al., 2002). 

 As proteínas de origem animal são consideradas de alto valor biológico por 

conterem todos os aminoácidos essenciais – arginina, fenilanina, histidina, 

isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, valina e triptofano (Moore et al., 

2000). Estes aminoácidos não são sintetizados pelo organismo, portanto, seu 
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requerimento nutricional deve ser preenchido pela dieta. As proteínas de origem 

vegetal, principalmente as oriundas de cereais leguminosas contêm aminoácidos 

essenciais; entretanto, nem todas contém aminoácidos em proporções consideradas 

ideais comparadas à proteína standart – ovoalbumina (FAO/OMS, 1989). 

 No sistema nervoso, alguns aminoácidos atuam diretamente como 

neurotransmissores, como a glicina que age em respostas sinápticas inibitórias, na 

medula espinhal e também na modulação de respostas excitatórias mediadas pela 

ativação de receptores do tipo N-metil-aspartato NMDA. Além do glutamato e do 

aspartato, conhecidos como neurotransmissores excitatórios, outros aminoácidos 

são 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 aminoácido essencial, torna a síntese de serotonina dependente da sua 

ingestão dietética (Venero et al., 1992). Apesar da ampla distribuição do triptofano 

em proteínas de origem animal e vegetal, alguns alimentos, como o milho, possuem 

este aminoácido como limitante quando comparados a ovoalbumina (Tabela I).  

Foi demonstrado que roedores alimentados basicamente com farinha de 

milho têm diminuídos níveis de serotonina no SNC, assim como o total de células 

serotoninérgicas nos núcleos da rafe, além de apresentarem alterações no sono e 

no humor (Del Angel-Meza et al., 2001; Orozco–Suarez et al., 2003). Outros estudos 

já apresentaram um déficit de inervação serotoninérgica durante a formação 

hipocampal de animais com restrição nutricional de triptofano. A dieta 

complementada com L-Triptofano é capaz de aumentar os níveis de serotonina no 

SNC de ratos alimentados previamente com fórmulas deficientes neste aminoácido 

(Sarwar & Botting, 1999).  

De forma indireta, a ingestão de carboidratos pode favorecer a síntese de 

serotonina ao aumentar os níveis séricos de insulina, que conseqüentemente, 

favorece a captação de aminoácidos neutros como a fenilalanina, a treonina, a 

leucina, a isoleucina e a valina do plasma para os tecidos periféricos. Os 

aminoácidos neutros competem com o triptofano pelo transportador da barreira 

hematoencefálica (Dye et al., 2000).  Portanto, o triptofano, em uma dieta 

hiperglicídica, fica ligado à albumina (a insulina também aumenta a afinidade deste 
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com a albumina) o que resulta no aumento da proporção de triptofano disponível no 

sangue (Moore et al., 2000). Dos 22 aminoácidos, sendo o triptofano o menos 

abundante, é importante uma dieta rica em carboidrato, para aumentar sua 

disponibilidade na barreira hematoencefálica afim de diminuir a competição com os 

aminoácidos neutros. Ao contrário, dietas com elevados níveis de aminoácidos 

neutros, aumentam a competição pela passagem para o SNC, diminuindo assim a 

taxa de captação do triptofano para serem usados(Rouch et al., 1999). 

Alterações no sistema serotoninérgico têm sido especuladas como causas de 

distúrbios de alimentação como anorexia nervosa e bulimia, que são muitas vezes 

tratados com êxito através do uso de inibidores da re-captação de serotonina 

(Leibowitz, 1990). 

 

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

 

Vegetais E 
tubérculos (100g)

 mg Cereais E 
leguminosas (100g) 

mg Frutas 
(100g) 

mg 

Abóbora 9 Arroz integral 0,98 Abacate 21 
Agrião 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 Feijão 107 Coco 81 
Berinjela 8 Ervilha 37 Figo 6 
Beterraba 12 Soja 74 Goiaba 7 
Brócolis 31 Carnes (100g) W (mg) Laranja 9 
Cebola  17 Frango 340 Maçã 1 
Cenoura 11 Bovina 219 Mamão 8 
Chuchu 25 Ovos 194 Manga 8 
Champion 44 Laticínios (100g) W (mg) Melancia 7 
Couve-flor 25 Iogurte 27 Morango 7 
Espinafre 40 Leite 48 Pêra 2 
Pepino 4 Manteiga 12 Pêssego 2 
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Pimentão 0,22 Queijo prato 320 Tâmara 50 
Repolho 11 Provolone 345 Tamarindo 18 
Tomate 7 Requeijão 67 Tangerina 6 
Vagem 20 Ricota 125 Uva 3 

Fonte: Manual de Nutrientes (Costa, 2002). 

Estudo Nacional de Despesa Familiar – Tabelas de Composição 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 

informação atinja o resto do encéfalo. Dessa forma, a retina é especializada na 

conversão de energia luminosa em atividade neural. As células responsáveis por 

direcionar os sinais retinianos aos centros encefálicos,  são as células ganglionares 

da retina (CGRs) (Mey & Thanos, 2000; Klassen et al., 2004). 
A retina está organizada em camadas de corpos celulares e camadas de 

prolongamentos sinápticos que recebem, integram e traduzem a informação visual 

(Peters, 2002). A via direta de processamento intraretiniano da informação visual 

envolve a transdução 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 sinápticos com as células ganglionares, 

na camada plexiforme interna. Os axônios das células ganglionares se dirigem ao 

disco óptico onde se tornam mielinizados e formam o nervo óptico (Mey & Thanos, 

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

Os nervos ópticos, de cada olho, juntam-se no quiasma óptico onde irão 

sofrer decussação parcial. Nos roedores, 95% dos axônios do nervo óptico cruzam o 

quiasma óptico para o trato óptico contralateral (Perry et al., 1983). Os 5% restantes, 

que se encontram na periferia temporal da retina, se dirigem pelo trato óptico 

ipsolateral (Drager & Olsen, 1980). Aproximadamente 60 % dos axônios que 

trafegam pelo trato óptico emitem colaterais que se dirigem para o núcleo geniculado 

do tálamo (Perry et al., 1983) (Fig. 1). 
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No sistema visual de roedores as células ganglionares da retina são geradas 

entre os dias embrionários 14 e 22 (E14 – E22) (Reese & Colello, 1992). Em E15, 

surgem os primeiros cones de crescimento no quiasma óptico (Horsburgh & Sefton, 

1986). Os axônios das células ganglionares alcançam a borda anterior do colículo 

superior em E16, e por volta de E17 podem ser observadas as primeiras sinapses 

(Lund & Bunt, 1976). Em E21 é evidenciada uma densa projeção formada pelas 

fibras retinianas nas camadas visuais do colículo superior (Bunt et al., 1983). 

O colículo superior é uma estrutura laminada e, como outros centros visuais 

no cérebro de mamíferos, contem um mapa retinotópico preciso que reproduz a 

superfície da retina. Suas principais funções são as integrações visuomotora no 

reflexo orientado e controle dos movimentos sacádicos. Este núcleo visual é dividido 

em camadas denominadas stratum zonal, stratum griseum superficiale, stratum 

opticum, stratum griseum intermediale, stratum álbum intermédium, stratum griseum 

profundum e stratum álbum profundum. As três primeiras camadas, classificadas em 

conjunto como camadas superficiais, são responsáveis pelo processamento de 

informações visuais, enquanto as camadas mais profundas relacionam-se 

principalmente a funções de integração multimodal de estímulos visuais, auditivos e 

motores (Dori et al., 1998; Isa & Saito, 2001) (Fig. 2). 

FIGURA 1. Esquema mostrando as vias visuais. Os axônios ipsolaterais (em vermelho) e 

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

pré-tecto e Colículo Superior (Purves et al, 2004). 
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O stratum griseum superficiale (SGS) constitui-se na principal camada que 

recebe aferentes pré-sinápticos da retina (Perry et al., 1983). O transporte 

anterógrado de traçadores neuroanatômicos mostra que, em roedores, os terminais 

ipsolaterais da retina formam aglomerados de marcação terminal no limite ventral do 

SGS enquanto os aferentes contralaterais ocupam toda a extensão radial das 

camadas visuais, superpondo-se consideravelmente às projeções ipsolaterais 

(Hofbauer & Drager, 1985). 
Durante o desenvolvimento, os axônios ipsolaterais provenientes da retina 

atingem o colículo superior e arbonizam-se de maneira imprecisa e difusa nas 

camadas visuais do colículo superior.  Em mamíferos ocorre uma organização 

rudimentar do mapa retinotópico no início do desenvolvimento (Lund et al., 1980). 

Por volta da segunda semana pós-natal, os axônios sofrem um processo de 

reorganização, que resulta em uma restrição topográfica, 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 colículo superior. 

FIGURA 2. Esquema ilustrando a laminação no colículo superior. A linha pontilhada 

delimita as camadas de processamento visual na região dorsal e as camadas 

profundas de processamento auditivo, motor e integração de informações. O stratum 

zonale não está representado (Parsons et al., 2001). 

SGS- stratum grieum 
superficiale 
 
SO-  stratum opticum  
 
SGI- stratum griseum  
intermediale 
 
SAI-  stratum álbum 
intermédium 
 
SGP-  stratum griseum 
profundum  
 
SAP-  stratum álbum 
profundum 
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Esses aferentes formam, então, pequenos aglomerados de marcação no limite 

ventral do SGS e limite dorsal do SO, no terço anterior do colículo. Esse processo é 

essencial para possibilitar a correta representação do campo visual nos núcleos 

visuais (Lund et al., 1980; Hofbauer & Drager, 1985). 

Durante a fase de sinaptogênese, as células alvo são selecionadas para 

iniciar a formação de sinapses. Existem moléculas que orientam os axônios, como 

pistas químicas, nos caminhos rumo aos alvos. Os axônios são providos de 

estruturas chamadas cones de crescimento que permitem uma eficaz percepção do 

ambiente extracelular e responderam aos diversos estímulos-guia (Rodger et al., 

2000; Skaper et al., 2001; Knoll & Drescher, 2002). 

Desta forma, os axônios provenientes das CGRs são inicialmente distribuídos 

de forma difusa nas camadas visuais do CS de acordo com gradientes de pistas 

moleculares. Dentre essas moléculas, encontramos a família das efrinas e seus 

receptores, que são expressos diferencialmente ao longo da retina e do teto óptico, 

gerando um princípio de organização topográfica, onde axônios provenientes da 

retina nasal se projetam para a porção posterior/caudal do teto óptico e axônios da 

retina temporal se estabelecem na porção anterior/rostral. Além disso, axônios da 

retina dorsal e ventral se projetam para regiões laterais e mediais do teto óptico, 

respectivamente (Thanos & Mey, 2001; Mellitzer et al., 2000; Knoll & Drescher, 

2002) (Fig. 3). 
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Outras classes de moléculas presentes também em superfícies celulares 

atuam, ao contrário das efrinas, como promotoras do crescimento axonal no 

desenvolvimento do sistema nervoso.  Entre estas são conhecidas as moléculas 

pertencentes à família das caderinas, encontradas em neurônios, células gliais, 

cones de crescimento e as moléculas de adesão celular (CAMs) (Holt & Harris, 

1998). 

 Após o início da formação do mapa retinotectal pelas interações de moléculas 

atrativas e repulsivas entre a retina e o colículo superior, o sistema passa por 

processos para alcançar um maior grau de refinamento, a partir de atividade elétrica 

entre aferentes e células-alvo (Debski et al., 1990). A atividade elétrica espontânea 

das células ganglionares da retina pode ser observada em roedores antes do 

nascimento, em E18 (Galli & Maffei, 1988). A sincronização desta atividade 

espontânea em células vizinhas na retina contribui para o refinamento do mapa 

topográfico antes mesmo da abertura dos olhos, orientada entre células vizinhas na 

retina “simula” a estimulação ambiental e contribui para o refinamento dos mapas 

topográficos (Stellwagen & Shatz, 2002). Experimentos em peixes, anfíbios e 

mamíferos, demonstraram que é possível abolir o refinamento topográfico, através 

FIGURA 3. Esquema representando a topografia retinotectal. Na retina os números de 1-7 e 

as letras de A-F representam áreas específicas no eixo nasal-temporal e dorsal-ventral 

respectivamente, que se correlacionam aos eixos caudal-rostral e lateral-medial, 

respectivamente, no tecto óptico. (Debski e Cline, 2002)  
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do bloqueio da atividade elétrica espontânea com tetrodotoxina (TTX), droga que se 

liga irreversivelmente aos canais de sódio voltagem-dependente (Meyer, 1982; 

Sretavan & Shatz, 1984; Fawcet & O´Leary, 1985; Schmidt, 1990).  

A experiência visual, que em roedores ocorre a partir da abertura dos olhos, 

entre os dias pós-natal 12 e 14 (P12-P14), influencia de maneira determinante o 

desenvolvimento topográfico e a plasticidade dos aferentes visuais (Stellwagen & 

Shatz, 2002)  

Um alto grau de correlação de atividade elétrica pré e pós-sináptica é 

determinante para a estabilização uso-dependente de sinapses. Isto foi o que propôs 

como teoria, em 1940, Donald Hebb. Dessa forma, a plasticidade natural consiste no 

rearranjo de conexões sinápticas, que durante o desenvolvimento e, em menor 

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

neurais. 

A atividade sincrônica das células ganglionares vizinhas na retina, as quais 

são estimuladas pela mesma região do campo visual, gera a somação de potenciais 

pós-sinápticos excitatórios nas células alvo, resultando na estabilização destas 

sinapses. Este é um dos mecanismos responsáveis pelo refinamento, e pelo 

ordenamento topográfico dos padrões iniciais da inervação. A ativação de 

receptores pós-sinápticos do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) para o glutamato está 

relacionada aos processos nos quais a atividade elétrica induz o refinamento 

topográfico e a estabilização sináptica (Debski & Cline, 2002). O receptor de NMDA, 

apesar de ionotrópico, tem sua ativação dependente não apenas de ligante mas 

também de voltagem, no estado inativado, o íon magnésio bloqueia a condutância 

do canal iônico deste receptor. Para que ocorra a ativação deste receptor, faz-se 

necessário, além da ligação do agonista, o deslocamento do íon magnésio, que é 

dado por uma prévia alteração da voltagem de membrana (despolarização). A 

ativação dos receptores NMDA produz influxo de cálcio nas espículas dendríticas 

pós-sinápticas, consolidando e aumentando a eficácia dos aferentes com atividade 

temporal relacionada.  

Este modelo de ativação do receptor NMDA é importante em vários 

fenômenos envolvendo plasticidade neural, como potenciação e a depressão de 
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longa duração da transmissão sináptica, essenciais aos processos de aprendizado e 

memória (Wheal et al., 1998). 

 
1.3- PERÍODO CRÍTICO E PLASTICIDADE NO DESENVOLVIMENTO DO 
SISTEMA NERVOSO 

 

O desenvolvimento das conexões sinápticas evolui durante uma janela 

temporal – o período crítico. Assim, o período crítico é descrito como a fase do 

desenvolvimento na qual a experiência sensorial é capaz de levar a uma extensa 

reorganização estrutural das projeções centrais (Cynader et al., 1990). 

Os estágios tardios do refinamento das projeções retinotectais, observados 

durante o período crítico, são mediados principalmente por mecanismos celulares de 

potenciação e depressão sináptica, resultando respectivamente na formação de 

conexões precisas características do padrão adulto e na eliminação de sinapses 

transitórias (Puro et al., 1977; Tomasulo et al., 1993).  

Durante o período crítico, os processos de desenvolvimento do SNC são 

altamente dinâmicos e envolvem alterações anatômicas, fisiológicas e 

neuroquímicas, sensíveis a estímulos ou insultos oriundos do meio-ambiente 

(Morgane et al., 1993). Esse período varia de espécie para espécie, sendo que em 

humanos, não existem dados que delimitem com segurança os períodos críticos 

para maturação dos sistemas sensoriais, motores e cognitivos (Berardi et al., 2000) 

(Tabela II). 

No sistema visual de roedores, os processos plásticos de refinamento e 

reorganização das projeções retinofugais presentes durante o período crítico, 

ocorrem entre as duas ou três semanas após o nascimento (Serfaty & Linden, 1994). 

Injeções intra-oculares de transportadores anterógrados na retina, como a 

peroxidase de raiz forte (HRP), são capazes de marcar os terminais sinápticos 

contra e ipso -laterais, possibilitando avaliar a densidade de marcação nos terminais 

que cruzam ou não (Serfaty & Linden, 1991). Esta técnica permitiu que Serfaty e 

Linden (1994) demonstrassem a segregação topográfica das projeções 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 restrição tópográfica das projeções retinotectais ipsolaterais no terço anterior do 

colículo superior. Os ratos receberam injeção intraocular de peroxidase no dia pós-natal 0 (P 0) (A e 

E), P 3 (B), P5 (C e F), e P 10 (D). Notar que as projeções transitórias entre P 0–3 (A, B e E), se 

restringem entre P5-10 (C, D e F) e os aglomerados de marcação terminal em regiões profundas 

Stratum Griseum Superficiale(SERFATY & LINDEN, 1994).  
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TABELA II: Períodos Críticos de Desenvolvimento do Sistema Visual 

 

ESPÉCIE PERÍODO CRÍTICO REFERÊNCIA 

Roedores 2-3 semanas após o nascimento
(Land& Lund, 1979) 

(Serfaty, 1994) 

Felinos 
3ª à 9ª semana após o 

nascimento 
(Cynader et al. 1990) 

Primatas 12 semanas pós-natal (Hubel & Wiesel, 1962) 

Humanos 5 -12 anos após o nascimento (Berardi et al., 2000) 

 

Alterações provocadas pelos padrões de estimulação, nessa janela temporal, 

apresentam uma significativa reorganização por manipulações experimentais, como 

bloqueio de atividade elétrica (Debski & Cline, 2002), alteração de 

neurotransmissores (Bastos et al., 1999), bloqueio de mensageiros retrógrados 

(Campello-Costa et al., 2000; Campello-Costa et al., 2006) ou outros capazes de 

alterar a estabilização sináptica (Constantine-Paton et al., 1990). 

Nesta fase do desenvolvimento, lesões em setores restritos da retina 

temporal, que induzem denervação localizada em uma área correspondente no 

colículo superior contralateral, geram respostas plásticas caracterizadas pela 

presença de inervação anômala da projeção ipsolateral do olho intacto, na superfície 

do colículo superior (Serfaty et al., 2005) (Fig. 5).  
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 A enucleação monocular, durante o peíodo crítico, também provoca o 

aparecimento de projeções aberrantes da retina intacta em direção aos núcleos 

visuais ipsolaterais (Lund & Bunt, 1976; Jen et al., 1984). Esta resposta plástica 

decresce em animais adultos, experimentos no córtex visual primário de gatos, uma 

sutura palpebral nas primeiras semanas do desenvolvimento apresentou alterações 

corticais permanentes, ao passo que, o mesmo procedimento em animais adultos, 

não é capaz de produzir modificações no córtex 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 colágeno, laminina, fibronectina, proteoglicanos e receptores de 

superfície celular. A matriz extracelular, além de gerar suporte para as células, 

também age como um reservatório de citocinas e fatores de crescimento. A 

A 

FIGURA 5– Efeito da lesão de retina temporal, realizada em P10, no colículo superior 

contralateram a lesão de retina. A) Notar a reorganização das projeções ipsolaterais 

orientada para a superfície (seta) e caracterizada por um padrão bilaminar de marcação. 

B) Mapeamento da área lesionada no CS (em baixo) através da injeção de traçador no 

olho submetido à lesão (em cima). C) Esquema da reorganização dos terminais 

ipsolaterais em resposta a lesão de retina (Serfaty et al, 2005). 
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proteólise da matriz extracelular pode afetar a aderência das células, assim como 

liberar fragmentos bioativos (McCawley & Matrisian, 2001). 

 As metaloproteases (MMPs) são enzimas proteolíticas dependentes de zinco 

que degradam todos os componentes da MEC, por isso tem sido extensamente 

estudadas no contexto da modulação das funções da matriz, desde o 

desenvolvimento embrionário, até a regulação da diversidade biológica e em 

processos patológicos, como câncer e muitas doenças neurodegenerativas. Existem 

28 isoformas de MMPs descritas em mamíferos, dentre as quais 24 têm seu 

substrato identificado, 23 destas já foram descritas em ratos. No cérebro, as MMPs 

podem ser encontradas em diversas regiões, estando presentes predominantemente 

no corpo e nos dendritos de neurônios (Vaillant et al., 1999). As isoformas mais 

abundantes no cérebro são a MMP-2, MMP-3 e a MMP-9 (Yong, 2005 para revisão).  

A atividade das MMPs é controlada por três fatores: primeiro, a transcrição 

gênica, já que muitas são expressas apenas após ativação celular ou estimulação; 

segundo, ativação da pró-enzima, uma vez que as MMPs são expressas 

inicialmente em forma de zimógenos; e em terceiro, pela inibição por seus inibidores 

fisiológicos teciduais (TIMPs). Já foram descritos quatro tipos de inibidores de 

metaloproteinases de matriz (TIMP-1, 2, 3 e 4) e ainda a  α-2 macroglobulina sérica, 

responsável pela inibição das MMPs no sangue e sistema linfático (Crocker et al., 

2004; Parks et al., 2004). O equilíbrio entre a ativação das MMPs e sua inibição 

pelas TIMPs controla o ambiente pericelular, incluindo a movimentação de proteínas 

da matriz extracelular, a viabilidade dos fatores de crescimento e citocinas. Também 

organizam receptores de membrana, além de regularem o crescimento celular, 

proliferação, migração e apoptose celular (Sternlicht & Werb, 2001, para revisão).   

Trabalhos têm evidenciado a importância das metaloproteases na formação 

do mapa topográfico no SNC através da regulação de fenômenos cruciais como 

neurogênese, diferenciação e migração celular, crescimento axonal, mielinização e 

sinaptogênese, além de interferir em interações de efrinas e seus receptores 

(Sternlicht MD & Werb Z, 2001 para revisão; Webber et al., 2002; Reeves et al., 

2003;Yong V.Wet al., 2005; Ethell & Ethell, 2007) (Fig. 6). Já foi demonstrado, que 

em neurônios a atividade das metaloproteases está localizada nos cones de 

crescimento, portanto, a inibição da atividade das MMPs reduz a motilidade dos 
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cones (Sheffield et al., 1994). MMPs também estão envolvidas na regulação da 

apoptose, sobrevivência de alguns tipos celulares, além de influenciarem na 

sinalização celular (Egeblad & Werb, 2002; Parks et al., 2004).  Oliveira-Silva e 

colaboradores (2007) caracterizaram a expressão e atividade da MMP-9 no colículo 

superior de roedores durante o desenvolvimento, bem como na plasticidade induzida 

por lesão na via retinotectal. Neste estudo, foi demonstrado que a inibição da 

atividade metaloprotease induz a uma ruptura do mapa topográfico retinotectal 

dentro do período crítico do desenvolvimento (Oliveira-Silva et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 As MMPs têm sido identificadas como moléculas reguladoras da atividade 

sináptica no hipocampo, interferindo no desenvolvimento de espículas dendríticas, 

assim como na estabilização sináptica, em processos de potenciação de longa 

duração (LTP), podendo então estar modulando processos de aprendizado e 

memória (Reeves et al., 2003; Bilousova et al., 2006).  

Conexão direta entre MMP-9 e o aprendizado foi proposta por Wright e 

pesquisadores em 2002, ao mostrar que a atividade enzimática da MMP-9 é 

aumentada em hipocampo de ratos submetidos ao aprendizado espacial (Wright et 

al., 2002).  

FIGURA 6: MMPs regulam eventos de desenvolvimento e regenerativos no SNC. A célula 

representada em lilás mimetiza uma célula-tronco do sistema nervoso, que prolifera (em verde) e 

migra e em seguida se diferencia em neurônios ou em oligodendrócitos. 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). 
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MMPs degradam as moléculas da matriz extracelular que inibem o 

crescimento axonal. Desta forma, a atividade das MMPs aumenta a extensão e a 

mobilidade do axônio, contribuindo para processos de plasticidade cerebral. MMP-9 

têm sua função proteolítica aumentada numa situação de peri-infarto cortical a fim 

de facilitar a remodelagem axonal. Em um estudo com ratos adultos que tiveram 

lesão cortical unilateral e posteriormente receberam injeção de um veículo, 

observou-se a sinaptogênese 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 memória de longa duração, o que realça 

a importância da MMP-9 na modulação da plasticidade sináptica (Nagy et al., 2006). 

 A atividade das metaloproteases também está relacionada à ativação de 

receptores do tipo NMDA, o que é de particular interesse pelo seu envolvimento 

direto na regulação da plasticidade.  

A plasticidade sináptica está associada à MMPs. Essas gelatinases regulam 

um complexo coordenado incluindo as moléculas de matriz extracelular, as 

moléculas de adesão celular (CAM) e os elementos do citoesqueleto contribuindo, 

portanto, nas mudanças dependentes de atividade, e na morfologia e função das 

sinapses (Meighan et al., 2006). Baixos níveis de MMP-9 estão associados com 

baixa capacidade de regeneração de axônios do sistema nervoso central (Chernoff 

et al., 2000). O papel desta metaloprotease na regeneração, envolve um controle 

sobre a migração de macrófagos e mielinização, que são essenciais na regeneração 

de injúrias nervosas (Kiefer et al., 2003).  

Em condições fisiológicas, TIMP-1 é expressa essencialmente por neurônios, 

e essa distribuição espaço-temporal é consistente com sua função na ontogênese 

do hipocampo e do cerebelo (Rivera et al., 1997). Seu perfil de expressão, durante o 

desenvolvimento assim como em várias desordens do SNC, tem sugerido que TIMP-

1 poderia contribuir para a fisiopatologia cerebral e diferentes formas de plasticidade, 

como plasticidade sináptica e processos de aprendizado e memória (Rivera & 

Khrestchatisky, 1999). Animais nocauteados para TIMP-1 e TIMP-2 apresentaram 

problemas com aprendizado e memória, o que possibilitou a associação entre a 

modulação da plasticidade neural com a razão MMP/TIMP (Chaillan et al., 2006).  
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1.5- SISTEMA SEROTONINÉRGICO 
 
 A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) é considerada um 

neurotransmissor modulatório encontrado no sistema nervoso, desde o início da 

formação do SNC,  por volta do décimo segundo dia gestacional (E12) em ratos. Por 

isso, a serotonina parece ser essencial para a formação dos circuitos neurais. Em 

mamíferos, como roedores e primatas, os níveis de serotonina e a expressão de 

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

  

Os neurônios serotoninérgicos, localizados próximos à linha média nos 

núcleos da rafe do tronco cerebral, são divididos em grupos denominados B1-B9 e 

emitem projeções para as regiôes ascendentes e descendentes do cérebro (Fig. 7). 

O núcleo B7 é o que tem a maior concentração de neurônios serotoninérgicos, cujos 

axônios se projetam para a região dorsal do mesencéfalo, onde se localiza o colículo 

superior (Beitz et al., 1986). Axônios da rafe fazem diversos contatos sinápticos no 

SGS (Arce et al., 1992). 

 

 

Por suas características hidrofílicas, a serotonina não é capaz de atravessar a 

barreira hematoencefálica (BHE), desta forma, é necessário que sua síntese ocorra 

dentro do próprio SNC.  

FIGURA 7. Esquema mostrando os núcleos da rafe e as suas projeções. O núcleo B7 

emite projeções para o colículo superior ( Traduzido de Siegel et al ., 1999). 
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 A serotonina é sintetizada nos núcleos da rafe, a partir do aminoácido 

essencial triptofano, que é captado de forma ativa do plasma por carreadores de 

aminoácidos neutros da BHE. Dessa forma, a variação desse aminoácido no plasma 

influencia bastante a síntese de serotonina na rafe (Blundell, 1992).  Após ser 

captado, o triptofano é convertido em 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano 

hidroxilase a partir de uma hidroxilação na posição cinco do anel aromático 

formando 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Esta enzima é sintetizada principalmente nos 

núcleos da rafe, e só é encontrada em células que sintetizam serotonina, portanto, 

sua distribuição no cérebro é semelhante a da serotonina (Whitaker-Azmitia, 1999) 

(Fig. 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A ativação dessa enzima pode ser bloqueada pela p-clorofenilalanina (PCPA) 

que compete com o triptofano ligando-se irreversivelmente à enzima (Barnes & 

Sharp, 1999). Após esse processo, o neurotransmissor é armazenado em vesículas 

através de um mecanismo mediado por bomba de prótons (Erickson et al., 1992). 

Estando então armazenada em vesículas, uma despolarização no neurônio 

serotoninérgico induz a liberação vesicular deste neurotransmissor através de um 

FIGURA 8. Esquema demonstrativo das vias de síntese e degradação da serotonina. (Siegel 

et al, 1999). 
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mecanismo dependente de cálcio. O influxo de cálcio, com ou sem despolarização 

de membrana, pode aumentar a liberação de serotonina (Rotondo et al., 1997). 

 O controle da liberação de serotonina também é feito por auto-receptores  

que podem ser de diferentes subtipos dependendo da espécie, os tipos 5-HT1A e 5-

HT1B são amplamente distribuídos nas camadas visuais do colículo superior. O 

aumento da concentração extracelular de serotonina ativa os auto-receptores pré-

sinápticos, diminuindo a liberação do neurotransmissor (Raymond et al., 2001). 

A diversidade da sinalização serotoninérgica está relacionada com sua ampla 

distribuição de receptores. Em mamíferos os receptores serotoninérgicos foram 

divididos em sete classes: os receptores ionotrópicos pertencentes à classe 5-HT3 

seletivamente permeáveis a sódio (Na+), potássio (K+) e cálcio (Ca++) e os 

pertencentes à grande família de receptores acoplados à proteína G 

(metabotrópicos), 5-HT1, 5-HT2, 5-HT4, 5-HT5, 5-HT6, E 5-HT7 (Barnes & Sharp, 

1999). 

 A função 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 sítios pré-sinápticos como em pós-sinápticos, 

possui alta afinidade para serotonina, além de desempenhar importantes funções na 

regulação neuroendócrina e térmica, em comportamentos como o sexual e 

alimentar, na função imune, estabelecimento de memória, controle da depressão e 

ansiedade (Barnes & Sharp, 1999; Debski & Cline, 2002; Adell et al., 2002).  

Dentre as cascatas intracelulares da serotonina estão a ativação ou inibição 

da adenil ciclase e a ativação de várias cinases como a proteína cinase A (PKA), 

entre outras. O receptor 5-HT2A é amplamente distribuído no SNC, ele atua 

ativando fosfolipases, aumentando os níveis de Ca++, ativando proteínas cinases 

como a ERK, a cálcio/calmodulina (CaM), e regula os fenômenos apoptóticos em 

células glutamatérgicas corticais (Barnes & Sharp, 1999; Raymond et al., 2001). 

 Uma vez no espaço 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 aldeído-dependente, formando 

ácido 5-hidroxi indoacético. A 5-hidroxindoleacetaldeido também pode sofrer ação 
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de uma NADH-aldeido redutase dependente, formando um álcool. O produto final da 

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

O sistema serotoninérgico é um dos primeiros a surgir durante o 

desenvolvimento neuroquímico do SNC de mamíferos. Estudos de imunoreatividade 

para serotonina demonstraram que em E14 ela já pode ser detectada, e neste 

estágio ocorre a segregação bilateral dos neurônios serotoninérgicos em grupos 

rostrais e caudais e o início do desenvolvimento das conexões com os alvos pós-

sinápticos (Azmitia, 1999; Rhoades et al., 1990) . Esta fase pode ser dividida em três 

etapas principais: início do prolongamento axonal entre E13 e E16, seleção das vias 

de crescimento ascendentes e descendentes entre E15 e E19, e por último, o 

desenvolvimento das conexões terminais, que tem início em E19, período em que a 

maturação dos neurônios serotoninérgicos é considerada completa, e se estende até 

o final do período crítico em P21 (Lautenschlager et al., 2000).  

Neurônios da rafe inervam praticamente todas as regiões do encéfalo, 

enviando axônios colaterais a áreas do cérebro com funções relacionadas. Foram 

identificados nesses núcleos terminais contento além de serotonina, norepinefrina, 

dopamina, acetilcolina, ácido gama-amino-butírico (GABA), substancia P e 

neurotensina (Azmitia, 1999). 

 A capacidade de responder plasticamente a modificações no microambiente 

constitui uma importante característica do sistema serotoninérgico. Estes neurônios 

podem alterar em até quatro vezes o volume celular em resposta a variação 

principalmente de hormônios esteróides e concentração de neuropeptídeos (Azmitia 

et al., 1996). 
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1.5.1 - SEROTONINA E O DESENVOLVIMENTO DO SNC 
 
 A serotonina tem sido implicada na regulação de atividades que regem o 

comportamento (Jacobs & Fornal, 1999) incluindo o ritmo circadiano (Morin, 1999), 

sono/vigília (Leonard, 1996) e fenômenos cognitivos, como aprendizado e memória 

(McNamara & Skelton, 1993). Manipulações experimentais dos níveis de serotonina 

causam alterações na freqüência alimentar (Blundell, 1992), ao modular 

negativamente no hipotálamo, a ação de mensageiros reguladores do apetite como 

as leptinas e neuropeptídio Y (Meguid et al., 2000).. 

 Inúmeras evidências têm mostrado que a síntese de serotonina é crucial 

durante os primeiros estágios do desenvolvimento em mamíferos. Já foi observado 

que a expressão do RNA mensageiro para a enzima triptofano hidroxilase é induzida 

imediatamente após a fertilização ainda em estágios zigóticos. Outros trabalhos 

utilizando PCPA durante a gestação em camundongos, indicaram que a 

administração desta substancia, inibidora da síntese de 5-HT, causa ausência de 

citocinese no zigoto e então interrompe a divisão de embriões pré-implantados 

(Walther & Bader, 1999). 

 Em células corticais, a serotonina promove a diferenciação e sobrevida de 

neurônios glutamatérgicos envolvidos nos processos de estabilização seletiva de 

sinapses (Lavdas et al., 1997). As células ganglionares da retina possivelmente 

captam e armazenam serotonina durante as duas primeiras semanas pós-natal, pois 

foi observada a expressão de transportadores para serotonina (SERT) bem como 

para monoaminas vesiculares (VMAT2) (Upton et al., 1999). Em astrócitos, a 

serotonina é um estímulo para a liberação de S-100β, fator permissivo da 

sobrevivência neural (Whitaker-Azmitia, 2001). Estes achados sugerem que antes 

de assumir seu papel como neurotransmissor, a serotonina atue direta e 

indiretamente como fator trófico para as células em desenvolvimento (Mazer et al., 

1997). 

 A serotonina também regula a síntese do fator neutrófico derivado do cérebro 

(BDNF) no sistema nervoso central. A ativação de seus receptores pode levar à 

produção de AMPc e ativação de CREB induzindo a transcrição do gene BDNF, que 

é uma proteína pertencente á família das neurotrofinas. Esta proteína atua no 
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sistema nervoso promovendo neurogênese, sobrevida celular e plasticidade 

sináptica, sua ação é mediada pela ativação de seus receptores de alta afinidade 

TrKB. Durante o desenvolvimento do córtex cerebral e hipocampo, o BDNF induz a 

diferenciação de células-tronco em neurônios e promove a sobrevida dos mesmos. 

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

Indiretamente o BDNF pode estimular o crescimento e sobrevida de neurônios 

serotoninérgicos (Mattson et al., 2004). 
 
 
1.5.2 TRANSPORTADOR DE SEROTONINA 
 

Na fenda sináptica, a ação da serotonina é finalizada pela re-captação para o 

terminal pré-sináptico por proteínas transportadoras específicas (SERT), 

pertencentes à família de transportadores de neurotransmissores dependentes de 

Na+/Cl-, que estão localizadas nos axônios, dendritos e terminais de neurônios 

serotoninérgicos. Portanto, SERT controla a concentração de 5-HT na fenda 

sináptica e então suas ações nos receptores específicos mantendo a homeostasia 

do sistema (Cases et al., 1998). 

Inibidores do SERT, como a fluoxetina e a paroxetina, têm sido muito 

utilizadas como antidepressivos, para tratamento de desordens psiquiátricas. Essas 

drogas aumentam a concentração de 5-HT extracelular e diminuem o conteúdo de 

serotonina dentro das células (Li, 2006). Em camundongos nocaute para SERT, a 

atividade e a quantidade da triptofano hidroxilase no cérebro não foi alterada (Kim et 

al., 2005), mostrando que o SERT não influencia nas vias de síntese de serotonina. 

Em ratos SERT-/- foi observada uma forte redução da recaptação e liberação 

de 5-HT, assim como baixos níveis de serotonina nos tecidos, o que foi associado a 

uma atenuação da reciclagem de 5-HT, indicando que o sistema serotoninérgico 

pode ter perdido sua flexibilidade e dinamismo (Bengel et al., 1998). Variações 

genéticas na expressão de SERT, podem levar ao desenvolvimento de alterações 

de personalidade, o que pode contribuir para potencializar um gatilho de desordens 

afetivas (Barr et al., 2004). 

Tratamentos crônicos com inibidores do SERT têm sido relacionados não só 

com aumento da ação da 5-HT, mas também com mudanças celulares que têm 
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ações protetoras em doenças como o estresse e com o fenômeno de neurogênese 

hipocampal (Jacobs & Fornal, 1999). 

 

 
1.5.3 VIAS DE SINALIZAÇÃO DO SISTEMA SEROTONINÉRGICO 
 
 Monoaminas, incluindo a serotonina, têm sido tradicionalmente associadas a 

vias de sinalização em neurônios, tais como modulação de AMPc e níveis de Ca+2. 

Estudos vêm apresentando uma hipótese de que as ações da 5-HT podem modular 

indiretamente a ativação da cinase ativada por mitógenos (ERK) e da proteína 

cinase B (AKT) (Cowen, 2007). 

 Ativação do receptor 5-HT1A é relacionada com a inibição da adenilil ciclase, 

aumento da condutância ao K+ e, em alguns tipos celulares, aumento na 

concentração de Ca+2 intracelular (Clarke et al., 1987; Araneda & Andrade, 1991).  

Ratos tratados com agonistas do receptor 5-HT1A exibiram diminuição nos 

níveis de pERK ativada no hipocampo (Chen et al., 2002). Inibidores da triptofano 

hidroxilase geraram um aumento da atividade da Proteína cinase A (PKA) 

dependente de AMPc em neurônios hipocampais, o que pode influenciar na 

estabilidade sináptica (Elgersma & Silva, 1999). 

 A plasticidade cortical pode ser regulada por atividade elétrica assim como 

por outros fatores tais como neurotrofinas, que são os mais fortes ativadores de 

ERK, sugerindo que a ERK possa agir como uma molécula integrante desses dois 

mecanismos (Pizzorusso et al., 2000). A ativação, ou seja, a fosforilação da ERK 

(pERK) também é muito importante nos fenômenos de aprendizado e memória, 

assim como para plasticidade do córtex visual (Di Cristo et al., 2001). 

Muitos estudos têm apresentado inibidores do transportador de re-captação 

da serotonina (SERT) induzindo neuroplasticidade pela influência do aumento da 

expressão de fatores de crescimento. Essa hipótese é consistente com idéias 

tradicionais de que os fatores de crescimento ativam a via das MAPK, enquanto a 

serotonina é responsável pela modulação através de segundos mensageiros como 

Ca+2 e AMPc (Cowen, 2007). 
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Os papéis funcionais da ERK dependem não apenas da sua ativação (pERK), 

mas também da intensidade e duração dessa ativação. Em precursores neuronais, a 

sinalização transitória da pERK estimula proliferação enquanto uma sinalização 

constante induz diferenciação. Em fibroblastos, sinalização via ERK é essencial para 

proliferação, mas sinais de alta intensidade induzem parada ou até finalização do 

ciclo celular. Portanto, a pERK é considerada uma reguladora indispensável no 

comportamento celular (Dumaz & Marais, 2005). Corroborando com esta idéia, já foi 

demosntrado que problemas na sinalização das Map-kinases são identificados em 

aproximadamente 30% dos casos de câncer (Pouyssegur & Lenormand, 2003; 

Sebolt-Leopold & Herrera, 2004). 

A sinalização via pERK também é associada a um grande numero de 

disfunções no SNC incluindo depressão e suicídio, esquizofrenia e Alzheimer; 

entretanto, a relação direta dos receptores para serotonina e as vias que 

desenvolvem essas doenças ainda não é conhecida por completo (Dwivedi et al., 

2001; Kyosseva, 2004; Arjona et al., 2002). 

 

 
1.5.4- PAPEL DA SEROTONINA NA MATURAÇÃO DOS SISTEMAS SENSORIAIS 
E NA PLASTICIDADE SINÁPTICA 
 
 A distribuição topográfica de receptores para neurotransmissores excitatórios 

e inibitórios, que podem modular a estabilização seletiva de sinapses, exerce uma 

função marcante nos fenômenos plásticos observados durante o período crítico. 

Dependendo do subtipo de receptor envolvido, a serotonina pode exercer funções 

excitatórias ou inibitórias durante os processos de desenvolvimento neural, uso-

dependente (Debski & Cline, 2002).  

O maior status funcional do sistema serotoninérgico é 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 

hibridização in situ e ensaios radioenzimáticos mostraram que, em roedores, a 

atividade da triptofano hidroxilase no núcleo 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 característica de alteração de concentração de serotonina ao longo 

do desenvolvimento.    

A serotonina é capaz de influenciar a excitabilidade celular e sistemas de 

segundos mensageiros intracelulares como cálcio e o monofosfato de adenosina 

cíclico (AMPc), aumentando a despolarização pós-sináptica e facilitando a ativação 

de receptores NMDA (Gu & Singer, 1995; Kojic et al., 1997; Raymond et al., 2001). 

 Em processos de aprendizado e memória a serotonina exerce uma função 

facilitatória sobre a LTP no hipocampo. Foi demonstrado que a infusão de 

mesulergine, um bloqueador do receptor 5-HT2C no córtex visual de gatos, reduz a 

plasticidade das colunas de dominância ocular após a privação monocular (Kojic et 

al., 1997). O bloqueio de receptores 5-HT1 e 5-HT2 gera uma marcante redução na 

redistribuição dos circuitos corticais (Gu & Singer, 1995), sugerindo assim, um papel 

permissivo da serotonina na organização do córtex visual.  

  No sistema retinotectal, fortes evidências apontam para a idéia de que 

a serotonina atua inibindo a estabilização dos aferentes retinianos tanto em fases 

precoces do desenvolvimento, quanto em animais adultos, provavelmente por 

antagonizar a ativação de receptores NMDA (Murase et al., 1990). Ao contrario do 

descrito no hipocampo, no córtex visual primário de roedores, a LTP é inibida via 

receptor 5-HT1A (Edagawa et al., 2001). 

Foi demonstrado que a ativação de receptores 5-HT1B localizados em 

terminais pré-sinápticos no sistema retinotectal de hamsters adultos, gera efeitos 

inibitórios sobre a transmissão retinotectal. Como resultado, estas mesmas 

projeções oriundas da retina podem ser expandidas se houver um aumento da 

inervação serotoninérgica no colículo superior (Rhoades et al., 1993). Experimentos 

utilizando fluoxetina, um inibidor da recaptação de serotonina, mostraram que este 

tratamento induziu a uma perda da topografia com subseqüente reorganização de 

aferentes retinianos no colículo superior, assim como uma amplificação das 

respostas plásticas observadas após lesões no sistema visual (Bastos et al., 1999). 

No colículo superior de ratos existe uma redução percentual de sinapses que 

foi observada principalmente no final da terceira semana pós-natal. Esta diminuição 

progressiva dos aferentes serotoninérgicos no colículo superior é mais uma 
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evidência de que esse neurotransmissor esta relacionado com o desenvolvimento 

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

Dados publicados recentemente pelo nosso laboratório demosntraram que a 

redução de serotonina endógena, obtida através da restrição dietética de triptofano, 

gerou um atraso no desenvolvimento topográfico das projeções retinotectais de 

animais em P10 e P21 (González et al., 2008).  

 As inúmeras evidências da importância do sistema serotoninérgico, tanto para 

o desenvolvimento quanto para os processos plásticos do SNC, despertaram nosso 

interesse em estudar as possíveis modulações no sistema serotoninérgico e na 

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

Considerando a serotonina um neurotransmissor modulatório, presente desde 

o início da formação do SNC, e sua participação em processos plásticos, 

objetivamos neste trabalho a investigação dos possíveis efeitos de uma restrição 

nutricional do aminoácido precursor da serotonina, o triptofano, no modelo de 

plasticidade retinotectal. 
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2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Avaliar o padrão de plasticidade das projeções retinotectais após uma lesão de 

retina no décimo dia pós-natal em condições de restrição nutricional de triptofano 

(dieta RT), e nos grupos controle, Nuvital® (controle comercial) e CT (dieta 

complementada com triptofano). 
 

 Analisar a influência do período crítico do SNC no efeito da restrição nutricional 

de triptofano, através da re-introdução desse aminoácido na dieta. 
 

 Quantificar o número de células serotoninérgicas, dos núcleos da rafe, em 

animais alimentados até P14 com a dieta CT e RT. 
 

 Avaliar possíveis alterações na expressão do transportador de serotonina 

(SERT), em animais restritos de triptofano até P14, quando comparados com a 

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

 Comparar a expressão da cinase ativada por mitógeno (pERK), nos colículos 

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 enucleação monocular, nos grupos CT e RT no 

dia pós-natal 10, com diferentes tempos pós-denervação. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 MODELOS EXPERIMENTAIS 
 

Ratos pigmentados da linhagem Lister Hooded com idades pós-natal entre 

zero e 41 dias {P0 (dia do nascimento) – P41}, foram utilizados em todos 

experimentos. Os experimentos foram realizados segundo as normas para 

experimentação animal da Sociedade Brasileira de Neurociências. 

 

 

3.2 DIETAS 
 

Foram empregados três tipos de dietas normocalóricas; a dieta controle 

(Nuvital®), a complementada com triptofano (Sigma®) (CT 357.08 Kcal – Tabela III), 

e a com restrição de triptofano (RT 363.45 Kcal – Tabela IV). Estas duas ultimas 

dietas foram preparadas tendo como base farinha de milho e gelatina (Tabelas III 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 

período de lactação, sendo os pellets elaborados pela Rhoster® Indústria e Comércio 

Ltda. 
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TABELA III: Composição centesimal da dieta com restrição de triptofano 

 
 

TABELA IV: Composição centesimal da dieta complementada com triptofano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A dieta com restrição de triptofano contém 23 % do seu valor energético total 

(VET) constituído por proteínas de baixo valor biológico (BVB), 63% por glicídios e 

14% de lipídios, e contém um mix balanceado de vitaminas e minerais. Entretanto 

sua base proteica é desprovida de triptofano, contendo apenas 0,06% deste 

aminoácido, o que não é significativo. A dieta complementada com triptofano possui 

uma composição idêntica à dieta RT diferindo apenas na concentração deste 

aminoácido, complementado com 0,25% de L-triptofano (Sigma®) o que é 

Ração RT 
(100g) 

Porçã
o (g)

Proteínas 
 

Glicídeos Lipídeos Fibr
a

Triptofano 
 

Fubá 76.00 7.28 58.65 1.51 4.59 0.045 

Óleo de soja 3.50 - - 3.50 - - 

Mix de 
minerais 

3.50 
 

- 
 

- - - - 
 

Mix de 
vitaminas 

1.00 
 

- 
 

- - - - 
 

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 - - 

Ração CT 
(100g)

Porção 
(g)

Proteínas Glicídeos Lipídeos Fibra Triptofano 

Fubá 75.75 7.26 57.10 1.50 4.59 0.045 

Óleo de soja 4.50 - - 3.50 - - 

Mix de 
minerais

3.50 - - - - - 

Mix de 
vitaminas

1.00 - - - - - 

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 - - 
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equivalente a recomendação para roedores em período de lactação (Benevenga et 

al., 1994).  

 

 

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS 
 

 As mães foram alimentadas a partir do nascimento da prole, com ração RT, 

CT, ou a dieta controle comercial Nuvital® até diferentes idades.  

 Os animais destinados aos estudos de imunohistoquímica (serotonina e 

SERT), zimografia (MMP-9) e Western Blotting (pERK), receberam a dieta CT ou 

RT, atravéz da amamentação, até o décimo quarto dia pós-natal (P14), quando 

foram sacrificados. 

Todos os animais, destinados ao estudo da plasticidade induzida receberam 

uma lesão de retina temporal no olho esquerdo no décimo dia pós-natal (P10). 

Alguns grupos ingeriram somente as rações RT ou CT até a idade que foram 

analisados, P14 e P21. Um grupo (RT P10 – CT P10-14) foi constituído por animais 

que receberam a dieta restrita de triptofano (RT) até P10 e que foram 

complementados com esse aminoácido (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 ração 

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 

então foram estudados. Os últimos grupos controles analisados, foram os ratos que 

receberam somente a ração 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 

 
 

3.4 TÉCNICAS NEUROANATÔMICAS 
 

 Essas técnicas permitem a visualização, ao microscópio óptico, de axônios do 

sistema visual e suas conexões com núcleos visuais centrais, e de células no SNC. 

 

 

3.4.1 LESÃO DE RETINA TEMPORAL 
 
 Animais dos diferentes grupos experimentais descritos acima, foram 

submetidos em P10 à lesões unilaterais na retina temporal esquerda (contralateral) 

sob anestesia com éter/água (1:1) (Fig. 10). As pálpebras foram abertas por meio de 

uma incisão com bisturi sobre a fenda palpebral. Em seguida foi feito uma pequena 

incisão através da esclera entre o limbo e o disco óptico. Este procedimento 

secciona os axônios das células ganglionares da retina e leva a denervação da 

região anterior/lateral correspondente no colículo superior (Serfaty et al., 1990). 
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3.4.2 ENUCLEAÇÃO MONOCULAR 
 

Lund e colaboradores mostraram que a enucleação monocular em ratos 

neonatos induz plasticidade dos axônios referente ao olho intacto, onde a via 

ipsolateral expande seus campos terminais nas camadas visuais do CS contralateral 

a enucleação monocular. Para análises de zimografia, os animais, alimentados com 

a dieta RT ou CT, no 10° dia pós-natal foram submetidos à retirada do globo ocular 

esquerdo, conforme descrito anteriormente (Fig. 9) (LUND et al., 1980). Os animais 

foram anestesiados pela inalação de uma mistura éter/água na proporção 1:1 e os 

olhos abertos por meio de uma incisão ao nível do sulco que define as bordas 

palpebrais. Em seguida, com o auxílio de uma tesoura a musculatura intrínseca do 

olho foi seccionada e o olho removido. Após a remoção do globo ocular, foi inserido 

um pedaço de gel foam na cavidade ocular e por fim as pálpebras foram seladas 

com gel de cianoacrilato. Após a recuperação da anestesia os animais foram 

devolvidos ao biotério. Estes animais em P10 tiveram uma sobrevida de 3, 6, 12, 24, 

48, 72 horas pós-lesão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

O.D. 

CS  
Deaferentado 

CS 
Controle 

5% 95% 

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

 

Os traçadores neuroanatômicos injetados diretamente no humor vítreo, 

permitem a análise do padrão de distribuição dos axônios que emergem da retina 

durante o desenvolvimento do sistema nervoso. Com este instrumental pode-se 

determinar o tempo de desenvolvimento e grau de maturação dos axônios visuais 
 A peroxidase da raiz forte (HRP tipo VI – Sigma®) é uma enzima que, após 

injeção intraocular, é captada pelas células ganglionares da retina, e transportada de 

forma anterógrada, pelo nervo óptico até o colículo superior. 

 Os animais foram anestesiados por inalação de éter etílico para injeção 

intraocular de peroxidase (HRP) na câmara vítrea do olho direito após uma pequena 

incisão na região dorsal entre o limbo e a câmara anterior. Estas injeções foram 

realizadas com uma micro seringa Hamilton® contendo 4μL de uma solução que 

continha, HRP 30% dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) 2% em NaCl 0,9% 

sempre no último dia do tratamento (Fig. 10). Após a injeção, os animais tiveram 

uma sobrevida de 24 horas, quando então foram perfundidos. 

 

Injeção de 
HRP 

  

Lesão na retina temporal 
do Olho Esquerdo 

Injeção de HRP no Olho Esquerdo

Indução de plasticidade 
de axônios do olho 

intacto 

 

 

 

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

lesão no olho esquerdo induz uma denervação nos axônios no CS contralateral, visualisada 

pela injeção de HRP no mesmo olho (seta azul). Reorganização dos axônis ipsolaterais no 

CS, observada pela injeção de HRP no olho direito (não-lesado), em resposta a lesão de 

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

 

Os animais destinados a análises morfológicas (histoquímica de Mesulan e 

Imunohistoquímica), foram perfundidos transcardiacamente com solução salina 

(NaCl 0,9%) contendo heparina 0,05% por cerca de 10 minutos, para remoção de 

todo sangue corporal e assim proporcionar adequada fixação pela solução de 

Karnowski (paraformaldeído 1% e glutaraldeído 2,5%, em tampão fosfato 0,1M, pH 

7,2 – 7,4), para histoquímica, e paraformaldeído 4% para imunohistoquímica. Após a 

fixação, os cérebros foram removidos e mantidos overnight em uma solução de 

sacarose a 20% em tampão 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 micrótomo de congelamento American Optical 

à –15ºC, na espessura de 40 micrômetros, para histoquímica de HRP e a 20 

micrômetos para imunohistoquímica. 

 

3.4.5 HISTOQUÍMICA PARA HRP 

 

 Após a criotomia os cortes foram imersos em tampão fosfato 0,1M pH 7,4 e 

deixados overnight a 4ºC. A seguir foram processados de acordo com o protocolo de 

Mesulan (Mesulan, 1978) no qual são utilizadas duas soluções em um volume final 

de 200ml. A solução A é composta de 185mL de água MiliQ, 10mL de tampão 

acetato 0,2M pH 3,3, 18mg de Nitroprussiato de Sódio (NPS) e a solução B consiste 

de 2mL de álcool etílico absoluto e 10 mg de tetrametilbenzidina (TMB). Estas 

soluções foram preparadas separadamente e misturadas no momento da incubação, 

após 20 minutos nas cubas contendo os cortes e as soluções, foi adicionado 6mL de 

substrato do traçador injetado, o peróxido de hidrogênio a 0,3%, após mais 20 

minutos de reação os cortes foram lavados 6 vezes com tampão acetato a 0,5% pH 

3,3 e montados em lâminas previamente gelatinizadas. 
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 No dia seguinte as laminas foram desidratadas por 5 segundos em álcool 

etílico absoluto, clarificadas duas vezes em xilol por 5 minutos, montadas com 

lamínulas em Entelan (Merck) e fotografadas em microscopia óptica de campo 

escuro para posterior análise quantitativa das projeções retinianas no colículo 

superior.  

3.4.6 TÉCNICA IMUNOHISTOQUÍMICA 

Animais que receberam a dieta restrita de triptofano (RT), ou a dieta 

complementada com triptofano (CT), até o décimo quarto dia pós-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 áreas dos núcleos da rafe em 

todos animais. Os cortes, montados em laminas previamente gelatinizadas, foram 

armazenados em freezer a –20ºC para conservação das estruturas. 

 Para o processamento imunohistoquímico utilizamos o seguinte protocolo: 

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

 Inativação da peroxidase endógena com metanol e H2O2 3% durante 10 minutos; 

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

 Bloqueio dos sítios inespecíficos com soro normal de cabra (NGS) 10% diluído 

em PBS contendo Triton a 0,25% durante 30 minutos; 

 Incubação dos cortes com o anticorpo primário específico para serotonina 

(SIGMA S-5545, na diluição 1:10000), ou para o transportador de serotonina (SERT) 

(monoclonal, CHEMICON MAB1564, na diluição de 1:1000) diluídos em PBS/Triton, 

à temperatura ambiente e em câmara úmida 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); 

 Incubação dos cortes com o anticorpo secundário, contra coelho (VECTOR BA-

1000, diluição 1:500, produzido em cabra - cortes incubados com anti-serotonina) ou 

contra camundongo (VECTOR BA-2001, diluição 1:200, produzidos em cavalo - 

cortes incubados com anti-SERT), diluído em PBS/Triton, à temperatura ambiente 

em câmara úmida durante 90 minutos; 
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 Lavagem do tecido com PBS 0,1M pH 7,6 por 5 minutos (3X); 

 Incubação do tecido com o complexo avidina-biotina, à temperatura ambiente e 

em câmara úmida durante 60 minutos; 

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

 Revelação da atividade enzimática da peroxidase pela incubação com solução 

DAB (diaminobenzidina- Sigma) diluída em tampão Tris HCl 50 mM na presença de 

peróxido de hidrogênio (H2O2 0,015%), em câmara escura, num período de tempo 

que variava de 3 a 10 minutos; 

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

 Desidratação das lâminas por 5 segundos em álcool 50, 70, 80, 90% e álcool 

absoluto, seguida por xilol durante 5 minutos (2 trocas); 

 Montagem das lamínulas utilizando Entellan (Merck). 
 
3.5 WESTERN BLOTTING 
 

Os animais CT ou RT, em P14, foram sacrificados por inalação com 

clorofórmio e decapitados. Após a dissecação do encéfalo, as camadas superficiais 

do colículo superior dissecadas, com auxílio de um bisturi Nº 15. O tecido, referente 

à fatia de 1 colículo superior, foi transferido para um ependorf com 100 μL de 

tampão de amostra-SDS, dentro do gelo e então “vortexado” por cerca de 5 minutos, 

até que fosse dissolvido todo o tecido.  O homogenizado foi levado à fervura por 5-8 

minutos, e centrifugado a 15000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi transferido para outro ependorf e conservado congelado no freezer 

à -70 °C.  

As proteínas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976), 

utilizando albumina sérica bovina como padrão. 

Com as amostras prontas, foi realizado western blotting para visualizar a 

expressão da proteína ERK fosforilada. Foi utilizado 50 μg de proteína para correr no 

gel SDS/PAGE 10%. A corrida foi realizada sob amperagem constante de 20 mA. 

Após a corrida foi realizada a transferência das proteínas para membranas de PVDF 

durante 1h com voltagem fixada entre 45-60 V. Logo após a transferência, realizava-

se o bloqueio dos sítios inespecíficos com uma solução 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 primário monoclonal de coelho anti-

pERK. Após 24h, as membranas foram lavadas três vezes por 10 minutos com TBS-

T, incubadas com anticorpo secundário por 1 hora, lavadas mais 2 vezes com TBS-T 

e uma vez com TBS e, reveladas em filmes radiográficos após exposição ao 

reagente ECL (Tabela VI). 

Foi realizado também o controle de carregamento das proteínas no gel de 

eletroforese, utilizando a proteína ERK não fosforilada (ERK TOTAL) como controle. 

Para isso, foi realizado o stripping da membrana da seguinte forma: Após a 

membrana ter sido utilizada na revelação, ela foi lavada com TBS e incubada com 

uma solução de glicina 0,2M pH 2,2 por 30 minutos em agitação orbital. Em seguida, 

a membrana estava pronta para ser novamente bloqueada e, assim, dar início 

novamente ao protocolo de incubação com os anticorpos.  

 

 
3.6 ZIMOGRAFIA 
 

Colículos superiores de animais P14, alimentados com a dieta RT ou CT, 

foram homogeneizados sem a inclusão de inibidores de proteases, em 100µl de 

tampão de homogeneização (100mM Tris HCl, pH 7,6; 200mM NaCl; 100nM CaCl2, 

1% Triton-X 100). Os homogeneizados foram centrifugados a 15000 xg por 10 

Anticorpos Origem Fonte (EXPERIMENTOS) Diluição 

Anticorpos Primários 

Anti-ERKp Coelho Oncogene (WB) 1:500 

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

Anticorpos Secundários 

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

TABELA VI – Relação de anticorpos utilizados, suas respectivas concentrações 

e fonte de obtenção. Todos os anticorpos primários e secundários foram 

diluídos em TBS-T+5% de leite para os experimentos de western blot (WB). 
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minutos a 4°C e os sobrenadantes utilizados para análise. Proteínas foram 

quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilisando albumina sérica 

bovina como padrão. 

As amostras resultantes foram estocadas a -70°C para análise. Cada amostra 

de 50µg foi submetida a zimografia em gel de acrilamida a 10% co-polimerizado com 

1% de gelatina. As amostras foram acrescidas de tampão contendo SDS na 

ausência de agente redutor. A corrida teve duração de 2 horas, submetida 

inicialmente a corrente constante de 15mA (por 1 hora) e posteriormente 20 mA (1 

hora). 

Após a corrida, os géis foram lavados em tampão tris HCl 50mM pH 7,6 

contendo 2,5% triton X-100 por 1 hora, sob agitação, para renaturação das 

proteínas. Em seguida, os géis foram transferidos pra o tampão de lise Tris HCl 

50mM pH 7,8 contendo 150 mM NaCl e 5mM CaCl2, a 37°C, sob agitação. Os géis 

foram corados com azul brilhante de comassie blue R-250 (Sigma®) a 5% em 40% 

de etanol e 10% de ácido acético. Bandas de proteínas lisadas num fundo azul 

furam visualisadas pela marcação com comassie blue. Os géis foram então 

descorados e posteriormente escaneados usando o programa Adobe Photoshop. A 

identificação da metaloprotease foi feita baseada no peso molecular, considerando a 

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

 
3.7 ANÁLISE 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. 

Após a realização das médias dos pesos, os resultados foram analisados utilizado o 

teste t de Student. 
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3.7.2 ANÁLISE DOS RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUÍMICA PARA 
SEROTONINA 

 Com o objetivo de comparar a diferença no número de células 

serotoninérgicas marcadas nos cérebros dos animais que tiveram restrição de 

triptofano e dos animais que ingeriram triptofano com a dieta complementada cortes 

adjacentes à linha média do cérebro, e que continham neurônios positivos para 

serotonina nos núcleos medianos da rafe foram selecionados. As imagens foram 

fotografadas utilizando o microscópio óptico Zeiss Axioskop e captadas com o 

auxílio de uma câmera digital Sound Vision. As células serotoninérgicas dos núcleos 

ventrais e do núcleo dorsal da rafe foram contadas em cada corte, e para cada 

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

dos núcleos dorsais e ventrais por animais. A análise estatística foi feita com o 

auxilio do programa Graph Pad Prism.  

 Nos histogramas estão representados a média e o erro padrão da média. 

Para analisar a quantificação da imunorreatividade para serotonina foi usado o teste 

T de Student. Para todos os testes estatísticos foram considerados como 

significativos os valores com p< 0,05. 

 

3.7.3 ANÁLISE DOS RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUÍMICA PARA O 
TRASNSPORTADOR DE SEROTONINA (SERT) 

 Com o objetivo de comparar a diferença na quantidade de fibras 

imunoreativas para SERT entre os animais que tiveram restrição de triptofano (RT) e 

os que ingeriram triptofano com a dieta complementada (CT), cortes do colículo 

superior marcados para SERT foram fotografados utilizando o microscópio óptico 

Zeiss Axioskop e uma câmera digital Sound Vision. Avaliamos a intensidade e 

quantidade de fibras que expressavam esse transportador pela marcação da 

imunorreatividade através do programa (Scion Image), que faz análise de densidade 

óptica. Nos histogramas estão representados a média e o erro padrão da média. A 

análise quantitativa da imunorreatividade para SERT foi realizada pelo programa 

Graph Pad Prisma, e utilisamos o teste T de Student para os resulatdos estatísticos, 

foram considerados significativos os valores com p< 0,05. 
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3.7.4 ANÁLISE HISTOLÓGICA – MESULAN 

 A análise quantitativa dos resultados da histoquímica foi feita após 

observação ao microscópio óptico sob iluminação de campo escuro e luz polarizada. 

Após digitalização das imagens obtidas ao microscópio, utilizamos um programa 

(Scion Image). Atravéz deste programa analisamos a densidade óptica do primeiro 

terço superficial do rearranjo plástico da projeção retinotectal ipsolateral após uma 

lesão na retina contralateral nos animais experimentais e controles, a fim de 

avaliarmos o efeito da influência da restrição de triptofano sobre a plasticidade 

retinotectal. A análise estatística foi feita com o auxilio do programa Graph Pad 

Prism, utilizando a análise de variância (ANOVA), e posteriormente o pós-teste de 

Tukey para comparação entre os grupos. 

 

3.7.5 ANÁLISE DOS RESULTADOS: WESTERN BLOT E ZIMOGRAFIA 

 A quatificação das bandas observadas nas técnicas de western blot e 

zimografia foi feita através da análise por densitometria usando a análise de Gelplot 

macros no programa ScionImage 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 análise foi realizada 

pelo programa Graph Pad Prisma, e utilizamos o teste t de Student para os 

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

Os animais que participaram desse estudo foram divididos em três grupos; os 

animais controles que receberam a ração comercial para roedores (Nuvital®), os que 

receberam a ração complementada com triptofano (CT), o controle interno da dieta, 

e o grupo experimental, que recebeu a ração com restrição de triptofano (RT). 

Ao observar que os animais RT tinham um tamanho reduzido, em 

comparação com os CT da mesma idade, fomos analisar o quanto essa diferença 

era representativa. 

Nossos resultados demonstraram que o grupo alimentado com a dieta RT, até 

o dia pós-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 pós-natal, posteriormente ingeriram triptofano pela ração CT até o 

vigésimo primeiro dia pós-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 deficiência no ganho de peso é 

reversível. 

A alteração de peso observada nos animais restritos de triptofano não foi 

associada por atrasos na maturação somática. Sinais desta maturação tais como 

descolamento do pavilhão auditivo, erupção dos dentes incisivos com sete dias pós-

natal e a abertura dos olhos entre P13 e P14 foram observados no mesmo período 

em todos os grupos experimentais, indicando um padrão de desenvolvimento 

somático normal nos animais submetidos à restrição nutricional de triptofano 

(González et al, 2008). 
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4.1 IMUNODETECÇÃO DE SEROTONINA NOS NÚCLEOS DA RAFE: RELAÇÃO 
COM AS DIETAS CT E RT 

 Como a síntese de serotonina é dependente do aporte nutricional de 

triptofano, o primeiro passo do nosso trabalho foi avaliar possíveis alterações na 

presença de células serotoninergicas nos núcleos da rafe em animais alimentados 

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

O padrão de imunorreatividade para 5-HT, nos núcleos ventrais e dorsais da 

rafe mostrou uma diferença 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 análise 

quantitativa mostrou que tanto nos núcleos ventrais quanto nos núcleos 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 diferença na quantidade de células marcadas nos núcleos da região dorsal é 

de extrema importância para o nosso estudo, pois nessa região é onde está 

FIGURA 11.  Análise quantitativa da variação ponderal entre os animais controle, os quais 
receberam dieta Nuvital®, os animais alimentados somente com ração RT e aqueles que, alem 
da ração RT foram complementados com triptofano após a lesão em P10. Barra mostra erro 
padrão da média. CONTROLE n= 6, RT n= 6 e RT-CT n=5, ***p<0,001. 
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localizado o núcleo B7, de onde partem os axônios serotoninérgicos que irão inervar 

os colículos.  
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FIGURA 12. Imunorreatividade para serotonina em cortes parassagitais dos núcleos ventrais da 

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

com a ração CT. B) Animais alimentados com a ração RT. Notar o menor número de células 

marcadas nos animais alimentados com a ração RT em comparação aos que receberam a ração 

CT. CONTROLE= ausência do anticorpo primário. Todos cortes foram reagidos na mesma 

imunorreação. Aumento de 100X  Escala= 0,1mm C) Esquema mostrando a região fotografada. 

c
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FIGURA 14. Histograma mostrando a média do número de células marcadas para serotonina 

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

diferença significativa na quantidade de células marcadas entre os grupos experimentais 

tanto nos núcleos dorsais como ventrais, n=4 animais em cada grupo experimental *p<0,05. 

0
25
50
75

100
125
150
175
200
225
250

RT ventral
CT ventral
RT dorsal
CT dorsal

n:4 n:4

n:4

n:4

*

*

N
úm

er
o 

M
éd

io
 d

e 
C

él
ul

as

FIGURA 13. Imunorreatividade para serotonina em cortes parassagitais dos núcleos dorsais da 

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

com a ração CT. B) Animais alimentados com a ração RT. Notar o menor número de células 

marcadas nos animais alimentados com a ração RT em comparação aos que receberam a ração 

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

imunorreação. Aumento de 100X  Escala= 0,1mm C) Esquema mostrando a região fotografada. 
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4.2 IMUNODETECÇÃO DE SERT NOS COLICULOS SUPERIORES: RELAÇÃO 
COM AS DIETAS CT E RT 

 

 A disponibilidade de serotonina na fenda sináptica é controlada por um 

transportador presente na membrana do terminal pré-sináptico (SERT), que é 

responsável pela reciclagem de 5-HT para o meio intracelular. A função da 

serotonina no sistema é então dependente da concentração de SERT na membrana 

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

 Como no nosso modelo de estudo foi observado um reduzido número de 

células serotoninérgica da rafe em animais restritos de triptofano, investigamos se 

essa restrição nutricional poderia estar modulando a expressão do transportador de 

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

A imunorreatividade para SERT, nos colículos superiores, de animais 

alimentados com a dieta complementada com triptofano até o décimo quarto dia 

pós-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 colículos superiores de animais que tiveram a 

restrição nutricional de triptofano até a mesma idade (RT P14) (Fig. 15-A e B). A 

análise quantitativa da densidade óptica confirmou essa significativa diferença na 

marcação de fibras, mostrando uma maior intensidade de marcação nos colículos de 

animais RT (Fig. 16). Esse resultado sugere uma resposta dos axônios pré-

sinápticos que na situação de baixas concentrações de serotonina intracelular 

expressam mais transportadores na tentativa de internalizar o máximo de serotonina 

possível e então tentar normalizar os níveis intracelulares desse neurotransmissor. 
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FIGURA 15. Imunorreatividade para SERT em cortes parassagitais de colículos superiores de ratos 

no dia pós-natal 14 (P14). A) Animais alimentados com a ração CT – aumento de 4X. Imagens com 

aumento de 100, da região indicada pelo tracejado, mostrando a presença de poucas fibras 

expressando SERT. B) Animais alimentados com a ração RT – aumento de 4X. Imagens com um 

aumento de 100, da região indicada pelo tracejado, mostrando apresença de inúmeras fíbras 

expressando SERT. Todos cortes foram reagidos na mesma imunorreação. Escala= 0,1mm 
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4.3 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE pERK NO COLÍCULO SUPERIOR DE 
ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIETA CT OU RT 

  

Dados da literatura mostram que os receptores para serotonina 5-HT1A e 

5HT-1B encontrados no colículo superior são acoplados negativamente a adenilil 

ciclase (Barnes & Sharp, 1999; Raymond et al., 2001; Debski & Cline, 2002). Desta 

forma os níveis basais de AMP cíclico podem refletir o efeito da diminuição de 

serotonina no sistema retinotectal. Inúmeros estudos estão correlacionando 

plasticidade sináptica com receptores serotoninérgicos envolvendo modulação de 

segundos mensageiros como os níveis de AMPc, assim como a via de sinalização 

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

Resultados prévios do nosso laboratório indicaram que os animais que 

recebiam a dieta RT apresentavam um maior acúmulo de AMP cíclico nos colículos 

superiores (González et al, 2008).  Investigamos então, se a restrição nutricional de 

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

Os resultados de western blot apontaram um intenso aumento na expressão 

das duas isorformas da pERK no colículo superior dos animais que receberam a 
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FIGURA 16. Histograma mostrando a densidade óptica de fibras marcadas na imunorreatividade 

para SERT nos colículos superiores dos animais que receberam dieta CT e RT até P14. Notar a 

diferença significativa na densidade óptica de marcação entre o grupo CT, n:5 e RT, n:7 . 
***p<0,0001. 
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dieta RT (Fig. 17 A). A quantificação da área das bandas marcadas na 

imunodetecção pelo programa Scion Image evidenciou que a diferença 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 expressão da pERK nos animais RT está totalmente de acordo 

com os dados apresentados por González, 2008 e com os nossos resultados de 

redução no número de células serotoninérgicas na rafe, uma vez que a literatura 

indica uma resposta inibitória da adenilil ciclase, e então supressão na ativação da 

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

al., 1987). 

            

            

            

            

   

 

 

 

            

         

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 17. (A) Imunodetecção da expressão das isoformas 1 (44Kd) e 2 (42KDa) da proteína pERK 

em amostras de tecido do colículo superior dos animais que receberam dieta CT e RT até P14. (B) 

Controle de carregamento, expressão da ERK total 42KDa. (C e D) Histogramas mostrando a área da 

densidade óptica da banda relativa a quantidade de pERK- 42KDa e pERK- 44KDa nas amostras 

experimentais. Notar a diferença significativa na densidade óptica de marcaçãodas, nas duas 

isoformas, entre os grupos, n:7 (foram utilizados 7 animais em cada situação). ***p<0,0005. 
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4.4 EFEITO DA RESTRIÇÃO NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO NA 

PLASTICIDADE INDUZIDA POR LESÃO DE RETINA 
 
Estudos anteriores, demonstraram que após uma lesão de retina temporal em 

ratos com 10 dias de vida pós-natal, ocorre uma denervação na região antero-lateral 

do colículo superior (CS) contralateral ao olho lesado, e uma consequente migração 

das projeções ipsolaterais, do olho intacto, para regiões mais superficiais  do CS 

após 48h de sobrevida. (Serfaty & Linden, 1990; Serfaty et al., 2005). Com o objetivo 

de avaliar o papel da restrição de triptofano na plasticidade retinotectal induzida, 

animais RT, CT e Nuvital® foram submetidos à lesão de retina em P10 e tiveram 

diferentes períodos de sobrevida pós-lesão. A análise do perfil de inervação foi feita 

pela marcação anterógrada dos axônios ipsolaterais de cortes em plano coronal. 

Tanto o grupo controle (ração Nuvital®) como o grupo CT, apresentaram um 

padrão bi-laminar de marcação terminal, semelhante ao padrão demonstrado por 

Serfaty e colaboradores em 2005. Foi observada uma densa inervação terminal na 

região superficial ântero-lateral do colículo superior. Na região intermediária do 

colículo observa-se um padrão difuso de fibras e terminação, enquanto a região 

mais profunda das camadas visuais, os axônios ipsolaterais arbonizaram-se em 

pequenos aglomerados de marcação terminal (Fig. 18). Estes resultados 

demonstraram que a dieta CT gera o mesmo efeito plástico frente a lesão de retina 

que a dieta Nuvital®. 
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Com o objetivo de avaliar o efeito da restrição neonatal de triptofano na 

resposta plástica dos axônios frente à lesão de retina, animais foram alimentados 

com a dieta com restrição de triptofano (RT) até P14 e foram submetidos à lesão de 

retina temporal no olho esquerdo em P10. O grupo RT P14 teve uma acentuada 

redução da marcação axonal superficial no colículo superior em comparação com a 

marcação dos animais CT (Fig 19 A e B). A análise quantitativa da densidade óptica, 

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 reversão do déficit de resposta plástica 

causado pela ausência de triptofano ingerido, foi feito um estudo com animais que 

receberam a dieta com restrição desse aminoácido (RT) até P10, quando receberam 

a lesão de retina, e depois foram alimentados com a ração complementada com 

triptofano (CT) por 4 dias, até P14 (Fig. 19 C). A análise qualitativa demonstrou que 

estes animais apresentaram um pequeno aumento na densidade de inervação 

terminal na região superficial ântero - lateral do CS, em resposta a lesão de retina 

temporal, quando comparados aos animais restritos de triptofano até a mesma idade 

(Fig. 19-B e C). Apesar de o padrão difuso de fibras e terminais observados na 
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FIGURA 18. Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais do colículo superior em 

aumento de 100X evidenciando a reorganização induzida pela lesão dos axônios ipsolaterais 

na região superficial. (A) animais do grupo Nuvital® P14; (B) grupo CT P14. Notar o padrão 

bilaminar apresentado pelos animais dos dois grupos. (González, 2003) Escala 100 µm. 
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região intermediária do CS, diferente ao visualizado em animais do grupo RT, não foi 

identificado nos animais experimentais RTP10/CTP10-14 um padrão bi-laminar de 

marcação terminal característico dos animais que ingeriram somente a ração CT ou 

Nuvital® até P14. A análise quantitativa confirmou uma menor densidade óptica de 

inervação 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 não foi observada diferença significativa de densidade 

de marcação (Fig. 20). 
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FIGURA 19. Fotomicrografia de campo escuro de cortes coronais do colículo superior em 

aumento de 100X evidenciando a reorganização induzida pela lesão dos axônios 

ipsolaterais na região superficial. (A) animais do grupo CT P14; (B) grupo RT P14; (C) grupo 

RT P10 / CT P10-P14. Notar o padrão bilaminar apresentado pelos animais do grupo CT em 

A, o qual padrão não aparece nos demais grupos. Escala 100 µm. 
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Considerando que apenas quatro dias de realimentação com triptofano 

poderia ser pouco tempo para o sistema restaurar a plasticidade perdida com a 

carência desse aminoácido nos 10 dias antecedentes, foi desenvolvido outro 

experimento. Animais que tiveram a restrição de triptofano (RT) até a data da lesão 

de retina temporal (P10), foram realimentados com a ração CT desde P10 até P21.  

 Os animais RTP10/CTP10-21 apresentaram um aumento da densidade de 

inervação terminal, quando comparados com os animais que receberam somente a 

dieta RT até a mesma idade (P21). O padrão de marcação terminal das projeções 

dos animais RTP10/CTP10-21 mostrou-se compatível com o encontrado nos 

animais alimentados com a ração Nuvital® a partir do nascimento até P21. O grupo 

RTP10/CTP10-21 apresentou um padrão bi-laminar de marcação terminal, 

sugerindo que o déficit na reorganização dos axônios retinotectai, resultante da 

restrição neonatal de triptofano pode ser revertido após a re-introdução prolongada 

deste mainoácido, durante a segunda metade do período crítico (Fig. 21). A análise 

quantitativa da densidade óptica, nas camadas superficiais do colículo superior, do 

grupo RT (RT P10/CTP10-21= 99,38 + 9.96 n=6) não apresentou diferença 

significativa em relação ao grupo controle Nuvital® (Controle P21= 116,3 + 4.32 n=4) 

(Fig. 22). 

  

FIGURA 20. Densidade óptica de inervação superficial dos aferentes ipsolaterais na área 

denervada no colículo superior após lesão de retina temporal. Notar a densidade de marcação do 

grupo CT 14 que é diferente das outras duas colunas. Barra representa SEM. *p<0,05. 
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Uma vez que o período crítico de desenvolvimento do sistema visual de 

roedores se estende até a terceira semana pós-natal, testamos a hipótese de que 

esse período possa influenciar a restauração da plasticidade dos axônios 

retinotectais pela re-introdução do triptofano. Para tal, estudamos no modelo de 
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FIGURA 21.  Fotomicrografias de cortes coronais do colículo superior, em campo escuro, com 

aumento de 100X, evidenciando a reorganização induzida pela lesão dos axônios ipsolaterais na 

região superficial. (A) animais alimentados com ração Nuvital® até P21; (B) grupo RTP10 /CT 

P10-P21;.  Escala 100 µm. 

FIGURA 22.  Análise de densidade óptica da marcação superficial na área de lesão do colículo 

superior.  Os animais tratados não mostraram diferenças significativas em relação ao controle para 

p>0,05. 
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lesão de retina (P10), um grupo de animais que recebeu a dieta RT do dia do 

nascimento até P28 (idade posterior ao fechamento do período crítico), e que foi 

alimentado com a ração CT entre P28 e P41 (Fig. 23 B). Após a sobrevida 

adequada, os animais tiveram as projeções retinotectais ipsolaterais marcadas com 

HRP e a distribuição dos axônios superficiais comparada com a marcação de 

animais alimentados com a ração controle Nuvital® (Fig. 23 A). Este experimento 

mostrou que, ao contrário dos animais realimentados durante o período crítico, a 

reintrodução de triptofano tardia, após fechamento do período crítico, não restaura a 

perda de plasticidade causada pela dieta RT (Fig. 23 A, B). Dados quantitativos 

revelaram uma redução significativa na densidade óptica da marcação superficial 

nos animais experimentais (RTP28/CTP28-P41) em comparação aos animais 

controles (Nuvital® P41) (Fig. 24).  
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FIGURA 23.  Fotomicrografias de campo escuro de cortes coronais do colículo superior , em 

campo escuro, com aumento de 100X ; evidenciando a reorganização induzida pela lesão dos 

axônios ipsolaterais na região superficial. (A) animais alimentados com ração Nuvital® até P41; 

(B) grupo RTP28/ CTP28-41.  Escala 100 µm. * p< 0,05 
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4.5 ANÁLISE DA ATIVIDADE DA METALOPROTEASE – 9 NO COLÍCULO 
SUPERIOR DE ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIETA CT OU RT 

 
A reorganização topográfica, caracterizada pela arborização axonal para as 

regiões superficiais dos colículos superiores, no modelo de lesão de retina temporal 

pode ser influenciada por inúmeros fatores como moléculas de atração e repulsão, 

receptores NMDA, neurotransmissores, assim como da alteração da matriz 

extracelular (Oliveira-Silva et al., 2007; Serfaty et al., 2005; Bastos et al., 1999; 

Cheng et al 1992). 

Já é consistente a evidência de que as MMPs regulam o crescimento axonal e 

estão envolvidas com interações de efrinas e seus receptores (Webber et al., 2002). 

A atividade das metaloproteases está localizada nos cones de crescimento dos 

neurônios, e a inibição da atividade das MMPs reduz a motilidade dos cones de 

crescimento (Sheffield et al., 1994). Baixos níveis de MMP-9 estão associados com 

baixa capacidade de regeneração de axônios do sistema nervoso central (Chernoff 

et al., 2000). 

FIGURA 24.  Análise de densidade óptica da marcação superficial na área de lesão do colículo 

superior.  Os animais tratados com a dieta RT até P28 e CT de P28-P41 mostraram diferenças 

significativas em relação ao controle (Nuvital®) *: p< 0.05. 
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Devido à intensa diminuição da plasticidade induzida pela lesão 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 IV) no colículo superior. 

As bandas formadas pela degradação da gelatinase-9 nos géis nos permitiu 

constatar uma redução na atividade da MMP-9 no colículo superior de animais que 

receberam a ração RT quando comparados com os animais que receberam a dieta 

CT até P14 (Fig. 25 A). A análise quantitativa das bandas apresentadas nos 

zimogramas mostrou que a diminuição na densidade óptica da marcação nos 

animais RT foi significativa (Fig. 25 B). Esse resultado sugeriu uma modulação 

nutricional, pela restrição na ingestão de triptofano, na degradação da matriz 

extracelular, pela atividade da MMP-9, o que pode ser associado a um dos fatores 

relacionados à menor plasticidade induzida nesses animais. 
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FIGURA 25. (A) Detecção da atividade enzimática da metaloprotease-9 no colículo superior 

dos animais que receberam dieta CT e RT até P14. (B) Quantificação da atividade da 

gelatinase MMP-9 pelo programa Scion Image, n=4 para todas as idades estudadas 

*p<0,05. 
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4.6 EFEITO DA ENUCLEAÇÃO MONOCULAR NA ATIVIDADE DA 
METALOPROTEASE– 9 NO COLÍCULO SUPERIOR DE ANIMAIS QUE 
RECEBERAM DIETA CT OU RT 
 

Enucleação monocular induz brotamento e reorganização de axônios intactos, 

não-lesados, da população ipsolateral no colículo superior contralateral a lesão 

(Lund & Bunt, 1976). Foi investigado se restrição nutricional de triptofano poderia 

alterar a resposta da atividade da MMP-9 no CS denervado no modelo de 

enucleação monocular dentro do período crítico do desenvolvimento. A fim de 

comparar a atividade enzimática da MMP-9 entre os animais que receberam a dieta 

CT e RT, traçamos um experimento onde os animais tiveram uma enucleação 

monocular em DPN10, em seguida sobrevida de 3, 6, 12, 24, 48 e 72 horas pós-

lesão (Fig. 26).  

Para cada animal o colículo ipsolateral ao olho enucleado foi usado como 

controle interno (CS controle = 100%), já que este colículo sofre uma denervação 

mínima provocada pela remoção de apenas 5% dos aferentes ipsolaterais 

retinianos. Por outro lado o CS contralateral à enucleação sofre uma denervação 

maciça (95% de suas aferências retinianas), capaz de induzir uma reorganização 

dos axônios intactos de projeção ipsolateral do olho remanescente. Tanto os CS 

controle quanto os CS deaferentados foram processados da mesma forma.  

Zimogramas de colículos superiores controles e denervados pela enucleação 

monocular apontam uma flutuação semelhante quanto a atividade da MMP-9 nos 

dois grupos experimentais, RT e CT (Fig. 26).  

A quantificação dos resultados, encontrados nos colículos superiores de 

animais CT, indicaram um aumento na atividade da MMP-9 significativo 6h após a 

remoção dos aferentes, seguido de uma diminuição da atividade 12h após a 

enucleação, que não foi significativa, com três consecutivos aumentos na atividade 

dessa gelatinase, 24, 48 e 72h após enucleação, dos quais aumentos apenas os 

referentes a 24 e 72h foram significativos nesse grupo (Fig. 27 A). No grupo RT, 

após o aumento significativo na atividade da MMP-9 6h após a remoção dos 

aferentes, também se observou uma diminuição, que neste grupo foi bastante 

acentuada, no tempo de 12h após a enucleação, seguido de dois aumentos 
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significativos, 24 e 48h após a lesão, e um aumento mais discreto, não significativo, 

72h após a enucleação (Fig. 27 B). 

Estes resultados sugerem que a atividade da MMP-9 além de ser regulada 

por alterações nutricionais no sistema serotoninérgico no desenvolvimento normal, 

pode ser modulada em modelos de plasticidade induzida por lesões. 

  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 26- Detecção da atividade enzimática da metaloprotease-9 no CS de animais 
alimentados com as dietas CT e RT, que sofreram o processo de enucleção monocular no 
DPN10 e tiveram 3, 6, 12, 24, 48, 72 horas de sobrevida.  
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Ao comparar a variação na atividade da MMP-9, causada pela enucleação 

monocular, entre os grupos RT e CT detectamos diferenças significativas 12 e 24h 

após a enucleação, 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 neuroanatômicos nos quais a lesão de retina temporal gera uma maior 

reorganização axonal para superfície nos animais CT quando comparados com os 

RT; uma vez que essa reorganização axonal depende do remodelamento de matriz 

extracelular, uma maior atividade da MMP-9 nos colículos dos animais CT pode 

refletir em uma maior degradação de matriz sendo então um fator facilitador do 

rearranjo axonal (Fig. 28). 

 

FiGURA 27 – Quantificação 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 colículo referente ao olho não enucleado como controle interno 
normalizado para 100% (linha pontilhada) n=6 para todas as idades. * p<0.05. 
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FIGURA 28- Comparação da atividade da MMP-9 nos colículos enucleados entre os grupos CT e 
RT, nas diferentes horas após a lesão, através quantificação dos zimogramas pelo programa Scion 
Image. * p<0.05. 
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5 DISCUSSÃO  
 Existem evidências de que a má nutrição pode induzir alterações 

morfológicas e funcionais no desenvolvimento do cérebro, influenciando a 

neurogenese, a migração celular, a diferenciação celular, ou ainda no aumento da 

morte celular. A restrição protéica pode, ainda, influenciar a sinaptogênese, e a 

síntese de neurotransmissores. De acordo com o estágio do desenvolvimento, essas 

alterações podem ter proporções diferenciadas (Morgane et al., 1993; Levitsky & 

Strupp, 1995). 

Diversos estudos, ao avaliar o impacto causado pela desnutrição sobre o 

sistema nervoso em desenvolvimento, mostram, tanto em humanos como em 

animais de laboratório, que a deficiência protéica retarda processos de divisão 

celular e mielinização, diminui os níveis de ácidos nucléicos e proteínas (Guedes & 

Priess, 1997), altera diretamente a distribuição plasmática e hepática de 

aminoácidos (Colombo et al., 1992) e conseqüentemente 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 restrição nutricional de triptofano 

desde a fase do aleitamento. Os resultados mostram uma severa redução na 

capacidade de reorganização do SNC que pode ser revertida pela reintrodução do 

triptofano, ainda durante o período crítico do desenvolvimento. Este aminoácido 

essencial é precursor da síntese de serotonina, neurotransmissor amplamente 

distribuído no sistema nervoso central.  

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

100B (Ramos et al., 2004) além de outros mensageiros químicos. Portanto, a 

deficiência deste neurotransmissor pode alterar diversos processos do 

desenvolvimento e da plasticidade sináptica e está associada a várias doenças de 

comportamento como esquizofrenia, ansiedade, estresse, alcoolismo, depressão, 

doença de Alzheimer, entre outras (Galter & Unsicker, 2000). A serotonina influencia 

ainda distúrbios alimentares como a hiperfagia (bulimia), a compulsão por 

carboidratos e gorduras, e também hipofagia (anorexia), que são tratados com 

drogas que regulam os níveis de serotonina na fenda sináptica.  

 

5.1 INFLUÊNCIA DAS DIETAS NO GANHO PONDERAL 
 

Estudos têm demonstrado que um dos principais sinais clínicos de 

desnutrição protéico-calórica é o retardo na maturação somática. Para este 

diagnóstico, em roedores, além do ganho ponderal existem os parâmetros de 

abertura dos olhos, erupção dos dentes incisivos e abertura do pavilhão auditivo 

(Almeida et al., 2002; Jensen & Binkley, 2002), os quais não foram diferentes em 

animais tratados com a dieta CT ou RT (González et al, 2008). Assim, no presente 

estudo, a diferença no ganho ponderal, entre os animais que receberam a ração RT 

e CT, (Fig. 11) apesar de significativa, não pode ser relacionada com retardo de 

desenvolvimento normal, pois os sinais de maturação somática foram constatados 

em idades normais. Dados da literatura têm relacionado o consumo de dietas a base 

de milho com diminuição plasmática do hormônio 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 liberação de GH em 

roedores (Conway et al., 1990). Trabalhos já têm destacado a relevância da 

restrição nutricional de triptofano, como modelo não-farmacológico de redução dos 

níveis de serotonina (Fadda et al., 2000). 

No presente estudo, demonstramos ainda que os animais que receberam a 

ração RT até dez dias de vida e a ração CT nos onze dias seguintes obtiveram um 

incremento no ganho ponderal quando comparados ao grupo que permaneceu 

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

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

 

5.2 EFEITO DA RESTRIÇÃO DE TRIPTOFANO SOBRE OS NEURÔNIOS 
SEROTONINÉRGICOS DOS NÚCLEOS DA RAFE  

 
Neurônios serotoninérgicos surgem dos núcleos da rafe, projetam-se para o 

hipocampo, córtex, cerebelo e tronco cerebral, o que sugere sua participação em 

vários processos fisiológicos. Essas regiões participam de várias funções cognitivas 

assim como o controle do humor e da coordenação motora e sensorial (Ohashi et 

al., 2003). A serotonina, portanto, está associada a várias doenças de 

comportamento como a esquizofrenia, o alcoolismo, dependência química, 

depressão, Alzheimer, demência, entre outras (Galter & Unsicker, 2000). 

Nesse trabalho trazemos evidências de que a menor plasticidade resultante 

da lesão de retina temporal, em animais restritos de triptofano até o décimo quarto 

dia pós-natal, está correlacionada com uma diminuição no número de células 

serotoninérgicas dos núcleos ventrais e dorsais da rafe (Fig. 12 e 13), o que está de 

acordo com dados da literatura (Orozco-Suarez et al., 2003). 

Estudos têm demonstrado que a suplementação com L-triptofano é capaz de 

aumentar os níveis de serotonina no sistema nervoso central de ratos alimentados 

com fórmulas deficientes neste aminoácido, o que indica uma possível modulação 

dos níveis desse neurotransmissor pela dieta (Sarwar & Botting, 1999). 

A serotonina, como já descrito, é essencial para o desenvolvimento de 

neurônios tal como neurogênese, apoptose, arborização de axônios e 

dendritogênese. A depleção de moléculas envolvidas no metabolismo, ou no 

transporte de 5-HT afeta a maturação dendrítica durante o desenvolvimento de 

camundongos (Gaspar et al., 2003). 

Pesquisas feitas com modelos de dietas isocalóricas e hipoproteicas 

baseadas em milho para induzir depressão de serotonina no sistema nervoso central 

em roedores têm demonstrado que essas dietas além de reduzirem a síntese de 

serotonina provocam uma significativa diminuição no total de células 

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

 

A disponibilidade da serotonina na fenda sináptica, e suas inúmeras funções 

são controlados pelo funcionamento do transportador proteico de membrana pré-

sináptica (SERT), que está extensamente distribuído por todo cérebro, 

principalmente no tronco cerebral e córtex (Peremans et al., 2006). 

O SERT é responsável por remover a serotonina da fenda sináptica para o 

interior do neurônio serotoninérgico. Drogas antidepressivas, usadas em tratamentos 

de doenças como a ansiedade, a depressão e as desordens obsessivo-compulsivas, 

bloqueiam o SERT, aumentando a concentração de serotonina na fenda sináptica 

(Launay et al., 2006). 

Estudos em nosso laboratório têm demonstrado, através do tratamento com 

fluoxetina, que o aumento da disponibilidade de serotonina facilita a reorganização 

topográfica de áreas denervadas do colículo superior por lesão de retina temporal, 

mesmo em fases avançadas do desenvolvimento quando este tipo de reorganização 

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 restrição nutricional de triptofano estar também alterando a 

expressão do transportador de serotonina. Detectamos então, um aumento na 

expressão de SERT nos colículos superiores dos animais que receberam a dieta RT 

comparados com os alimentados com a CT, sugerindo uma maior presença desse 

transportador em resposta a deficiência de serotonina (Fig. 15 e 16). Estes 

resultados indicam que o aumento do SERT seja uma resposta compensatória para 

aperfeiçoar a captação de serotonina em condições de restrição nutricional de 

triptofano. 

Com isso, no nosso modelo de estudo, observamos uma intensa expressão 

do SERT associada a uma diminuição da plasticidade retinotectal nos animais 

restritos de triptofano, o que está totalmente de acordo com a situação observada 

após 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 

diferenciação serotoninérgica, o aumento de serotonina extracelular exerce uma 

resposta negativa no sítio funcional do transportador de serotonina, o que diminui a 

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

 

5.4 SEROTONINA E LTP 
 

Como anteriormente descrito, a deficiência de serotonina pode alterar vários 

processos na formação do sistema nervoso central, assim como a plasticidade 

sináptica. A potenciação de longa duração (LTP) e a depressão de longa duração 

(LTD) são fenômenos gerados a partir da eficiência da sinalização tanto do terminal 

pré-sináptico quanto da resposta pós-sináptica. Vários trabalhos demonstraram que 

os mecanismos celulares de LTP e LTD ocorrem durante os estágios de refinamento 

topográfico dependente de atividade durante o início do desenvolvimento do sistema 

visual (Schmidt, 1990; 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 eliminação sináptica (Konnerth & Eilers, 1994; Crair 

et al, 1995; Lo et al, 2000 ). Os fenômenos de LTP e LTD estão totalmente 

correlacionados com o aprendizado e memória. A depleção de triptofano pode afetar 

a atuação da memória de longa duração, assim como mudanças bruscas de humor 

(Riedel et al., 1999). Isso foi consolidado com um experimento onde, 6 horas após a 

ingestão de uma bebida com triptofano, uma informação era passada aos grupos 

experimentais: os que receberam um placebo esqueciam mais rapidamente a 

informação, durante as 24 horas seguintes, comparados ao grupo que recebia a 

bebida com triptofano (Riedel et al., 1998). A literatura já apresentou a relevância da 

serotonina na regulação do desenvolvimento da LTP no córtex visual primário de 

roedores. Ainda durante o desenvolvimento, dentro do período crítico, foi detectada 

uma progressiva diminuição da LTP no córtex visual, associada a um aumento dos 

níveis de serotonina extrecelular, com o passar do tempo (Edagawa et al., 2001). 

Por outro lado, Ohashi demonstrou, que em situações de perda da arborização 

serotoninérgica, em um modelo de lesão cerebral, ocorre diminuição da plasticidade 

sináptica de curta duração, com aumento da LTP (Ohashi et al., 2003). Neste 
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estudo, sugerimos que a redução da serotonina através da restrição de triptofano 

possa estar aumentando a eficácia sináptica (via aumento da LTP) e, portanto, a 

estabilização de axônios retinotectais. 

 

5.5 RESTRIÇÃO NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO NA EXPRESSÃO DE pERK 
 
Como já descrito, dois subtipos de receptores para serotonina foram isolados 

nas camadas visuais do colículo superior de roedores: o receptor 5-HT1A, localizado 

nos terminais pós-sinápticos e o receptor 5-HT1B, encontrado em aferentes pré-

sinápticos oriundos de células ganglionares da retina (Mooney et al., 1996). Postula-

se que receptores do subtipo 5-HT1B inibam, a transmissão retinotectal em anfíbios 

(Malayev & Debski, 1998) e roedores (Mooney et al., 1994; Mooney et al., 1996) 

enquanto receptores do subtipo 5-HT1A afetam a atividade das células coliculares 

(Mooney et al., 1996; Butt et al., 2002). Ambos os receptores, acoplados a proteína-

G, modulam negativamente a atividade da enzima adenilil ciclase, inibindo então a 

síntese de AMPc (Hwang & Dun, 1999; Raymond et al., 2001; Yuen et al., 2005). 

Como já consolidado, a ERK pode fosforilar vários substratos, com isso regula 

numerosas funções celulares, tais como a expressão gênica, o metabolismo e a 

morfologia celular. Conseqüentemente, as vias de sinalização das ERK têm um 

importante papel para o destino celular, sinalizando para diversos eventos, tais como 

a proliferação, a diferenciação, a morte e a sobrevida de neurônios (Dumaz & 

Marais, 2005).  

Serotonina, modulando a síntese AMPc, como também a regulação indireta 

das vias das ERKs (Cowen, 2007). Resultados de eletrofisiologia demonstraram que 

a ativação do receptor 5-HT1A causa supressão da atividade da CaMKII e da ERK 

por inibição da PKA (Yuen et al., 2005). Chen e colaboradores, apresentaram 

agonistas do receptor 5-HT1A induzindo uma diminuição dos níveis de pERK, no 

hipocampo (Chen et al., 2002).  

No córtex visual primário de roedores, a LTP é inibida via receptor 5HT1A 

(Edagawa et al., 1998), o que indica uma maior estabilidade das conexões 

retinotectais em sistemas com maiores níveis desse subtipo de receptor ativado. O 

efeito oposto foi observado nesse estudo, onde animais RT apresentaram uma 
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maior estabilidade sináptica em um sistema com níveis reduzidos de serotonina. 

Considerando a relevância da atividade da pERK na indução de LTP no córtex 

(Toyoda et al., 2007) novamente podemos associar nossos resultados de menor 

reorganização axonal, com o aumento da expressão da pERK, observada nos 

animais RT (Fig. 17).  

Os maiores níveis de AMPc, encontrados nos animais alimentados com a 

dieta RT, podem resultar em um aumento da estabilidade de conexões previamente 

estabelecidas, o que dificultaria o crescimento axonal em direção a novos sítios pós-

sinápticos, como sugere o presente estudo (González et al., 2008). A síntese de 

AMPc, e então a ativação da PKA, ativa a via de sinalização das MAPK (Toyoda et 

al., 2007). Essa cascata de ativação vai de acordo com os nossos resultados, que 

mostraram, nos animais RT, um aumento da expressão da pERK .  

Dados da literatura já apresentam inibidores da recaptação de serotonina 

induzindo neuroplasticidade, por aumento indireto da expressão 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 expressão do SERT, associada a uma maior expressão da pERK e 

uma platicidade reduzida. 

 

5.6 PAPEL DA SEROTONINA NO REFINAMENTO TOPOGRÁFICO E 
PLASTICIDADE: MODELO DE RESTRIÇÃO NUTRICIONAL 
 

Bastos e colaboradores, em 1999, destacaram a importância dos níveis 

extracelulares de serotonina com a plasticidade retinotectal, ao demonstrar uma 

resposta plástica mais intensa, no colículo superior de animais que tiveram um 

aumento da disponibilidade desse neurotransmissor, através da administração 

farmacológica de fluoxetina (Bastos et al., 1999). O nosso grupo também 

demonstrou recentemente que a restrição nutricional de triptofano gera um atraso na 

eliminação de axônios transitórios no colículo superior (González et al, 2008) 

Estudos do nosso laboratório corroboram a hipótese de que a redução da 

eficácia da transmissão sináptica retinotectal é um fator essencial para a facilitação 
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da reorganização de axônios intactos sobre áreas denervadas no colículo superior 

após lesão da retina contralateral (Serfaty et al., 2005). 

Campelo-Costa e colaboradores demonstraram que o bloqueio da síntese de 

óxido nítrico ou ácido araquidônico, favorece a indução de plasticidade retinotectal 

(Campello-Costa et al., 2000). Tais mensageiros retrógrados estão associados à 

indução de LTP, e então ao aumento da estabilidade de conexões retinotectais 

(Arancio et al., 1995; Schmidt, 2004). Esses dados sugerem que a redução da 

expressão de LTP no colículo superior facilite a desestabilização de sinapses e 

conseqüente brotamento de conexões e sinapses retinotectais após lesão de retina 

temporal, conforme proposto por Lo e Mize em 2000 (Lo & Mize, 2000). 

Os efeitos da depleção de 5-HT na plasticidade dos circuitos cerebrais podem 

justificar os resultados encontrados no nosso trabalho, visto que a depleção de 

serotonina, causada pela restrição de triptofano na dieta, gerou uma redução 

reversível do efeito plástico de axônios intactos no modelo de lesão de retina 

temporal. Fibras e terminais se apresentaram esparsos no sítio da lesão com uma 

nítida redução do crescimento de axônios/terminais, para a região subpial, 

impedindo então a formação do característico padrão bi-laminar observado nos 

animais controle, que recebiam triptofano na recomendação adequada. Este efeito 

foi constatado em animais que receberam a dieta RT desde o nascimento, através 

da amamentação até diferentes idades (P14, P21 e P42), que tiveram lesão de 

retina em P10. Nestas idades os axônios intactos responderam com modificações 

plásticas exuberantes tanto em grupos alimentados com a dieta CT quanto animais 

alimentados com ração padrão para roedores. A redução do potencial plástico 

induzida pela diminuição de serotonina disponível pode ser correlacionada com 

outros dados já comprovados na literatura, como um estudo que mostrou um retardo 

na maturação do córtex cerebelar causado por baixos níveis de serotonina nesta 

região (Gonzalez-Burgos et al., 2001). 

A serotonina modula o desenvolvimento e a plasticidade do SNC através da 

liberação do fator trófico glial S-100β, que promove o crescimento dos próprios 

neurônios serotoninérgicos. Em adultos foi mostrado que a depleção de 5-HT pela 

administração de PCPA produziu uma significativa retração glial (Ramos et al., 

2004).  
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A interrupção do desenvolvimento serotoninérgico pode causar alterações 

permanentes no funcionamento do cérebro e no comportamento. O cérebro tende a 

eliminar conexões e células redundantes ou inúteis durante o processo de 

desenvolvimento, e por estar presente desde etapas precoces, a serotonina é 

considerada peça chave para este refinamento. Portanto a serotonina juntamente 

com o S-100β e BDNF têm importantes funções nos fenômenos de neurogênese, 

remoção neuronal, refinamento dendrítico, remodelamento sináptico, além de 

manutenção e migração celular. Muitos efeitos do S-100β estão associados com o 

remodelamento do citoesqueleto, este fator interage com a estabilização de 

microtúbulos associados às MAPs (proteínas associadas à microtúbulos) 

possibilitando a inibição da fosforilação. A fosforilação da proteína associada ao 

crescimento neuronal (GAP-43) é também inibida por S-100β permitindo aumento do 

crescimento e da plasticidade dos neurônios, uma vez que o estado desfosforilado 

da GAP-43 está relacionado com a mobilidade dos cones de crescimento. S-100β 

também influência a consolidação de memória (Whitaker-Azmitia, 2001).  

O BDNF melhora o processo de fortalecimento sináptico por aumentar os 

níveis da potenciação de longa duração (LTP). A atuação do fator trófico BDNF deve 

ser o mecanismo chave onde a sinalização cognitiva, exercício, restrição dietética e 

drogas antidepressivas preservam o cérebro durante os anos. Manipulações 

comportamentais e farmacológicas que melhoram a sinalização de BDNF e 

serotonina poderiam ajudar na promoção de um cérebro saudável 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 caseína, tiveram significativa redução nos níveis de NGF no hipocampo e de 

BDNF no córtex cerebral (Lee et al., 1999). 

Estudos in vivo têm indicado que BDNF promove crescimento e sobrevivência 

de axônios serotoninérgicos maduros. Eles sugerem que a serotonina atue nos 

receptores 5-HT1A causando aumento da regulação de BDNF (Galter & Unsicker, 

2000). Portanto, postula-se que a diminuição de neurotrofinas pode estar 
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relacionada aos resultados do nosso estudo quanto à redução da resposta plástica 

induzida nos animais RT. 

A fim de analisar se o déficit de plasticidade, induzido pela restrição 

nutricional seria definitivo, avaliamos no modelo de lesão de retina, um grupo 

experimental de animais alimentados com ração 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 níveis de serotonina, 

mas abaixo da plasticidade observada nos grupos controles (Fig. 13). Entretanto, ao 

disponibilizar um maior tempo de complementação com triptofano (entre P10 e P21) 

com a dieta CT, o padrão de marcação terminal se apresentou condizente com o 

observado nos animais alimentados somente com ração padrão 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 só não seja um fator limitante para 

a plasticidade do SNC.  

As projeções retinotectais de roedores se desenvolvem dentro de uma janela 

temporal que compreende as duas/três primeiras semanas pós-natal. Um animal 

P10, apesar de não ter aberto os olhos, apresenta uma distribuição das fibras 

retinotectais ipsolaterais semelhante ao observado em animais adultos (Serfaty & 

Linden, 1994).  Além disso, outros estudos já demonstraram que é possível induzir 

uma resposta plástica rápida dos axônios retinianos após lesões localizadas de 

retina contralateral (Serfaty et al., 2005) ou ainda após a enucleação monocular 

(Lund et al., 1980). 

A reintrodução de triptofano após o fechamento do período crítico de 

desenvolvimento do SNC, (após P28 para roedores) não restaura o déficit de 

plasticidade nos animais alimentados com a dieta RT até a data da lesão de retina 

(P10). O que nos permite evidenciar a importância dessa janela temporal para 

respostas plásticas, e o papel da ingestão de triptofano no desenvolvimento uso-

dependente das conexões visuais. 

 

 
 



73 
 

 

5.7 ATIVIDADE DA METALOPTOTEASE-9 NA RESTRIÇÃO NUTRICIONAL 
NUTRICIONAL DE TRIPTOFANO 

 
A serotonina altera moléculas da matriz extracelular das células e influencia a 

formação dos contatos sinápticos. O receptor 5-HT1A auxilia na estabilidade do 

citoesqueleto e resulta em diferenciação neuronal. A serotonina tem um papel direto 

na regulação e manutenção de microtúbulos e microfilamentos (Azmitia, 2001). 

Durante os estágios iniciais do desenvolvimento, existe uma alta detecção de 

MMP-9, que é seguida por uma significativa diminuição, à medida que essa estrutura 

se torna madura. O curso temporal dessa modulação acontece dentro do período 

crítico do desenvolvimento do sistema visual, na primeira e segundas semanas pós-

natais (Oliveira-Silva et al., 2007). Acredita-se que a MMP-9 possa estar envolvida 

em vários processos do desenvolvimento incluindo a eliminação seletiva de axônios 

e formação de sinapses, essencial para o ajuste fino dessas conexões (Sternlicht & 

Werb, 2001; Szklarczyk et al., 2002; Mott & Werb, 2004). 

A proteólise 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 

liberação dos ligantes que sinalizam através de receptores de superfície celular, e 

assim disparam cascatas intracelulares de sinalização. Outra função das MMPs 

seria a participação em processos fisiológicos remodelando o microambiente 

pericelular via clivagem de moléculas de adesão ou componentes da matriz 

extracelular que mantêm a citoarquitetura do tecido (Sternlicht & Werb, 2001; Mott & 

Werb, 2004). 

Esses achados podem ser correlacionados com os resultados do presente 

estudo, onde a redução da plasticidade deve estar associada a alterações na MEC, 

via atuação de metaloproteases de matriz extracelular, reduzindo a permissividade 

ao crescimento axonal. A restrição de triptofano na dieta e a redução dos níveis de 

serotonina no sistema, podem estar de alguma forma impedindo a mudança na 

conformação do citoesqueleto celular, o que dificulta a alteração da arborização 

axonal gerada pela plasticidade neuronal induzida pelo efeito da lesão de retina.  
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Conforme a importância da MMPs na plasticidade sináptica, investigamos a 

atividade da gelatinase-9 no nosso modelo de restrição nutricional, e constatamos 

que a deficiência de reorganização axonal, presente nos animais alimentados com a 

dieta RT até P14, foi acompanhada de uma menor atividade da MMP-9 no colículo 

superior, quando comparados com os animais controles que receberam a dieta CT 

até a mesma idade (Fig. 25). Nossos resultados são coerentes com dados da 

literatura uma vez que o remodelamento das conexões neurais é totalmente 

dependente de degradação de matriz extracelular (Szklarczyk et al., 2002).  

A enucleação monocular, assim como lesões parciais de retina tem sido 

utilizados como modelo de reorganização plástica no SNC por induzir brotamento e 

reorganização dos axônios intactos pertencentes a população de axônios 

ipsolaterais (não lesados) no colículo superior (Lund et al., 1980; Serfaty et al., 

2005). Estudamos uma possível modulação da restrição nutricional de triptofano 

sobre o efeito da enucleação monocular na expressão e atividade da MMP-9 nas 

camadas visuais do colículo superior. Encontramos, nos dois grupos de dietas 

estudados, o mesmo perfil de variação da atividade desta gelatinase, em diferentes 

períodos após a lesão (Fig. 26 e 27). Esses dados estão de acordo com os descritos 

por Szklarczyk e colaboradores (2002) que identificaram, após uma lesão induzida 

por cainato no hipocampo, uma regulação para cima da expressão e atividade da 

MMP-9 com um padrão de curso temporal similar ao que encontramos no colículo 

superior (Szklarczyk et al., 2002). Nossos resultados também se confirmam por 

outros do nosso grupo que mostraram, após lesão de retina temporal no dia pós-

natal 10, uma indução de brotamento dos terminais axonais nas camadas 

superficiais do CS observadas 24 horas pós-lesão (Serfaty et al., 2005). Em 

conjunto, os resultados nos sugerem que em fases precoces após lesões, a MMP-9 

atue como um fator indutor da quebra de moléculas inibitórias ao crescimento 

axonal, permitindo dessa forma, que axônios intactos brotem dentro da área 

denervada nas camadas visuais do colículo superior.  

Ao comparar as variações da atividade da MMP-9 entre os nossos grupos foi 

significativamente evidente uma menor atividade da MMP-9, 12 e 24 horas após 

lesão nos colículos de animais alimentados com a dieta RT, quando comparados 

com os animais que receberam a dieta CT, o que está novamente corroborando com 
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o deficit de plasticidade induzida nos animais RT, uma vez que o procedimento de 

enucleação monocular mimetiza de forma mais expressiva a lesão de retina 

temporal. (Fig. 28) 

Portanto, acreditamos que a restrição nutricional de triptofano, e a menor 

disponibilidade de serotonina podem alterar a proteólise de moléculas da MEC, pela 

modulação da atividade da MMP-9 no colículo superior no seu papel permissivo/ 

indutor do remodelamento axonal induzida pela deaferentação. 

Os dados apresentados neste estudo levantam um importante questionamento 

sobre a utilização em políticas públicas de saúde, notadamente na alimentação de 

crianças em comunidades carentes, de suplementos alimentares como a 

multimistura, que apresenta deficiência em triptofano na sua composição (Câmara & 

Madruga, 2000). Os resultados de González et al, 2008, e os apresentados nesta 

dissertação mostram que a alimentação com dietas deficientes em triptofano pode 

retardar ou causar danos permanentes na capacidade de reorganização do sistema 

nervoso central, com possíveis implicações sobre o desenvolvimento sensório-motor 

ou cognitivo.  



 

 

76

6 CONCLUSÃO 
 
 Este estudo correlacionou os fatores neuroquímicos associados à restrição 

nutricional de triptofano, sobre a capacidade de reorganização plástica no sistema 

visual (Fig. 29). Como principais conclusões podemos destacar: 

• A deficiência nutricional de triptofano gera uma acentuada redução na no 

número de células serotoninérgicas nos núcleos da rafe.  

• A depleção de serotonina aumenta a expressão do transportador (SERT).  

• O numero reduzido de células serotoninérgicas nos animais RT foi 

correlacionado com uma menor capacidade de reorganização plástica de axônios 

visuais em um modelo de deaferentação parcial do território alvo.  

• A redução da plasticidade pode ser revertida através da re-introdução de 

triptofano na dieta ainda durante o período crítico, sendo esta reversão dependente 

da fase de desenvolvimento dos circuitos neurais.  

• A reintrodução deste aminoácido após o encerramento do período crítico não 

foi capaz de reverter a redução de plasticidade no modelo de lesão de retina 

temporal.  

• A deficiência de plasticidade observada nos animais RT pode ter como um 

dos fatores causadores o aumento dos níveis de AMPc, e aumento da fosforilação 

da ERK, o que pode estar gerando uma maior estabilidade e menor plasticidade. 

• A atividade da MMP-9, foi menor no modelo de restrição nutricional de 

triptofano. 

• A restrição de triptofano reduz a atividade da MMP-9, no colículo superior, 12 

e 24h após uma enucleação monocular. 
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FIGURA 29- Esquema demonstrativo da conclusão dos resultados. 
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