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“And now the end is near

So I face the final curtain

My friend, I'll say it clear

I'll state my case of which I'm
certain

I've lived a life that's full

I've travelled each and every
highway

And more, much more than this
I did it my way

Regrets, I've had a few

But then again, too few to mention
I did what I had to do

And saw it through without
exception

I've loved, I've laughed and cried
I've had my fails, my share of losing
And now as tears subside

I find it all so amusing

To think I did all that

And may I say, not in a shy way
Oh, no, no not me

I did it my way”

Paul Anka & Jacques Revaux
(My Way)
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Resumo

Durante o desenvolvimento pds-natal, as projecdes retinotecatis
sofrem um processo de eliminagao axonal, que induz a uma correta
organizacao topografica final, entre os axOnios das células
ganglionares da retina e as camadas visuais do coliculo superior. Os
mecanismos relacionados a esta maturacao e refinamento topografico
sao dependentes e independentes (moléculas de adesdo e de
direcionamento axonal) da atividade elétrica correlacionada entre a
célula pré e pos- sinaptica. Metaloproteases da matriz extracelular,
tem sido relacionadas ao desenvolvimento e a plasticidade do sistema
nervoso. O objetivo deste trabalho foi de estudar a expressao,
atividade e o papel funcional das metaloproteases durante o
desenvolvimento normal e apds plasticidade induzida por lesao das
projecoes retinotectais. Ratos Lister Hooded foram usados neste
estudo. Para andlises de western blotting e zimografia, os coliculos
foram removidos sem fixacdao. Para ensaios de anatomia, ratos no dia
pos-natal 0 receberam implantes subpial de EVA (acetato de etileno
vinil — EVA 40W) contendo veiculo ou inibidor de metaloproteases
(DM-43), liberados sobre a superficie do coliculo superior.
Posteriormente, o0s animais receberam injecdao intraocular de
peroxidase a fim de tracar anterogradamente as projegoes
ipsolaterais. Encontramos uma maior expressao e atividade da
metaloprotease-9 na primeira semana pds-natal, com significativo
decréscimo apos a segunda semana pds-natal. A inibicdo da atividade
metaloprotease in vivo foi capaz de induzir um evidente atraso na
formacao de aglomerados de marcacao terminal ao longo da regiao
medial do coliculo superior. Enucleacdo monocular no dia pds-natal 10
foi capaz de promover um rapido aumento na atividade
metaloprotease-9 24 horas pods-denervacao. Nossos dados indicam
gue metaloproteases sao cruciais ao desenvolvimento retinotectal e
ainda que estdao envolvidas em processos plasticos apds lesdes do
sistema nervoso central corroborando aos processos de organizagao
topografica e especificidade sinaptica dessas conexoes.
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Abstract

During postnatal development, retinotectal projections undergo a
process of misplaced axon elimination, leading to a topographical
matching between the retinal surface and the superior colliculus.
Adhesion and guidance molecules are involved with these processes.
Matrix metalloproteinases have been implicated in the development
and plasticity of the nervous system. We studied the expression,
activity and the role of metalloproteinases during normal development
of retinotectal projections and after monocular enucleation-induced
plasticity. Lister Hooded rats were used in this study. For
immunoblotting and zimography, colliculi were removed without
fixation. For the anatomy assays rats at post natal day O received
subpial EVA (ethylene vinyl acetate - EVA 40W) implants to deliver a
metalloproteinases inhibitor (DM-43) or vehicle to the superior
colliculus. Animals received intraocular injections of horseradish
peroxidase for anterograde tracing of ipsilateral projections. We
observed the highest metalloproteinase expression and activity in the
first postnatal week, with decreasing activity thereafter. Importantly,
inhibition of metalloproteinase activity in vivo induced a marked delay
of axonal clustering along the medial aspect of colliculus. Monocular
enucleation at postnatal day 10 vyielded a rapid increase in
metalloproteinase activity, 24 hours following denervation of the
contralateral colliculus. Our data indicate that metalloproteinases are
crucial to retinotectal development and in processes of plasticity
induced by lesions at the central nervous system, concurring to the
fine tuning of topographical order and synaptic specificity of these
connections.
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1) INTRODUCAO

A especificidade das conexdes neurais € um marco do
desenvolvimento do sistema nervoso. A sinaptogénese € um processo
altamente regulado durante o desenvolvimento que apresenta um
padrao temporal e espacial muito preciso, de forma que conexodes
apropriadas entre a célula pré-sinaptica e o tecido alvo sejam
corretamente estabelecidas. Os fatores moleculares envolvidos nestes
processos vém sendo bastante estudados, e pistas moleculares e
celulares tém sido identificadas nos processos de interacdao de
superficie celular.

Essas interagdes incluem uma série de moléculas, como os
neurotransmissores classicos e seus receptores, fatores de
crescimento, citocinas, moléculas de adesdao celular, moléculas de
orientacdo como efrinas, semaforinas, entre outras, além das
moléculas da matriz extracelular (MEC). Moléculas da matriz
extracelular, especialmente na ultima década, tém sido relacionadas a
processos de desenvolvimento e formacao de sinapses funcionais (Sur
& Rubenstein, 2005). O adequado entendimento dos fatores que
regulam a formagao de circuitos neurais organizados sao fundamentais
para o entendimento dos processos que governam o desenvolvimento

neural e os fendmenos de plasticidade neural.
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A fim de compreender o desenvolvimento do sistema nervoso
central (SNC), o sistema visual tem sido ha décadas utilizado como
modelo experimental. Em particular, o sistema retinotectal de peixes,
anfibios e mamiferos tem fornecido inumeras informacdes acerca do
desenvolvimento e processamento sensoriais. No sistema visual de
roedores, o desenvolvimento de especificidade sindptica envolve
remodelamento axonal e dendritico orientado por gradientes de efrinas
no eixos rostro-caudal e meédio-lateral (Knoll & Drescher, 2002;
Schmitt et al., 2006).

A formacao de uma topografia fina depende ainda dos padrdes
de atividade espontanea das células ganglionares da retina, até o
momento da abertura dos olhos, quando a atividade neural esculpe o
padrao final de conectividade (Penn & Shatz, 1999). Esta plasticidade
dinamica das conexdes neurais € observada ndo s6 durante o
desenvolvimento normal, mas também em casos de lesdo do sistema
nervoso central (Majewska et al., 2006; Shamy et al., 2007). Na via
retinotectal do rato, a plasticidade é mais evidente dentro das trés
primeiras semanas pds-natal, embora ainda esteja presente apos este
periodo critico (Serfaty et al., 2005).

Neste trabalho, investigamos 0s possiveis papéis
desempenhados pelas metaloproteases (MMPs) da matriz extracelular,

no desenvolvimento e plasticidade do sistema visual. Os resultados
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obtidos sugerem que o desenvolvimento e a reorganizacdo plastica
induzida por lesao do SNC sejam modulados pela metaloprotease- 9 e
que esta MMP esteja envolvida na formacdao do mapa topografico

retinotectal.
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1.1) O SISTEMA VISUAL DE ROEDORES (VIAS VISUAIS)

A retina é uma estrutura derivada do ectoderma neural e possui
uma organizacao laminar composta de neurbnios arranjados em
camadas nucleares, intercaladas por camadas plexiformes onde estao
0os contatos sinapticos. A camada mais interna é a de células
ganglionares que sao os neurdnios de projecao da retina. Os axodnios
de todas as células ganglionares dirigem-se ao disco Optico onde se
tornam mielinizados e juntos formam o nervo Optico. Os nervos
Opticos de cada olho se juntam no quiasma Optico, e dai se projetam
em direcao ao encéfalo. Na regido do quiasma éptico, em mamiferos,
as fibras da retina apresentam decussacdo parcial, onde axo6nios
oriundos da retina nasal se projetam contralateralmente e axoOnios da
retina temporal, ipsolateralmente. Esta organizacao permite, portanto,
que cada hemisfério cerebral receba informacao das duas retinas sobre
o hemicampo visual contralateral (Rakic, 1981; Simon & O'Leary,
1992a; Heiduschka & Thanos, 2000; Mey & Thanos, 2000; Thanos &
Mey, 2001).

Em roedores, 95% das células ganglionares possuem axonios de
projecao contralateral (Linden & Perry, 1983). Esta populacao celular
ocupa toda extensao da retina e, por isso, todo o campo visual visto

por esse olho é por ela representado. Apenas 5% das células que se
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encontram na periferia temporal da retina, a crescente temporal, se
projetam para o mesmo lado do cérebro (Cowey & Perry, 1979;
Drager & Olsen, 1980). Apds passarem pelo quiasma Optico os axonios
das células ganglionares da retina formam o trato éptico e seguem
para os seus alvos de projecao onde estabelecem conexdes sinapticas
(Figura 1). Os principais alvos visuais subcorticais sdao os nucleos
geniculado lateral dorsal do talamo, nucleos pré-tectais e o coliculo

superior (ou teto 6ptico) (Heiduschka & Thanos, 2000).
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Figura 1: Esquema mostrando os axdnios das células ganglionares da retina
formando o nervo Optico, cruzando o quiasma 6ptico e inervando os centros
visuais primarios em ratos. Os axbnios do nervo Ooptico terminam
principalmente no coliculo superior e alguns no pré- tectum. Abreviaturas:
coliculo superior (SC), tronco cerebral (BS), cerebelo (Cer), coliculo inferior
(IC), nucleo geniculado lateral (NGL), quiasma 6ptico (OC), trato optico (OT),
pré-tectum (PT). Modificado de Heiduscha &Thanos, 2000.
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O coliculo superior (CS) é uma estrutura laminar, responsavel
pela integracdo de estimulos auditivos, visuais e somatosensoriais,
sendo considerado uma estrutura homodloga ao teto optico de
vertebrados nao-mamiferos (Debski & Cline, 2002). O CS é um dos
principais centros visuais subcorticais em roedores ja que recebe
aferéncias de todas as células ganglionares da retina (Linden & Perry,
1983). E subdividido em duas regides: as camadas superficiais,
essencialmente visuais, compostas pelo stratum zonale (SZ), stratum
griseum superficiale (SGS) e stratum opticum (SO), e as camadas
profundas, stratum griseum intermediale (SGI) e stratum griseum
profundum (SGP), essencialmente motoras (Figura 2). O stratum
opticum (SO) é a subcamada mais ventral das camadas visuais por
onde penetram os axonios aferentes da retina. Os neurdnios do SGS
sao os alvos de axoOnios da retina que penetram no coliculo pela porcao
rostro-lateral e trafegam pelo SO. O CS recebe, ainda, aferentes
provenientes da camada V do cértex visual, da regido pré- tectal e
nucleos parabigeminais. Seus eferentes projetam-se para nucleos
subcorticais integrando respostas comportamentais e reflexos visuo-
motores (Binns, 1999; Isa & Saito, 2001).

Do ponto de vista da topografia retinotectal, os axonios da retina
nasal se projetam para a regidao posteriro do coliculo e os axo0nios

provenientes da retina temporal se projetam para a regidao anterior do
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coliculo. AxOnios da retina dorsal e ventral projetam-se,
respectivamente, para as regioes lateral e medial do coliculo,

respectivamente (Knoll & Drescher, 2002; Rashid et al., 2005).
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U

Figura 2: Laminagao no coliculo superior em um plano de corte coronal. A
linha pontilhada delimita as camadas de processamento visual na regiao
dorsal e as camadas profundas de processamento auditivo, motor e
integracao de informagdes. Abreviaturas: stratum zonale (SZ), stratum
griseum superficiale (SGS), stratum opticum (SO), stratum griseum
intermediale (SGI), stratum album intermediale (SAI), stratum griseum
profundum (SGP), stratum album profundum (SAP). Adaptado de (Parsons et
al., 2001).



26

1.2) DESENVOLVIMENTO DE TOPOGRAFIA NO SISTEMA VISUAL

Uma das caracteristicas mais marcantes dos sistemas sensoriais,
e particularmente do sistema visual, é a representacao topografica da
superficie receptora no tecido neural. Desta forma, a imagem do
campo visual é representada nos nucleos visuais centrais de forma que
pontos adjacentes na retina sao reproduzidos em regides adjacentes
no tecido neural (Constantine-Paton et al., 1990; Shatz, 1992b, a,
1996).

Essa circuitaria emerge durante o desenvolvimento pela
formacdo de conexdes sinapticas entre centenas de milhares de
neuronios. A via retinotectal do rato neonato € um modelo que tem
sido usado para o estudo destes mecanismos relacionados ao
desenvolvimento dos mapas topograficos sensoriais e processos
resultantes da interacao/competicao de vias neurais convergentes
(Lund & Lund, 1972; Schmidt, 1985; Molotchnikoff & Itaya, 1993;
Itaya et al., 1995; Mize & Lo, 2000; Lemke & Reber, 2005).

O desenvolvimento da organizacdo topografica surge nos
estagios iniciais do desenvolvimento, quando aferentes da retina estao
inicialmente distribuidos de forma difusa nas camadas visuais do CS
(Meyer, 1998; Ruthazer & Cline, 2004). A eliminacdao de axo0nios

transitérios e o estabelecimento de uma topografia rudimentar estao
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relacionados a expressao de moléculas como as efrinas (Eph),
envolvidas principalmente na modulagcdo de mecanismos repulsivos ao
crescimento axonal. Efrinas sao expressas no CS num gradiente
decrescente de posterior para anterior, suprimindo a formacao de
terminais de axo6nios originados na retina temporal que expressam
receptores Eph na regiao posterior dessa estrutura (Mellitzer et al.,
2000; Debski & Cline, 2002; Knoll & Drescher, 2002; Himanen &
Nikolov, 2003; McLaughlin et al., 2003; Rashid et al., 2005;
Pfeiffenberger et al., 2006; Willshaw, 2006).

No decorrer do desenvolvimento o padrao de atividade elétrica
das células ganglionares da retina contribui para a formagdo de uma
organizacao topografica fina (Meister et al., 1991; Debski & Clineg,
2002; Chandrasekaran et al., 2005). Células ganglionares vizinhas
com padrdo de atividade sincronico, ao ativar células pds-sinapticas,
provocam a somacao de potenciais pods-sinapticos excitatorios
(PPSEs), deflagrando entdo um processo de estabilizacdo sinaptica,
que é uso-dependente e compativel com o modelo da sinapse
Hebbiana (Hebb, 1949; Katz & Shatz, 1996; Zhang et al., 1998;
Brown & Milner, 2003; Cline, 2003; Murphy, 2003; Ruthazer & Cline,
2004). Além do desenvolvimento de topografia fina no sistema
retinotectal, a atividade elétrica dos aferentes determina a segregacao

dos axOnios retinianos em camadas olho-especificas no nucleo
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geniculado lateral e o desenvolvimento das colunas de dominéancia
ocular no cortex visual primario (Schmidt, 1985; Katz & Shatz, 1996;
Crowley & Katz, 2002; Katz & Crowley, 2002; Horng & Sur, 2006;
Huberman et al., 2006; Majewska & Sur, 2006).

Evidéncias recentes da literatura mostram que tanto a
participacao das efrinas, quanto a atividade elétrica sao fundamentais
a organizacao da topografia de estruturas centrais, de tal forma que
em animais nocaute triplo para efrinas A2/A3/A5 observa-se severa
alteracdo da topografia retinogeniculada e retinotectal. Entretanto
neste animais nocaute a topografia ndo é totalmente abolida. Contudo,
camundongos nocaute para a subunidade beta 2 dos receptores
nicotinicos de acetilcolina associada a mutagdo das efrinas-As,
apresentam defeitos na formacao desses mapas topograficos, com um
severa alteracao nas projecoes retinotectais (Pfeiffenberger et al.,
2006). Esses dados sugerem que efrinas e atividade elétrica atuem
conjuntamente para favorecer o estabelecimento de mapas

topograficos.
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1.3) PERIODO CRITICO E PLASTICIDADE

O periodo da maturacao funcional dos circuitos neurais envolve a
correcao de erros, e este processo, em geral, requer a atividade neural
(Cynader et al., 1990; Shatz, 1992a; Ruthazer & Cline, 2004;
Chandrasekaran et al., 2005; Mrsic-Flogel et al., 2005;
Chandrasekaran et al., 2007). Durante processos de maturacao dos
sistemas sensoriais a estimulagao visual aumenta a estabilizacao das
arvores axonais e dendriticas que contenham mais sinapses ativas, ao
passo que as sinapses inativas sao desestabilizadas e eventualmente
eliminadas (Horng & Sur, 2006).

Dados sugerem um modelo em que sinaptogénese e maturagao
sinaptica influenciam o crescimento de ax6nios pela estimulacdo da
formacao e extensao de novos ramos e pela seletiva estabilizacao dos
mesmos (Cohen-Cory, 2002; Meyer & Smith, 2006; Ruthazer et al.,
2006). O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é um dos
fatores envolvidos nesses processos e tem sido relacionado a
modulacdo do sitio pré-sinaptico e a estabilizacdo da arborizacdo
axonal (Hu et al., 2005; Sanchez et al., 2006).

O desenvolvimento de conexdes evolui durante uma janela
temporal caracteristica de cada espécie, o chamado periodo critico

(Hensch, 2004). Durante este periodo, observa-se uma extensa
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reorganizacao das projecoes centrais, caracterizada por modificacoes
plasticas dos axonios visuais semelhantes aquelas observadas em
resposta a lesdes, modificacdes do ambiente, alteracdes no padrao de
atividade elétrica, ativacao de sistemas de neurotransmissores e/ou
mensageiros retrégrados (Constantine-Paton, 1990; Bastos et al.,
1999; Campello-Costa et al., 2000; Serfaty et al., 2005; Campello-
Costa et al., 2006).

A modulagdo da plasticidade do desenvolvimento estd
intimamente relacionada a formacao de espiculas dendriticas (Hering &
Sheng, 2001; Kasai et al., 2003; Ruthazer et al., 2003). Dados
recentes da literatura mostram que a formacdao de espiculas em
dendritos apicais no cértex visual em desenvolvimento é dependente
da acdo do ativador tecidual de plasminogénio (tPA) dentro do periodo
critico do desenvolvimento (Mataga et al., 2002; Mataga et al., 2004).
Além disso, outros dados demonstram que o tPA também estd
envolvido em eventos de aprendizado e memoria no cerebelo (Seeds
et al., 2003), no estriado e hipocampo (Pawlak et al., 2002). O tPA
ainda é capaz de induzir a ativacdo de metaloproteases e desta forma
participar de processos de desenvolvimento e plasticidade (Dzwonek et
al., 2004).

Fendomenos de plasticidade uso-dependente utilizam receptores

N-metil- D-aspartato (NMDA) para o glutamato (Bliss & Collingridge,
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1993; Katz & Shatz, 1996; Shatz, 1996). A ativacao destes receptores
produz um influxo de cdlcio (Ca®*) nas espiculas dendriticas pds-
sinapticas o que consolida e fortalece os aferentes com atividade
temporal relacionada. Por outro lado, a variagao na concentracdo poés-
sindptica de Ca’* também dispara um processo que enfraquece e
eventualmente desconecta os aferentes cujo padrao temporal de
atividade nao seja correlacionado com a célula pds-sinaptica (Katz &
Shatz, 1996; Zhang et al., 1998; Murphy, 2003), corroborando a
teoria hebbiana (Hebb, 1949). Esses mecanismos estao intimamente
relacionados aos fendmenos de potenciacdo de longa duracao (LTP) e
depressdo de longa duracdo (LTD), observados nos fenbmenos de
aprendizado e meméria (Mu & Poo, 2006).

Um mecanismo essencial para a expressao de muitas formas de
LTP e LTD depende da insercao de receptores a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionato (AMPA) para o glutamato na membrana
pos-sinaptica (Malinow & Malenka, 2002; Malenka, 2003). Outras
evidéncias apontam que a proteina de densidade pos-sinaptica de 95
kDa (PSD-95), uma ancoradora de receptores AMPA, interfere com
estabilizacdao sinaptica e estrutura das espiculas dendriticas (Ehrlich &

Malinow, 2004; Ehrlich et al., 2007).
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Dados sugerem uma correlacao entre a LTD e a eliminacao de
sinapses transitorias no coliculo superior (Lo & Mize, 2000) e
neocértex (Malenka, 1994). Dados recentes mostram que a abertura
dos olhos e o inicio da estimulacdo visual sdo necessarios ao ajuste
fino das conexdes visuais (Lu & Constantine-Paton, 2004). Lu &
Constantine- Paton (2004) demonstraram que a estimulagao sensorial
visual que ocorre durante o periodo de abertura dos olhos coincide
com a maturacdo das subunidades do receptor NMDA. Num periodo
precoce, que sucede a abertura dos olhos, e logo 6 horas apds este
evento, ha a deteccdo de correntes mediadas por receptores NMDA
que contenham a subunidade NR2B, bem como a ativacao de sinapses
silenciosas. Apds as primeiras 24 horas que sucedem a abertura dos
olhos ha a inducdo da troca das subunidades deste receptor, que muda
de NR2B para NR2A. Esta mudanca reflete a potenciacao sinaptica que
ocorre neste periodo e reforca o processo de refinamento destas
conexdes em seus alvos apropriados (Lu & Constantine-Paton, 2004).

A plasticidade nao se limita aos periodos precoces do
desenvolvimento, embora seja mais evidente nesses estagios.
Trabalhos recentes indicam que a experiéncia prévia aumenta a
plasticidade no coértex visual. Isso acontece em casos de privacao
monocular (PM), procedimento que induz uma mudanca nas colunas

de dominancia ocular (CDO) a favor do olho aberto, resultando em
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alteracdes na conectividade cortical (Crowley & Katz, 2000, 2002).
Hofer e colaboradores (2006) mostraram recentemente que ratos
submetidos a privacdo monocular dentro do periodo critico do
desenvolvimento apresentavam modificacdes no padrao de
conectividade das CDO. Estes animais quando re-submetidos a
privacao monocular na vida adulta respondiam com grande
reorganizacao, sugerindo que PM prévia facilita a plasticidade em
adultos (Hofer et al., 2006).

Muitos processos podem estar relacionados a modificagoes
resultantes da privacdo monocular, entre eles a atividade proteolitica
do tPA que induz alteracbes nas espiculas dendriticas das areas
corticais relacionadas as CDO (Mataga et al., 2004). Adicionalmente, a
ativacdao de genes imediatos em Aareas corticais requer experiéncia
sensorial e induz o aumento de eficacia de sinapses, antes inativas

(Wang et al., 2006).
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1.4) UMA VISAO GERAL SOBRE A MATRIZ EXTRACELULAR

(MEC)

O papel das moléculas da matriz extracelular foi inicialmente
descrito no sistema imunoldgico, onde participam de uma série de
eventos bioldgicos que incluem desde a diferenciacao, adesdo celular,
até processos de migracao de células do sistema vascular para o
interior dos sitios de inflamagdao. A matriz extracelular influencia
diretamente o comportamento de células migratoérias e funciona ainda
como um reservatoério de fatores, tais como fatores de crescimento,
citocinas, proteases e seus inibidores, que por sua vez podem
influenciar a resposta inflamatéria (Vaday & Lider, 2000; Vaday et al.,
2001; Parks et al., 2004).

Células do sistema imune, como os leucdcitos, secretam
citocinas, quimiocinas e enzimas de degradacdao que afetam o
comportamento da MEC, exercendo assim efeito modulatério sobre a
inflamacdo (Vaday & Lider, 2000). Evidéncias sugerem que varios
hormoénios possam produzir um aumento da expressdo de ligantes e
receptores de matriz extracelular, determinando uma ligagdao entre o
sistema imune e o eixo neuro-enddcrino (Savino et al., 1999; Savino &

Dardenne, 2000).
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A relacdo existente entre moléculas do sistema imunoldgico e o
sistema nervoso central tem sido cada vez mais evidente, uma vez
que dados recentes da literatura indicam que neurbnios expressam
moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC) in vivo e que
este fato tem intima relacdo, ndo s6 com a capacidade imunoldgica do
sistema nervoso central, mas também com o préprio desenvolvimento
do cérebro, incluindo a diferenciagdao neuronal e a plasticidade neural,
(Boulanger & Shatz, 2004).

No sistema nervoso central moléculas da matriz extracelular sao
secretadas por neurbnios e pela glia, e se acumulam no espago
extracelular ou permanecem associadas a membrana celular a fim de
regular diversos processos pré e pds-sinapticos (Ethell & Ethell, 2007).
Grupos organizados de células sdo envoltos por moléculas da matriz
extracelular (MEC), tais como colagenos, proteoglicanos e
glicoproteinas, formando um arcabougo para os variados tipos
celulares. Moléculas da MEC ndo somente interagem entre si como
também ativam vias de sinalizacao intracelulares, que coordenam
proliferacdo, migracao e diferenciacdao celular. Participam ainda da
plasticidade neural durante o desenvolvimento, da regeneragao do
sistema nervoso, e de processos fisioldgicos de plasticidade sinaptica

que compartilham mecanismos celulares e moleculares similares aos
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descritos nos fendmenos de aprendizado e memodria (Dityatev &
Schachner, 2003; Dityatev et al., 2006; Dityatev & Schachner, 2006).

A matriz extracelular esta envolvida, assim como as moléculas
de membrana celular, fatores tropicos e tréficos, campos elétricos e
atividade neural, nos processos que permeiam o desenvolvimento do
sistema nervoso dos vertebrados, onde o axonio de cada neurbnio de
cada neurdnio precisa encontrar o seu trajeto especifico para um alvo
final onde a formacgao sinaptica ocorrera (Letourneau et al., 1994;
Yamagata et al., 1995; Yamagata & Sanes, 1995; Anton et al., 1999;
Skaper et al., 2001; Hynds & Snow, 2002; Gaillard et al., 2005; Wen
& Zheng, 2006).

Evidéncias sugerem que uma das maiores classes de moléculas
que possuem atividade promotora do crescimento de neuritos sao as
constituintes da MEC (Sakaguchi & Radke, 1996; Akins & Biederer,
2006). As fungdes das moléculas da matriz extracelular no
desenvolvimento do SNC vém sendo identificadas a medida que
estudos demonstram que moléculas da MEC, tais como o sulfato de
condroitina, participam da formacao de redes peri-neuronais. Ensaios
feitos em culturas tratadas com condroitinase (ABC) induzem uma
reducdo evidente dos componentes dessas redes. E ainda a remocgao
das redes peri-neuronais nao afeta somente a distribuicao de contatos

inibitérios peri-somaticos, mas também aumenta a excitabilidade de
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interneurdnios em cultura, implicando que moléculas da MEC estejam
envolvidas na regulacao da atividade neuronal (Dityatev et al., 2007).
Outros dados indicam que o sulfato de condroitina impede a
recuperacao de areas denervadas por lesdo. O tratamento com
condroitinase possibilita a inducdo de modificacbes anatdomicas
caracterizadas por uma ocupagao de terminacdes em areas
previamente denervadas (Massey et al., 2006).

Outra molécula de matriz extracelular bastante associada ao
desenvolvimento do cérebro é a trombospondina, que tem sido
relacionada a processos de sinaptogénese no SNC. E secretada por
astréocitos e induz a formacao de sinapses funcionais ao longo do
desenvolvimento tanto no cértex cerebral quanto no coliculo superior
em desenvolvimento (Christopherson et al., 2005). Além disso,
participa de processos de plasticidade em resposta a lesao, mostrando
que moléculas da MEC participam tanto de processos de
desenvolvimento quanto de eventos de plasticidade induzida por lesao
(Tran & Neary, 2006).

Entre as moléculas da MEC envolvidas em processos fisioldgicos
neuronais pode-se destacar ainda o papel da laminina, integrinas,
reelina, proteoglicanas ligadas a heparan sulfato, e mais
recentemente, as metaloproteases (Nakagami et al., 2000; Sternlicht

& Werb, 2001; Johnson et al., 2006; Qiu et al., 2006; Shi & Ethell,
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2006; Van Vactor et al., 2006; Gonthier et al., 2007; Qiu & Weeber,
2007).

As interacdes celulares mais bem estudadas envolvendo a MEC
no SNC sdo de natureza adesiva, mediadas pela ligacao entre
moléculas de superficie celular especificas e dominios de ligagcdo dos
componentes da MEC. A adesao célula- substrato também é necessaria
para a morfogénese neural, em processos como migracao de
precursores neurais e na extensao das extremidades dos cones de
crescimento e dendritos {Sternlicht, 2001 #14206; Mott, 2004
#14628%}.

Dados da literatura sugerem que moéleculas que medeiam
interagbes célula-MEC exercem seus efeitos através de vias de
segundos mensageiros, como o Ca’*, proteinas cinases, fosfatos de
inositol, entre outras. Essas interagdes geram os sinais que regulam
diretamente a polimerizacdo dos componentes do citoesqueleto e a
associacao do citoesqueleto com a membrana celular, produzindo
extensdo-adesdo de lamelipddio e filopdodio, fendomeno que gera forca
mecanica para o crescimento neuritico. Esses sinais podem também
agir ao nivel nuclear para alterar a expressao génica de proteinas
envolvidas na migragdao neuronal e morfogénese (Figura 3) (Gaillard et

al., 2005; Wen & Zheng, 2006).
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Além disso, moléculas da matriz extracelular tém sido
relacionadas ao desenvolvimento e plasticidade (Mataga et al., 2002;
Berardi et al., 2004; Mataga et al., 2004; Oray et al., 2004). Esses
achados correlacionam diretamente a MEC a eventos de plasticidade

sinaptica.
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Figura 3: Esquema ilustrando a complexa sinalizagao que controla a resposta
de um cone de crescimento a pistas de orientagdo a sua migracdo. Notar as
interacdes com a matriz extracelular mediadas por receptores de membrana
celular (integrinas- em lilas) que sinalizam com proteinas intracelulares que
controlam a polimerizagdo do citoesqueleto. Observar ainda as vias de
sinalizacdo que induzem a fosforilacdo ou defosforilacgdo de proteinas
intracelulares, o equilibrio entre esses dois eventos induz a estabilizacdao ou
desestabilizagao do neurito. Modificado de Wen & Zheng, 2006.
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1.5) METALOPROTEASES

1.5.1) ASPECTOS GERAIS

Metaloproteases (MMPs) sdo enzimas proteoliticas dependentes
de zinco que degradam a maior parte das moléculas da matriz
extracelular, possibilitando a inativacdo de moléculas inibitérias ao
crescimento axonal, e participam ainda da regeneracao induzida por
lesao no sistema nervoso central (Sternlicht & Werb, 2001; Kaczmarek
et al.,, 2002; Yong, 2005; Ethell & Ethell, 2007). A primeira
identificacao de metaloproteases foi descrita em 1962 em estudos que
apontavam a atividade de uma enzima que funcionava em pH neutro e
que induzia a clivagem do coldgeno a fim de possibilitar a remodelacao
de tecidos (Gross & Lapiere, 1962). Posteriormente, outras MMPs
foram identificadas e apresentaram a capacidade de degradar todos os
componentes da MEC, cada uma de acordo com seu substrato
especifico (Sternlicht & Werb, 2001; Mott & Werb, 2004).

A participacdo de MMPs é bem descrita em processos fisioldgicos
de angiogénese, implantacdo do blastocisto, ovulacdo, remodelacdo de
feridas, metastase e invasao tumoral (Wright & Harding, 2004).
Metaloproteases tém sido relacionadas a outras importantes funcgoes

neurofisiolégicas que incluem direcionamento axonal, remodelamento
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sinaptico, e fen6bmenos de potenciacdo de longa duracao (LTP)
(Webber et al., 2002; McFarlane, 2003; Hehr et al., 2005; Meighan et
al., 2006; Nagy et al., 2006; Bozdagi et al., 2007). Szklarczyk e
colaboradores (2002) sugerem que o mMRNA da MMP-9 tem localizacao
dendritica, o que fortalece a idéia de que moléculas da MEC
contribuam para o ajuste das conexdes neurais (Szklarczyk et al.,
2002).

A superfamilia das metaloproteases inclui as MMPs e as
desintegrinas da familia das Adams (uma desintegrina e
metaloprotease). Até o momento 28 isoformas de metaloproteases de
mamiferos ja foram descritas, as MMPs de 1 a 28, dentre as quais
somente 24 tém seu substrato especifico identificado, 23 dessas
isoformas ja foram descritas em ratos (Parks et al., 2004; Yong, 2005;
Ethell & Ethell, 2007). Os diferentes dominios das MMPs permitem que
elas sejam subclassificadas em outras categorias como se pode ver na
Figura 4. Das isoformas descritas em mamiferos apenas seis sdo
associadas a membrana (MT-MMP) por um dominio transmembrana ou
por uma ancora de glicosil fosfatidil inositol (GPI), ja a maior parte das
MMPs sdo secretadas (Parks et al., 2004; Yong, 2005; Ethell & Ethell,

2007).
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Figura 4: Subdivisdo das metaloproteases baseada nos diferentes dominios.
Pode ser observada na figura a nomenclatura usual para cada MMP. Pro (pro6-
dominio); SH (grupo cisteina-tiol); catalytic (dominio catalitico); Zn (zinco-
no dominio catalitico); hinge (dobradica); hemopexin (dominio hemopexina);
FN type II (insercOes da fibronectina tipo II); furin (sitios de clivagem
suscetiveis a furina); TM (dominio transmembrana); C (cauda
citoplasmatica); GPI (ligante de glicosil fosfatidil inositol); MT-MMP (tipo
associado a membrana). Os pesos moleculares variam de 28 kDa da MMP-7
até 92 kDa da MMP-9 humana (nas pré-enzimas). Retirado de Ethell & Ethell,
2007.
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As MMPs possuem trés dominios estruturalmente bem
preservados: (1) dominio catalitico, responsavel pela hidrélise do
substrato; (2) dominio amino-terminal, também conhecido como pré-
peptideo, composto por aproximadamente 80 aminoacidos,
responsavel pelo estado de laténcia das enzimas e (3) dominio
carboxi-terminal ou dominio hemopexina, ainda de funcdo nao
totalmente conhecida mas que parece contribuir para a especificidade
ao substrato (Ethell & Ethell, 2007).

MMPs podem estar associadas a membrana celular com o
objetivo de melhorar a eficacia da protedlise pela sinalizacdo através
das MT-MMPs, moléculas de adesdo celular, proteoglicanos de
superficie celular e integrinas. Acredita-se que MMPs pericelulares
sejam os mediadores fisioldogicos da degradacao e do turnover de
todas as moléculas da MEC. Desta maneira, peptideos liberados pela
protedlise parcial dessas moléculas poderiam regular a atividade
celular. Fatores de crescimento, receptores e moléculas de adesdo
celular também sdo substrato para MMPs (Figura 5) (Mott & Werb,
2004). De fato, Lee e colaboradores demonstraram que pré-formas de
BDNF e NGF sao clivadas e ativadas pelas MMPs -3 e -7 (Lee et al.,
2001); formas ativas das MMPs- 2, -3, -7, e particularmente a -9,
podem induzir a ativacdao de TrkB em neurdnios corticais cultivados

(Vogt et al., 2000). O pro-TNF-alfa também é alvo de varias MMPs,
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apods a ativacao pelas MMPs e liberacao deste no cérebro, o TNF-alfa
tem importantes efeitos na atividade sinaptica (Sternlicht & Werb,

2001).



46

1.5.2) REGULACAO DA ATIVIDADE METALOPROTEASE

MMPs sao mantidas nos tecidos sob a forma de zimdgenos
inativos, denominados pré-MMPs. A atividade das MMPs é altamente
regulada através de basicamente trés mecanismos: (1) regulacdao da
transcricdo génica (ja que muitas MMPs sdao expressas somente apos
ativacao celular ou estimulacdao), (2) regulacdo da atividade pro-
enzima (uma vez que sdo secretadas como zimdgenos necessitam de
processamento para expor o sitio catalitico) e (3) através da
inativacdo pelas TIMPS (seus inibidores fisioldgicos) (Figura 5). Ja
foram descritas 4 TIMPs, de 1-4, além da a- 2 macroglobulina sérica,
que é responsavel pela inibicdo das metaloproteases no sangue e no
sistema linfatico (Crocker et al., 2004; Parks et al., 2004). As TIMPs -
1, -2 e -4 sao proteinas secretadas, ao passo que a TIMP -3 esta
associada a MEC através da conjugacdo a glicosaminoglicanos
sulfatados (Yu et al., 2000; Crocker et al., 2004), para melhor
compreensdo ver Quadro 1. O desequilibrio entre a atividade MMPs/
TIMP resulta em processos patoldgicos tais como oncogénese, assim
como a protedlise excessiva resulta em varias patologias cerebrais
(Crocker et al., 2004; Yong, 2005).

Dentre outros mecanismos adicionais que regulam a atividade

metaloprotease, pode-se citar a internalizagdao, e ainda modificagoes
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pos-translacionais (glicosilacdo, por exemplo), estoque de MMPs em
granulos de neutréfilos, compartimentalizacdo e disponibilidade de

substratos.
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Figura 5: Multiplos alvos das MMPs nas sinapses. Representacdo esquematica
de uma sinapse excitatéria (vermelho), espicula dendritica pds-sinaptica
(verde), rede peri-neuronal (mesclado verde e amarelo), astrocitos
apresentando terminacdao peri-sinaptica (cinza), prolongamento de um
oligodendrocito mielinizante (branco). Podemos observar no canto esquerdo
acima uma pré-MMP sendo ativada por troca de um residuo cisteina que
libera o pro-dominio e expde o sitio catalitico da MMP. Ja no canto direito
acima, observa-se o complexo inativo TIMP-MMP, que ao se desligar torna a
MMP ativa. As moléculas de sinalizacdo sindptica que podem ser reguladas
pelas MMPs, incluem: caderinas, BDNF/TrkB, efrinas/Ephs,
laminina/integrinas, que podem modificar a atividade do receptor NMDA.
MMPs também induzem ativacao e liberacdo de TNF-alfa. Astrécitos secretam
trombospondina que inibe a ativacao de MMP-2 e MMP-9 g, ainda, aumentam
a densidade sindptica. Retirado de Ethell & Ethell, 2007.
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Quadro 1: Mostra as caracteristicas das TIMPs identificadas em mamiferos.
(Modificado de Crocker et al, 2004).
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1.5.3) PAPEL DAS MMPs NO DESENVOLVIMENTO,

PLASTICIDADE E REGENERACAO DO SNC

A literatura aponta para o papel das MMPs e TIMPs no SNC
durante o seu desenvolvimento, bem como durante processos de
plasticidade sinaptica. Vaillant e colaboradores (1999) demonstraram
gue o padrao de expressao de MMPs, bem como de seus inibidores no
cerebelo do rato durante o desenvolvimento pds-natal, sao
fundamentais a formacao dessa estrutura (Vaillant et al., 1999). Estes
autores mostraram ainda, que a deficiéncia de MMP-9 produz
alteragbes importantes no crescimento de axdnios e no processo de
migracao, interferindo de maneira significativa no desenvolvimento do
cerebelo (Vaillant et al., 2003).

Outros grupos demonstraram que a inibicao da atividade
proteolitica das MMPs, durante processos de migragao celular, culmina
na inadequada orientacdo dos axbnios das células ganglionares da
retina na direcdo do seu territério alvo. Isso ocorre de tal forma que a
inibicdo dessas moléculas altera os pontos de decisdo da rota que
estes axO6nios devem seguir ao longo das vias Opticas (Webber et al.,
2002; Hehr et al., 2005). Mais recentemente Gonthier e colaboradores
mostraram que metaloproteases participam do desenvolvimento do

cortex cerebral através da interacdo com as semaforinas (Gonthier et
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al., 2007). Esses dados em conjunto, corroboram a idéia que as MMPs
sao fundamentais aos processos de desenvolvimento do SNC.

Outras evidéncias indicam a participacdo dessas moléculas no
processo de estabilizacdo sinaptica, como na potenciacdo de longa
duragcao (LTP) no hipocampo, de tal forma que a inibicao das
metaloproteases abole a formacao da fase tardia da LTP (L-LTP), tanto
em animais jovens quanto em adultos (Nagy et al., 2006). Outros
estudos confirmam que a inducao de potenciacao de longa duragao no
hipocampo é dependente da atividade metaloprotease relacionada a
atividade do receptor NMDA (Bozdagi et al., 2007). Meighan e
colaboradores apontam evidéncias que os mRNAs das MMP-3 e -9 sao
induzidos no hipocampo durante o aprendizado, e que a indugao
dessas proteinas pode ser parcialmente blogueada pelo blogueio de
receptores NMDA (Meighan et al., 2006). Esses dados em conjunto
indicam que periodos de aquisicdo e retencao de memodria de novas
informacdes requerem a remodelagem da MEC.

Bilousova e colaboradores (2006) demonstraram que a MMP-7
pode romper a estabilidade das espiculas dendriticas maduras
resultando em modificagdes na morfologia destas e na organizagao do
citoesqueleto, de tal forma que a MMP-7 transforma rapida e
reversivelmente uma espicula madura em imatura, sendo estas

modificacdes mediadas pela ativacao de receptores NMDA (Bilousova
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et al., 2006). Monea e colaboradores (2006) identificaram a MT5-MMP
nas extremidades dos cones de crescimento dos neurbnios em
desenvolvimento bem como nas sinapses de neurdnios maduros, no
cerebelo e hipocampo de ratos, onde regulam a orientagcdo axonal e
remodelamento sinaptico através de protedlise de caderinas ou de
outras moléculas da MEC, bem como de moléculas de adesdo celular
(Monea et al., 2006).

Metaloproteases estdo envolvidas ndo s6 em eventos de
desenvolvimento e plasticidade sinaptica, mas também com processos
de regeneracao do sistema nervoso central e periférico (Figura 6)
(Power et al., 2003; Wells et al., 2003; Demestre et al., 2004; Ahmed
et al., 2005; Demestre et al., 2005). Apos lesdes no SNC a expressao
de MMPs é regulada de diversas formas. Uma delas é pela
interferéncia da Interleucina-1 (IL-1), que tem sua expressao
aumentada apos lesdbes. Em cultura ja foi identificado que a IL-1
aumenta a expressao de MMP-9, ja que a regido promotora de muitas
MMPs contém elementos de ligacdao para fatores de transcricao
regulados pela IL-1 (Gottschall & Deb, 1996; Vecil et al., 2000). A
aplicacao local de antagonistas de IL-1 reduziu a expressao de MMP-9.
Outros mecanismos de regulagao envolvem a regulagao da TIMP-1 que
também contém os elementos de regulacdo pelos fatores de

transcricao da IL-1 (Vecil et al.,, 2000). A figura 6 mostra a
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participacdo dessas moléculas em diferentes eventos do

desenvolvimento e da regeneracao.
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Figura 6: MMPs regulam eventos de desenvolvimento e regenerativos no
SNC. A célula representada em lilds mimetiza uma célula-tronco do sistema
nervoso, que prolifera (em verde) e migra e em seguida se diferencia em
neurénios ou em oligodendrécitos. MMPs regulam esses processos agindo
sobre diversas moléculas, que incluem fatores de crescimento, moléculas da

matriz extracelular, entre outros. Abreviaturas:

receptor do fator de

crescimento epidermal (EGFR), matriz extracelular (MEC). Retirado de Yong,

2005.
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1.6) PROJECOES RETINOTECTAIS COMO MODELO DE

PLASTICIDADE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A via retinotectal de vertebrados mamiferos e ndo-mamiferos tem
sido extensamente utilizada como modelo bioldgico para o estudo da
formacao de especificidade das conexdes neuronais e no estudo da
neuroplasticidade durante o desenvolvimento e apds lesdes do SNC
(Lund et al., 1980; Constantine-Paton et al., 1990; Ruthazer & Cline,
2004; Serfaty et al., 2005; Campello-Costa et al., 2006; Ruthazer et
al., 2006).

Em roedores, as projecdes da retina sofrem um progressivo
refinamento entre a primeira e a segunda semana pds-natal quando os
axonios retinianos apresentam um padrao morfolégico semelhante ao
de animais adultos (Land & Lund, 1979; Godement et al., 1984;
Jeffery, 1984; Serfaty & Linden, 1994; Itaya et al., 1995). Na Figura
7, é possivel observar, através da injecdao de um tracador anterdgrado,
a peroxidase de raiz forte (HRP), que as projecoes dos axoOnios
retinotectais ipsolaterais sofrem um processo de regressao seletiva
entre os dias pos-natal 0-10, onde sao identificados aglomerados de
marcagao terminal localizados em uma regidao profunda das camadas
visuais do coliculo superior (Land & Lund, 1979; Serfaty & Linden,

1994; Serfaty et al., 2005) (Figura 7).
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DPNO DPNO-10 DPN21

Figura 7: Fotomicrografias da projecdo retinotectal ipsolateral marcada
com HRP em microscopia de campo escuro mostrando o refinamento
laminar topografico dos axoénios retinianos (A). Em A (cortes em plano
coronal), animal em DPNO mostrando a inervacao ipsolateral que ocupa
toda a extensao dorsoventral (a) do coliculo superior. Em DPN3 a projecao
ipsolateral estd mais restrita a metade ventral do SGS (b). Em DPN5
aparecem o0s primeiros aglomerados de marcacao de HRP na regiao
ventral do SGS (c). Em DPN10 o padrao de marcacao é semelhante ao do
animal adulto caracterizado pela presenca de aglomerados de marcagao
terminal na borda ventral do SGS (d). Em B, esquema para facilitar a
compreensao do refinamento topografico observado no CS durante o
desenvolvimento. Adaptado de Serfaty & Linden, 1994.
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As camadas superficiais do CS sao um bom modelo de estudo do
desenvolvimento sinaptico pois sao faceis de identificar em qualquer
idade e apresentam padroes sinapticos elaborados que sdo
consistentes com os de animais adultos. Outra vantagem reside no
fato da maior parte do desenvolvimento do sistema visual do rato
ocorrer no periodo pds-natal tornando este modelo experimentalmente
acessivel em qualquer estagio da formagao sinaptica (Lund & Lund,
1972; Simon & O'Leary, 1992b).

Estudos anteriores mostraram plasticidade da projecao
retinotectal ipsolateral apds lesdes em porcdes restritas da retina
temporal em animais jovens e adultos. Estas lesbes induzem a
denervacdo localizada de um setor correspondente no coliculo superior
contralateral (Lund & Lund, 1976; Frost & Schneider, 1979; Serfaty &
Linden, 1991). Nestas condicdes, as projecoes ipsolaterais do olho
intacto apresentam respostas plasticas caracterizadas por uma
inervacdo andmala da superficie do coliculo (Bastos et al., 1999;
Campello-Costa et al., 2000; Serfaty et al., 2005).

Além disso, outros modelos de inducdao de plasticidade tém sido
bastante utilizados quando o objetivo é entender os mecanismos
celulares e moleculares que permeiam o comportamento de axodnios
apos uma lesdao. A enucleacdao monocular é capaz de induzir

brotamento e reorganizacdo de axOnios intactos, nao-lesados, da
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populacao ipsolateral no coliculo superior contralateral a lesdo (Land &
Lund, 1979; Lund et al., 1980). Estudo recente aponta que moléculas
da matriz extracelular e fatores troficos participem do brotamento de
axonios intactos apds denervacao do coliculo superior por enucleacdo

monocular (Tropea et al., 2003).
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2) OBJETIVOS

2.1) OBJETIVOS GERAIS

Estudar o papel das metaloproteases no sistema visual de ratos
Lister Hooded e 0s mecanismos celulares envolvidos no

desenvolvimento e na reorganizacao plastica dos axonios retinianos.

2.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a expressdao e a atividade enzimatica das
metaloproteases no coliculo superior de roedores ao longo do

desenvolvimento pds-natal.

e Examinar o papel das metaloproteases na reorganizacdo plastica
induzida por enucleacdao monocular em diferentes periodos do

desenvolvimento e da idade adulta.

e Investigar o papel das metaloproteases na formacao da topografia

retinotectal, utilizando bloqueador de MMPs.
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3) MATERIAIS E METODOS

Ratos Lister Hooded variando entre DPNO e DPN42 (DPN- dia
pos-natal) foram utilizados neste estudo em experimentos de
desenvolvimento e de plasticidade induzida por lesdao. Todos os
procedimentos com animais estdo de acordo com as normas do comité
de cuidados de animais do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.1) EXTRACAO DE PROTEINAS PARA WESTERN BLOTTING E

ZIMOGRAFIA

No DPNO, 10, 21 e 42, ratos Lister Hooded foram sacrificados pela
inalacdao de cloroférmio, decapitados e tiveram seus coliculos
superiores dissecados e extraidos para estudos do desenvolvimento
das conexdes retinotectais em condigcdes normais ou apods enucleacdo
monocular. Os coliculos superiores foram homogenizados em 100 pl de
tampao de homogenizacao (100 mM Tris HCI, pH 7,6; 200mM NacCl;
100 mM CaCl, , 1% Triton-X 100). Os homogenados foram
centrifugados a 15000 x g por 10 minutos a 4°C e os sobrenadantes

utilizados para andlise. Proteinas foram quantificadas utilizando o
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método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina sérica
bovina como padrao.

As amostras resultantes foram estocadas a -70°C para analise.
Cada amostra de 50 pg foi utilizada para investigacao por western
blotting e zimografia. As aliquotas submetidas a western blotting
receberam tampao de amostra com agente redutor (B-mercaptoetanol

a 5%) e foram fervidas por 5 minutos antes da utilizagao.

3.2) WESTERN BLOTTING

Amostras do coliculo superior foram separadas por SDS/PAGE
num gel de acrilamida 10% concentrado e transferidas para
membranas PVDF (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, USA). Apds
o bloqueio dos sitios inespecificos por 2 horas a temperatura ambiente
com 5% de leite Molico desnatado em Tampao tris, pH 7,6 contendo
0,1% Tween 20 (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, USA) (TBS-T),
as membranas foram incubadas durante uma pernoite a 4°C com
anticorpo contra metaloprotease-9 obtido em coelho (1:2000,
Calbiochem, San Diego, CA, USA). Os anticorpos primarios e
secundarios foram previamente diluidos em TBS-T e leite 5% antes de
sua utilizacdo. Apds lavagens com TBS-T as membranas foram entdo

incubadas com anticorpo secundario anti- IgG de coelho conjugado a
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HRP (1:3000, Amersham Biosciences) em TBS-T durante 2h a
temperatura ambiente e reveladas em hyperfilm (Amersham) usando
kit de quimioluminescéncia ECL plus (Amersham Biosciences) seguindo

as instrugdes do fornecedor.

3.3) ZIMOGRAFIA

Coliculos superiores de animais no DPNO, 10, 21 e 42 foram
homogenizados sem a inclusao de inibidores de proteases, e
processados como anteriormente descrito (em 3.1). As amostras
foram submetidas a zimografia em gel de acrilamida a 10% co-
polimerizado com 1% de gelatina. As amostras foram preparadas
utilizando tampao contendo SDS na auséncia de agente redutor. A
corrida teve duracao total de 2 horas, submetida inicialmente a
corrente constante de 15mA (por 1 hora) e posteriormente 20 mA (1
hora).

Apds a corrida, os géis foram lavados em tampado tris HCI 50 mM
pH 7,6 contendo 2,5% de triton X-100 por 1 hora, sob agitacao, para
renaturacdo das proteinas. Em seguida, os géis foram transferidos
para o tampao de lise tris HCI 50 mM pH 7,8 contendo 150 mM NaCl e
5 mM CaCl,, a 37°C, sob agitacdo. Os géis foram corados com azul

brilhante de comassie blue R-250 (Sigma) a 5% em 40% de etanol e
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10% de acido acético. Bandas de proteinas lisadas num fundo azul
foram visualizadas pela marcacdo com comassie blue. Os géis foram
entdao descorados e posteriormente escaneados usando o programa
Adobe Photoshop. A identificagdo das metaloproteases foi feita
baseada no peso molecular, considerando as formas ativas de cada
uma delas, MMP-9 (86 kDa) e MMP-2 (66 kDa), utilizando padrao de

peso molecular Bio-Rad.

3.4) DENSITOMETRIA

Western Blots e zimogramas foram analisados por densitometria
usando a analise de Gelplot macros no programa Scionlmage
Software, Version 4.03, (Scion Corporation, MD, USA) que mede a
densidade integrada de cada banda. Os dados em cada gel foram

comparados a um controle interno, considerado como 100%.
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3.5) GRUPOS DE LESAO

Ratos Lister Hooded no DPN10 foram anestesiados com uma
mistura éter/agua 1:1 e submetidos a enucleacao do olho esquerdo, e
mantidos no biotério a diferentes tempos de sobrevida pos-
enucleacdo. Os olhos foram expostos por meio de uma incisdo ao nivel
do sulco que define as bordas palpebrais. Com o auxilio de uma
tesoura de iridectomia a musculatura do olho foi seccionada e o olho
foi entdo removido. Apds a remocdo do globo ocular, um pedaco de gel
foam embebido em xilocaina 2% foi inserido na cavidade e as
palpebras seladas com gel de cianoacrilato. Todo o processo durava no
maximo 1 minuto.

Apds a recuperacao da anestesia, os animais eram devolvidos ao
biotério. Para detalhamento dos tempos de sobrevida pds- enucleacdo

ver Quadro 2.

IDADE TEMPO DE SOBREVIDA POS-ENUCLEACAO
DOS
ANIMAIS

DPN10 |3 horas 6 horas 12 horas |24 horas |48 horas |72 horas |96 horas

Quadro 2: Mostra os diferentes grupos experimentais pos-enucleagdo




65

3.6) CONFECCAO DO ELVAX COMO FONTE DE LIBERACAO DE

MACROMOLECULAS

O ELVAX é uma resina industrial composta de acetato de etileno
vinil (também conhecido como EVA) e uma de suas aplicagdes € a
possibilidade de usa-lo como fonte de liberacdo local de drogas e
macromoléculas em geral. Varios trabalhos ja o utilizaram no SNC,
especialmente para promover a liberacao de antagonistas de
receptores glutamatérgicos ou inibidores de cinases (Cline &
Constantine-Paton, 1990b, a; Jablonska et al., 1999; Colonnese et al.,
2003). Utilizamos este recurso para promover a liberagao
intracraniana dos inibidores das MMPs. Para isso, utilizamos a
adaptacao de um dos protocolos da liberacdo de macromoléculas via
ELVAX descritos por Smith e colaboradores (Smith et al., 1995)
detalhado a seguir.

Esferas de ELVAX foram lavadas com trocas didrias de alcool
etilico 95% durante 5 a 7 dias sob agitacao constante. Ao final deste
periodo os glébulos foram secos e posteriormente submetidos a
dissolugcao em diclorometano (100mg/ml) sob agitacdo durante 5 a 10
minutos. Apds a dissolucdo completa acrescentamos 10ul/ml da
respectiva droga que €é um inibidor de MMPs (250mg/ml ou

1000mg/ml de DM-43 diluido em PBS pH 7,3) ao ELVAX diluido que
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era, entao, homogeneizado em um agitador de tubos durante 1
minuto. Ao final desta etapa os tubos contendo a mistura
Elvax/Diclorometano/Droga foram rapidamente imersos em uma
mistura de gelo seco/acetona, por 30 minutos, para que houvesse o
congelamento e repolimerizacao do ELVAX.

Os cilindros de ELVAX, ja repolimerizados, foram entao transferidos
para um congelador a -4°C onde eram mantidos por pelo menos 5 dias
para permitir a evaporagao do diclorometano. Apds este periodo, as
amostras eram liofilizadas sob vacuo por uma pernoite a 4°C a fim de
garantir a remocgao do diclorometano e dgua. As amostras de ELVAX
eram, entdo, armazenadas em freezer a -20°C. Os cilindros de ELVAX
eram finalmente incluidos em meio de inclusdao (OCT) e cortados a
espessura de 120um em criostato. Os cortes de ELVAX permaneceram
a -20°C desde o momento da criomicrotomia até o momento do

implante nos animais.

3.7) DM-43

DM-43 é um inibidor de metaloproteases extraido e seqiienciado do

gamba Didelphis marsupialis, dai a sigla DM, e o 43 deve-se ao seu

peso molecular. DM-43 ¢é uma glicoproteina &cida, cujo ponto



67

isoelétrico € em torno de 3.5, e foi caracterizado por Perales e
colaboradores (Neves-Ferreira et al., 2002; Perales et al., 2005).

DM-43 apresenta capacidade de inibir as atividades letal,
hiperalgésica e edematogénica do veneno da Bothrops jararaca. A
inibicao ocorre via formacao de complexo nao-covalente, onde o
dominio metaloprotease das enzimas parece ter papel essencial a
interacdao com a DM-43, ja que em ensaios usando a jararagina-C, isto
é fragmentos da jararagina desprovidos do dominio metaloprotease,
nao foi observada interacao entre essas moléculas. Corroborando esta
hipotese foi visto que a DM-43 interage de maneira eficaz com a
botrolisina, enzima que sé possui o dominio metaloprotease. Analises
estequiométricas indicam que um monOomero de inibidor se liga a uma
molécula de metaloprotease (Neves-Ferreira et al., 2002).

A identificacao, sequenciamento e caracterizacao da DM-43,
mostra que esta molécula apresenta 37% de identidade com a alB-
glicoproteina, uma proteina plasmatica humana de funcdo
desconhecida. Possui trés dominios tipo-imunoglobulina homdlogos
aos dominios da alB-glicoproteina e ambas as proteinas pertencem a
superfamilia génica das imunoglobulinas (Neves-Ferreira et al., 2002).

Sabendo-se do potente papel inibidor da DM-43 sobre as

metaloproteases, neste trabalho investigamos o seu papel na inibigao
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das MMPs no coliculo superior de roedores nos experimentos de

implante subpial de Elvax.

3.8) IMPLANTE SUBPIAL DE ELVAX

Para a realizacao da cirurgia de implante de ELVAX os animais
foram previamente anestesiados em solugdo de éter e agua destilada,
na proporcdo de 1:1, associada a indugdao de hipotermia no intuito de
manté-los mais tempo sob anestesia. Todo o procedimento cirurgico
nao durou mais do que 5 minutos e foi realizado com o animal
repousado sobre uma placa fria.

Com o auxilio de ldamina de bisturi de ponta fina (n° 11) foi feita
uma abertura longitudinal da pele da cabeca seguida de uma
craniotomia usando a sutura coronal como ponto de incisao. Desta
forma, uma pequena janela foi aberta, expondo a superficie do
mesencéfalo ja que em DPNO os coliculos superiores ainda ndo foram
recobertos pelo cértex. Uma fatia de ELVAX, contendo veiculo (PBS,
pH 7,3) ou DM-43 (250 ou 1000 mg/ml), foi entao implantada sobre
os coliculos superiores e deslizada em direcao frontal, sob o cortex.
Apds o fechamento da janela éssea e fechamento da pele com gel de

cianoacrilato, os animais foram colocados em uma camara aquecida
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em banho-maria, a 37°C, por 30 minutos, e retornavam ao biotério

ap6s a completa recuperacdo da anestesia.

3.9) UTILIZACAO DE TRACADOR

Utilizamos a peroxidase da raiz forte (HRP tipo VI- Sigma) como
tragador neuroanatémico. Este € um tracador comumente empregado
para o estudo das projecoes visuais. Neste procedimento, a peroxidase
é transportada de forma anterdgrada pelos axOnios das células
ganglionares da retina até os nucleos visuais mesencefdlicos. Os
animais de todos o0s grupos experimentais foram anestesiados em uma
solucao de éter e dgua destilada na proporcdo de 1:1. Apds anestesia,
foi feita uma pequena incisdao no limbo do olho direito com auxilio de
uma lamina de bisturi # 11. Através desta incisdo, foi introduzida a
ponta de uma microseringa Hamilton® contendo 4,5ul de uma solugdo
de HRP 30%, DMSO 2% em NaCl 0,9%. Cerca de 18h apds a injecdo o
tracador atinge o coliculo superior. Assim, apds 24h, os animais foram
sacrificados pela inalagao de cloroférmio e submetidos a perfusao com

solucoes fixadoras de aldeidos.
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3.10) PERFUSAO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Apds serem sacrificados os animais foram submetidos a perfusao
através do coracao com solugao salina contendo heparina (NaCl 0,9%
+ heparina 0,1%) durante 5 minutos e em seguida com solugao
fixadora de Karnowski (paraformaldeido 1% e glutaraldeido 2%
diluidos em tampao fosfato 0,1M, pH 7,4) durante 20 minutos.
Imediatamente apds a fixacdo os cérebros foram removidos e
transferidos para uma solugao crioprotetora de sacarose 20% em
tampao fosfato 0,1 M pH7,4 onde foram mantidos durante pelo menos
24h.

No grupo de animais submetidos ao implante de ELVAX
inspecionamos a presenca da fatia de ELVAX sobre o coliculo superior
no momento da remocgao do cérebro. Em todos os animais utilizados
neste estudo as fatias estavam dispostas corretamente sobre a
superficie dos coliculos. Tais fatias foram removidas antes dos
cérebros serem transferidos para a solucao crioprotetora.

Apds a crioprotecao os cérebros foram congelados em gelo seco
a uma temperatura de -70°C, durante 10 minutos, e entao,
transferidos e mantidos em freezer -70°C. Este material foi
encaminhado ao criostato e mantido a uma temperatura de -15°C

durante 45 minutos antes do inicio da criomicrotomia. Foram
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realizadas seccdes coronais de 40 uym e todos os cortes referentes ao

coliculo superior foram recolhidos.

3.11) HISTOQUIMICA PARA HRP

Os cortes foram recolhidos em tampao fosfato 0,1M pH 7,4 e
mantidos a 4°C durante 24h. Apds esse periodo foram lavados em 3
trocas de 30 segundos com agua milliQ e submetidos a reacao
histoquimica de acordo com o protocolo de Mesulam (Mesulam, 1978).
Os cortes contidos em cada cuba foram entdo pré-incubados em uma
solucdo com 10ml de tampao acetato 0,2M pH 3,3, 185ml de agua
milliQ, 180mg de  nitroprussiato de sédio e 10mg de
tetrametilbenzidina dissolvidos em 2ml de a&lcool absoluto por 20
minutos. Apds este periodo, acrescentou-se 40ul de perdéxido de
hidrogénio a 30% diluidos em 4ml de agua milliQ por mais 20 minutos.
A seguir os cortes foram lavados por 1h em 6 trocas de tampao
acetato 0,05M, pH 3,3, e montados em laminas previamente
gelatinizadas. As mesmas foram entao mantidas ao ar livre durante a
secagem por uma pernoite. Apds este periodo, as laminas foram
desidratadas em etanol durante 5 segundos, clarificadas em duas
trocas de xilol durante 10 minutos e montadas com laminulas

utilizando Entelan (Merk) como meio de montagem.
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3.12) ANALISE DAS AMOSTRAS

Analisamos o padrao de distribuicdo de axoOnios retinotectais
ipsolaterais durante o desenvolvimento normal. Utilizamos neste
estudo material proveniente de animais que apresentavam um padrao
de marcagao com as seguintes caracteristicas:

e Marcacdao homogénea no coliculo contralateral. Este parametro
demonstra a distribuicdo homogénea de tracador apds a injecao
intraocular;

e Pouco background na reacao histoquimica, o que revela a auséncia
de marcagao inespecifica;

e Visualizacdo de fibras e campos terminais no stratum griseum
superficiale (SGS) ipsolateral a injecao do tragador;

O material observado foi analisado e fotografado em microscopia de
campo escuro. As imagens foram digitalizadas através de camera
digital Sound Vision acoplada a um microscépio 6ptico Zeiss. Todas as
imagens foram gravadas no computador com a definicdo maxima em
formato TIFF. Apds digitalizacao, utilizamos o programa Scion Image

versao beta 4.0.2 para quantificacao dos dados obtidos.
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3.13) QUANTIFICACAO DE AGLOMERADOS DE MARCACAO
TERMINAL E DE FIBRAS ESPARSAS IPSOLATERAIS NAS

CAMADAS VISUAIS DO CS

O programa Scion Image foi utilizado para a quantificacdao da
distribuicao de fibras e terminais nos grupos de animais tratados com
inibidor da metaloprotease (DM-43), e animais tratados com veiculo
(PBS).

Este programa foi configurado para atribuir, a pixels, valores de 0 a
255 com base na intensidade de marcacao de forma que O
corresponde a pixels negros e 255 aos pixels brancos. Desta forma,
procedemos a analise da densidade Optica das camadas superficiais do
CS, notadamente na metade ventral do stratum griseum superficiale,
incluindo a densidade Optica da marcacdo terminal e marcacdo de
fibras.

Para a aplicacao desta metodologia de quantificagao foram
utilizados cortes coronais sequenciais do terco anterior do CS (situados
entre 200 e 600um apds o inicio do coliculo), regido esta caracterizada

por ser o principal alvo das projecoes retinianas ipsolaterais.
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3.14) ANALISE ESTATISTICA

Os graficos foram confeccionados através do programa Graph
Pad Prism versdo 3.0 onde utilizamos como teste estatistico a analise
de variancia (One-way ANOVA) com pés-teste de Tukey para realizar a
comparacdo grupo a grupo entre trés ou mais grupos experimentais.
Utilizamos o teste t ndao- pareado para fazer a comparagcao simples
entre dois grupos no caso dos animais submetidos ao implante de
ELVAX. Consideramos como significativos valores com p<0,05. Nos
histogramas estdo representados a média e o erro padrao da média
(SEM). O numero de amostras de cada grupo experimental (n) esta

apresentado na legenda de cada gréafico.
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4) RESULTADOS

4.1) EXPRESSAO DA MMP-9 NO CS DE ROEDORES DURANTE O

DESENVOLVIMENTO

O desenvolvimento de axoOnios retinotectais é caracterizado por
um crescimento inicial de colaterais seguido de uma seletiva
eliminacdo de axbnios e terminais de regides topograficamente
inapropriadas. Simultaneamente, observa-se formacao de arvores
axonais ipsolaterais conectadas a regidao mais ventral do coliculo
superior, e de terminais contralaterais ocupando toda a regidao rostro-
caudal e dorso-ventral desta estrutura. A maior parte deste processo
de desenvolvimento ocorre nas duas primeiras semanas pds-natal e é
crucial para o desenvolvimento da topografia entre os axonios
retinianos e seus alvos pds-sinapticos (Serfaty & Linden, 1994).

Decidimos avaliar a expressdao da metaloprotease-9 (também
conhecida como gelatinase B, ou 92 kDa gelatinase/ colagenase tipo
IV) no coliculo superior em desenvolvimento, em homogenados das
camadas superficiais dessa estrutura. Utilizamos amostras de coliculos
superiores nos DPNO, 10, 21 e 42. Andlises, tanto das formas ativas e
da pré-enzima, foram identificadas no DPNO com uma subseqiente

diminuicdo no DPN10, um periodo que antecede a abertura dos olhos.
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A expressao de ambas as formas foi observada até o DPN42 (Figura

8).
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Figura 8: Western blotting para MMP-9 no CS de roedores, durante diferentes
estagios do desenvolvimento. Observar decaimento da expressao das duas
formas da MMP-9 durante o desenvolvimento (A). Quantificagdao das bandas
da pré-enzima (92 kD) e da MMP-9 ativa (86 kD) (n= 4 para todas as
idades). (B)- ***- p< 0.001. D.O (densidade ©ética; u.a (unidades

arbitrarias)).
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Estes resultados sugerem que durante o periodo critico do
desenvolvimento retinotectal, onde se observa um extenso
remodelamento sindptico que resulta na eliminacdo de axonios
transitérios e na elaboracdo de conexdes topograficamente
organizadas, observa-se uma grande expressao da MMP-9 tanto na
sua forma ativa quanto na de zimdgeno sugerindo um papel desta

molécula de matriz extracelular no desenvolvimento destas conexoes.

4.2) ANALISE ZIMOGRAFICA DA ATIVIDADE GELATINASE DA
METALOPROTEASE-9 NO COLICULO SUPERIOR EM

DESENVOLVIMENTO E NO ANIMAL ADULTO

Como detectamos a expressao precoce da MMP-9 (forma ativa e
pré-enzima) decidimos avaliar se esta proteina estaria ativa durante as
duas primeiras semanas pods-natal onde se observa maior
remodelamento dos axoénios retinotectais. A avaliacdo da atividade
gelatinase da MMP-9 no coliculo superior em desenvolvimento foi
identificada baseada no seu peso molecular (86 kDa). Zimogramas
indicam niveis elevados da atividade gelanolitica da MMP-9 nas duas
primeiras semanas pds-natais, sendo a atividade mais expressiva no

DPNO, seguido por uma significativa diminuicao da atividade
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metaloprotease-9 apds a terceira semana do desenvolvimento. A
atividade gelatinase é pouco detectavel no DPN42 (Figura 9).

Esses resultados sdo compativeis com o processo de formacao e
eliminacao de sinapses que se observa neste nucleo visual subcortical,
de tal forma que se identifica uma diminuicdo na atividade
metaloprotease nesta estrutura ao final do periodo critico (DPN21).

Portanto, nossos dados sugerem que ha ativacdo das MMPs durante
processos dinamicos que sdo parte da fungao sindptica normal, e que a
expressao da MMP-9 tanto na sua forma ativa quanto inativa, decai
durante o desenvolvimento, corroborando e estendendo os resultados

obtidos pelo western blotting.
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Figura 9- Deteccdo da atividade enzimatica da metaloprotease-9 durante
o desenvolvimento das projecoes retinotectais entre DPNO e DPN42. Para
cada estagio, 50 ug de proteina foi aplicado no gel de eletroforese. (A)
Bandas de atividade gelatinase (MMP-9) ao longo do desenvolvimento.
(B)- quantificacao da zimografia pelo programa Scion Image (n=4 para
todas as idades). DPN (dia pds-natal). *** representa p< 0.001; *
representa p< 0.05.
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4.3) EXPRESSAO E ATIVIDADE DA MMP-9 NAO SAO AFETADAS

PELA ATIVIDADE ELETRICA EVOCADA

O ajustamento de sintonia fina das conexdes visuais é observado
no periodo de abertura dos olhos, em funcdo do inicio da estimulacdo
visual. Dados da literatura mostram que a estimulagao visual que
ocorre durante o periodo de abertura dos olhos coincide com a
maturacao das subunidades do receptor NMDA. A troca das
subunidades desse receptor de NR2B para NR2A reflete a potenciacao
sinaptica que ocorre neste periodo que contribui para o refinamento
destas conexdes em seu alvo apropriado (Lu & Constantine-Paton,
2004).

Estudamos a atividade de MMP-9 no CS de roedores durante o
periodo de abertura dos olhos, a fim de detectar se seriamos capazes
de encontrar alteragdes na atividade desses zimdgenos durante esta
pequena janela do desenvolvimento, crucial a correta formagdao da
topografia retinotectal. Nossos resultados indicam que durante o
periodo de abertura dos olhos ndao se observa uma alteragdao na
expressao (Figura 10), ou na atividade (Figura 11) da MMP-9 no

coliculo superior em desenvolvimento.
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Figura 10: Deteccdo da expressao da MMP-9 durante o periodo de
abertura dos olhos- (A)- expressdao da metaloprotease-9 entre DPN12-14.
Para cada estagio, 50 ug de proteina foi aplicado no gel de eletroforese.
(B)- quantificacdo da expressao pelo programa Scion Image, n=4 para
todas as idades estudadas.



82

A)
DPN12 DPN13 DPN14
(B)
200-
‘© 1504
&
o
O 100
50

DPN12 DPN13 DPN14
Idade pds-natal

Figura 11: Detecgdo da atividade enzimatica da metaloprotease-9 durante
o periodo de abertura dos olhos, entre DPN12-14. Para cada estagio, 50
Mg de proteina foi aplicado no gel de eletroforese incorporado com
gelatina.(A) Bandas de atividade gelatinase (MMP-9) (B)- quantificacao
da zimografia pelo programa Scion Image, n=4 para todas as idades
estudadas.
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4.4) EFEITO DA ENUCLEACAO MONOCULAR SOBRE A
EXPRESSAO E ATIVIDADE ENZIMATICA DA MMP-9 NO CS DE

ROEDORES

A enucleacao monocular induz brotamento e reorganizacao de
axonios intactos da populacdo ipsolateral no coliculo superior
contralateral a lesao (Lund et al., 1973; Land & Lund, 1979).
Investigamos se a enucleacao monocular no DPN10, dentro do
periodo critico do desenvolvimento, seria capaz de modular a
expressao e a atividade da MMP-9 no CS denervado pela remogao
de aferentes do olho contralateral.

A fim de correlacionar a atividade enzimatica da MMP-9
observada durante o desenvolvimento normal com um papel no
remodelamento neural induzido por lesbdes, tragcamos um
experimento onde os animais sofreram uma enucleacao monocular
no DPN10, em seguida tiveram sobrevida de 3 a 96 horas pods-
lesdo. Os animais foram entdo sacrificados e tiveram seus coliculos
superiores removidos. Para cada animal, o coliculo ipsolateral a
enucleacao foi usado como controle (CS controle), ja que este
coliculo sofre uma denervacao minima provocada pela remocdo dos
aferentes ipsolaterais. Por outro lado o CS contralateral a

enucleagao sofre uma denervagao macica, capaz de induzir uma
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reorganizacao dos axonios da projecdao ipsolateral do olho
remanescente. Tanto os CS controle quanto os CS deaferentados
foram processados da mesma forma.

Os imunoblottings apontam para um aumento, discreto, porém
significativo, da expressao das formas ativas da MMP-9 seis horas
apos a lesdo. Os resultados mostram ainda niveis constantes até 96
horas pds-lesao tanto para as formas ativas quanto para as inativas

(Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Detecgao da expressao da metaloprotease-9 no CS de animais
gue sofreram o processo de enuclecdo monocular no DPN10 e tiveram até
96 horas de sobrevida. (A) géis representando os periodos pds-lesao de
3-24 horas de sobrevida, o gel de cima representa a forma inativa da
MMP-9 e o de baixo as formas ativas da MMP-9. (B) géis representando os
periodos pés-lesdo de 48-96 horas de sobrevida, a banda de cima
representa a forma inativa da MMP-9 e a de baixo as formas ativas da
MMP-9. Abreviaturas: C- controle interno da lesdo; E- coliculo denervado
pela enucleagao monocular.
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Figura 13: Quantificacao da expressao da metaloprotease-9 no CS de
animais que sofreram o processo de enuclecao monocular no DPN10 e
tiveram até 96 horas de sobrevida. (A) quantificacdo das formas ativas indica
que a enucleacdo monocular aumenta a expressao MMP-9, 6 horas pds-lesao
no coliculo deaferentado (E) quando comparado ao CS controle (C). (B)
quantificagdao das formas inativas indica que a enucleagcao monocular nao
altera a expressdo MMP-9 pds-lesdo no coliculo deaferentado (E) quando
comparado ao CS controle (C). n=6 para todas as idades.* representa p<

0.05.
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Zimogramas de coliculos superiores controle e denervados pela
lesdo apontam para um aumento da atividade metaloprotease-9
iniciando 24 horas apos a lesdo e atingindo um pico 96 horas pds-
lesdo (Figura 14). Este tempo de ativacao pos-lesao é compativel
com o descrito por Serfaty e colaboradores (2005) em animais
jovens onde se observou, apds lesdao de retina temporal
contralateral, uma rapida inducao de plasticidade com brotamento
das terminacdes axonais intactas dentro da area denervada pela
lesdo (Serfaty et al., 2005).

Este resultado sugere que a atividade da MMP-9 além de ser
regulada nas camadas visuais do CS ao longo do desenvolvimento,

pode ser modulada em modelos de plasticidade induzida por lesoes.
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Figura 14: Deteccao da atividade enzimatica da metaloprotease-9 no CS de
animais que sofreram o processo de enuclecao monocular no DPN10 e
tiveram até 96 horas de sobrevida. Observar que a enucleacdo monocular
aumenta a atividade MMP-9 24 horas pds-lesdao no coliculo deaferentado (E)
quando comparado ao CS controle (C). (A) Zimograma das amostras dos
coliculos de animais que sofreram o processo de enuclecdo monocular no
DPN10 e tiveram até 96 horas de sobrevida (B) quantificacdo da zimografia
pelo programa Scion Image, n=6 para todas as idades.

* representa p<0.01; **p< 0.01.
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4.5) INIBICAO DA ATIVIDADE METALOPROTEASE INDUZ
ALTERACOES NO PADRAO DE REFINAMENTO TOPOGRAFICO

RETINOTECTAL

Durante o desenvolvimento topografico das projecdes visuais
centrais, gradientes moleculares percebidos pelos receptores nos
cones de crescimento interagem com moléculas atrativas/repulsivas e
disparam cascatas de sinalizacao intracelular que culminam com
modificagdes na orientacao dos cones de crescimento e morfologia dos
mesmos. Trabalhos recentes correlacionam a atividade e expressao de
metaloproteases nestes processos que culminam com o0
desenvolvimento das vias visuais (McFarlane, 2003; Hehr et al.,
2005).

Baseados nestes estudos avaliamos o papel da inibicao das MMPs
na formagao da topografia retinotectal. Para tanto utilizamos o DM-43,
um inibidor de MMPs em implantes de Elvax, em idades precoces do
desenvolvimento, do DPNO ao DPN7, periodo onde ocorre a maior
parte da eliminacao de axo6nios transitérios.

A anadlise zimografica dos coliculos superiores de animais
tratados com DM-43, em comparacao com coliculos de animais
controle, mostraram uma inibicao da atividade gelatinase entre DPNO-

7, mostrando que a DM-43 foi liberada a partir do Elvax (Figura 15).



90

A)
PBS DM 250 DM 1000
mg/ml mg/ml
(B)

100+

**

D.O (u.a) (%6 do
controle)
al
2

PBS DM250 DM1000

Figura 15: Inibicdo da atividade MMP-9 no CS apéds o implante de Elvax
contendo DM-43 ou PBS. Em A observamos as bandas de zimografia e
em B a anadlise densitométrica da inibicao da atividade gelatinase in vivo.
n= 3, em 3 diferentes géis, para cada tratamento. ** representa
p<0,01.
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O estudo anterdgrado da distribuicdo de marcacao terminal apds
injecdes intraoculares de HRP mostrou, nos animais que receberam
implantes de Elvax contendo PBS (veiculo), um padrao homogéneo de
distribuicdo de aglomerados de marcacao terminal no eixo médio-
lateral do coliculo (Figura 16 A), caracteristico de animais normais
nesta fase do desenvolvimento (Serfaty & Linden, 1994). Por outro
lado, animais que receberam implantes contendo um inibidor de
metaloproteases (DM-43) apresentaram um padrao irregular de
distribuicdo da marcagao terminal ao longo do eixo médio-lateral do
coliculo. Nestes animais, os aglomerados de marcacdo apresentam
maior densidade na metade lateral e menor densidade na metade
medial do nucleo, caracterizando um padrdo assimétrico de
distribuicdo topografica (Figura 16 B). Estes dados sugerem, ainda,
que o bloqueio da atividade MMP esteja induzindo o amadurecimento
precoce dos aglomerados de terminais retinotectais, em regides
laterais do CS, o que poderia estar associado a uma redugao na
capacidade de crescimento/arborizacao ou aumento da repulsao
destes axbnios em regides mediais do coliculo.

Em outro grupo experimental, implantamos o Elvax contendo
veiculo ou DM-43 no DPN7 com sobrevida até o DPN14, periodo do
desenvolvimento onde a atividade elétrica espontdnea das células

ganglionares da retina estd associada a formacao de laminagdo nos
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nucleos visuais subcorticais. Nestes animais, nao encontramos
alteracbes topograficas significativas entre grupos controle e
experimentais, que apresentaram um padrao similar de distribuicao de
terminais retinotectais ipsolaterais (dados nao mostrados).

Em conjunto, os dados sugerem que as metaloproteases devem
ser importantes em um periodo precoce do desenvolvimento dessas
conexdes, onde a formacao do mapa topografico depende
exclusivamente de interagdes moleculares com o microambiente e

pistas repulsivas/atrativas
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Figura 16: Modificagdes neuroanatomicas induzidas por DM-43 (inibidor de
MMPs), na formacdao de algomerados no coliculo superior em
desenvolvimento. Marcacao terminal de HRP nos animais tratados com
veiculo (A) e com DM-43 (B), e a analise dos valores de densidade dptica
(C e D). Nos ratos tratados com PBS, os aglomerados de axonios (setas)
sao uniformemente distribuidos ao longo do eixo médio-lateral do CS.
Animais que receberam implantes de Elvax contendo DM-43 (1000 mg/ml)
mostram um padrdao assimétrico de formacao de aglomerados com uma
densidade aumentada na regiao lateral do CS (setas) e um padrao tipico
de fibras na regiao medial do CS (cabecas de setas). D, dorsal; L, lateral;
M, medial; V, ventral. Barra de calibragao: 200p.
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5) DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que durante o desenvolvimento das
vias retinotectais observa-se grande expressao e atividade da MMP-9,
sugerindo um papel desta protease durante fases de grande
reorganizagao plastica do SNC durante o desenvolvimento normal e
apos lesdes do SNC. Este estudo mostrou ainda que o bloqueio da
atividade MMP-9 durante o desenvolvimento resulta numa distorcao do
mapa topografico retinotectal ipsolateral. Portanto, os dados mostram
que a atividade metaloprotease é importante ndo s6 como elemento
permissivo para a reorganizacdo plastica, mas também exerce um

papel instrutivo na formacao de topografia no sistema visual.

5.1) PROTEOLISE DE MATRI1Z, REMODELAMENTO AXONAL E

SINAPTOGENESE

A protedlise da matriz extracelular é importante em processos de
plasticidade funcional e estrutural. Metaloproteases na sua forma
ativa, pode agir de duas maneiras: induzindo a uma clivagem de
moléculas da MEC, resultando no processamento e/ou liberacao dos
ligantes que sinalizam através de receptores de superficie celular, e
assim, disparando cascatas intracelulares de sinalizacao. A segunda

maneira seria a participacdo em processos fisioldgicos remodelando o
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microambiente pericelular via clivagem de moléculas de adesdao ou
componentes da matriz extracelular que mantém a citoarquitetura do
tecido (Sternlicht & Werb, 2001; Mott & Werb, 2004).

Evidéncias recentes apontam para o papel das metaloproteases
em varios estagios da sinaptdgenese e plasticidade (Yong, 2005;
Bilousova et al., 2006; Monea et al., 2006; Nagy et al., 2006; Bozdagi
et al., 2007). Neste trabalho trazemos evidéncias para um papel da
MMP-9 na formagao do mapa retinotectal durante uma fase de intensa
reorganizagao axonal. Identificamos que a expressao tanto das formas
ativas quanto inativas da MMP-9 sao mais evidentes nas duas
primeiras semanas pds-natais, assim como a atividade bioldgica da
MMP-9 identificada por zimografia. Durante os estagios iniciais do
desenvolvimento essa alta deteccdo de MMP-9 é seguida por uma
significativa diminuicdo, a medida que essa estrutura se torna madura.

O curso temporal dessa modulacao acontece dentro do periodo
critico do desenvolvimento do sistema retinotectal, na primeira e
segunda semana pods-natal. Acreditamos que a MMP-9 possa estar
envolvida em varios processos do desenvolvimento incluindo a
eliminacao seletiva de axbénios e formacdo de sinapses. Szklarczyk e
colaboradores (2002) sugerem que o mRNA da MMP-9 tem localizagao

dendritica, o que fortalece a idéia de que moléculas da MEC
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contribuem para o ajuste dinamico das conexdes neurais (Szklarczyk
et al., 2002).

Nossos dados estao de acordo com os descritos por Vaillant e
colaboradores (1999) que demonstraram que o pico de expressao e
atividade enzimatica das MMPs-3 e -9 ocorre no periodo da
ontogénese do cerebelo, entre DPN3-DPN10, quando se observa
migracdo, diferenciagdao celular e intensa sinaptogénese. Essas
metaloproteases estariam, portanto, participando na formacgao da
estrutura laminar altamente organizada caracteristica do cerebelo.
Além disso, foi demonstrado que, provavelmente, as MMPs-3 e -9
estariam envolvidas na migragao de precursores cerebelares causando
protedlise local e desta forma, modificando a sinalizagao celular pela
presenca ou auséncia de moléculas da MEC em diferentes regides do
cerebelo. Este estudo demonstrou, ainda, uma drastica diminuicdo na
atividade de MMP-9 em DPN15, periodo onde se observa a diminuicao
da taxa de migracao celular (Vaillant et al., 1999). Além disso, Ayoub
e colaboradores (2005) mostraram que os niveis dos mRNAs das MMP-
2, -9 diminuem no cerebelo em desenvolvimento entre o DPN3-6,
embora a atividade proteolitica ainda persista, e por volta do DPN9

tanto expressao quanto a atividade diminuem (Ayoub et al., 2005).
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5.2) MODULACAO DAS MMPs POR ATIVIDADE NEURAL

A abertura dos olhos e o inicio da estimulacdo sensorial visual
sao necessarios ao ajustamento de sintonia fina observados nas
conexoes visuais. Lu & Constantine-Paton (2004) demonstraram que a
estimulacdo sensorial visual que ocorre durante o periodo de abertura
dos olhos coincide com a maturacao das subunidades do receptor
NMDA. Num periodo precoce que sucede a abertura dos olhos, 6 horas
apos este evento, ha a detecgao de correntes mediadas por receptores
NMDA que contenham a subunidade NR2B, bem como a ativacao de
sinapses silenciosas. Apds as primeiras 24 horas apds a abertura dos
olhos ha inducdo da troca das subunidades deste receptor que muda
de NR2B para NR2A. E esta mudanca reflete a potenciacdo sinaptica
gue ocorre neste periodo que consolida o refinamento destas conexdes
em seu alvos apropriados (Lu & Constantine-Paton, 2004).

MMPs tem sido relacionadas a potenciacdao e depressao de longa
duracao (LTP) no SNC (Yong, 2005; Bilousova et al., 2006; Monea et
al., 2006; Nagy et al., 2006; Bozdagi et al., 2007). A participacao de
MMPs no processo de formacdo de LTP é dependente da ativagdao de
receptores NMDA e integrinas. Desta forma, periodos de aquisicao e
retencdao de memoria de novas informagdes requerem a remodelagem

da MEC bem como a participacao das moléculas de adesao celular.
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Essa regulacao mediada por MMP-9 ocorre especificamente em
resposta a ativacdo via receptor NMDA, que pode ser gerada em
neurodnios, glia, ou em ambos os tipos celulares, visto que cada um
deles expressa este tipo de receptor e é capaz de sintetizar a MMP-9
(Conti et al., 1997; Szklarczyk et al., 2002; Arai et al., 2003). Outros
estudos mostram que o mMRNA das MMP-3 e -9 sao induzidos no
hipocampo durante o aprendizado, e que a indugdo dessas proteinas
pode ser parcialmente bloqueada pelo bloqueio de receptores NMDA
(Meighan et al., 2006).

Mriganka Sur (2004) demonstrou que a privagao monocular
induz alteragcbes rapidas nas espiculas dendriticas, e que as
modificagdes sindpticas observadas apds este processo necessitam da
participacdao de moléculas da matriz extracelular na zona binocular do
cortex visual. Estas modificagdes sao lamina-especificas e ainda, esta
plasticidade estrutural conta com a participacdao do ativador tecidual de
plasminogénio (tPA) que converte plasminogénio em plasmina, e esta
por sua vez, degrada moléculas da MEC tornando o ambiente mais
permissivo a modificacdes sinapticas uso-dependentes (Oray et al.,
2004).

Baseados nessas informagdoes estudamos a MMP-9 no CS de
roedores durante o periodo de abertura dos olhos, a fim de detectar se

existiriam possiveis alteracdes na expressdo e/ou atividade dessa
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molécula durante esta pequena janela do desenvolvimento. Neste
periodo é que se da o pico de ativacdo de receptores do tipo NMDA,
que participam do processo de estabilizacdo e selecdo sinaptica uso-
dependente.

Nossos resultados indicam que a abertura dos olhos nao altera
de forma significativa o padrao de expressao e atividade da MMP-9. E
possivel que tanto a expressdao quanto a atividade da MMP-9 estejam
sendo estimuladas ao maximo pela atividade elétrica espontdnea das
células ganglionares da retina, que constitui uma importante pista
instrutiva para a formacao de padrboes de conexao no sistema visual
(Stellwagen & Shatz, 2002; Chandrasekaran et al., 2005). Além disso,
nossos resultados mostram que a MMP-9 possa estar atuando no
refinamento da topografia retinotectal numa janela temporal que
antecede a abertura dos olhos, onde a participacao de moléculas de

adesdo/repulsao é mais evidente.

5.3) MODULACAO DE METALOPROTEASES NA PLASTICIDADE

DO SNC

A enucleacao monocular, assim como lesdes parciais de retina,
tém sido utilizadas como modelos de reorganizagao plastica no SNC

por induzir brotamento e reorganizacdao dos ax0bnios intactos
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pertencentes a populacdo de axo6nios ipsolaterais no coliculo superior
(Lund et al., 1980; Serfaty et al., 2005).

Estudamos o efeito da enucleagao monocular sobre a expressao
e atividade da MMP-9 nas camadas visuais do coliculo superior.
Encontramos um discreto aumento na expressao da isoforma ativa da
MMP-9 6 horas pods-lesdo, sem alteracdes na expressdo da isoforma
inativa. A andlise dos zimogramas aponta para um aumento
progressivo da atividade gelatinase da MMP-9 iniciando 6 horas pods-
lesdo, até 96 horas apos a deaferentacdao. Esses resultados estdao de
acordo com dados descritos por Szklarczyk e colaboradores (2002).
Estes autores observaram, apos uma lesao induzida por cainato no
hipocampo, uma regulacao para cima da expressao e atividade da
MMP-9, com um padrao de curso temporal similar ao que encontramos
no coliculo superior (Szklarczyk et al., 2002). Também foi
demonstrado que tanto a atividade quanto a expressao das MMPs -2,-
3 e -9 sdo reguladas para cima no nervo optico em regeneragao apos
esmagamento, quando comparados aos nervos nao lesados, num
periodo de até 8 dias pds-lesao (Ahmed et al., 2005).

Nossos resultados também confirmam dados anteriores do nosso
grupo (2005) que mostraram inducdao de brotamento de terminais
axonais nas camadas superficiais do CS observada 24 horas apds uma

lesdao na retina temporal contralateral no dia pds-natal 10, (Serfaty et
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al., 2005). Esse resultado nos sugere que em fases precoces apos
lesdbes que a MMP-9 atue como um fator que induz a quebra de
moléculas inibitérias ao crescimento axonal em fases precoces apds
lesdes, permitindo dessa forma, que axonios intactos brotem dentro
da area denervada nas camadas visuais do coliculo superior.

De fato, tem sido mostrado que o tratamento com condroitinase
ABC, uma outra protease da matriz extracelular, resulta em aumento
do brotamento de terminais axonais retinianos no coliculo superior
apos denervacao (Tropea et al., 2003). Além disso, o periodo critico no
cortex visual tem sido relacionado a atividade proteolitica do tPA, uma
outra protease da matriz extracelular (Mataga et al., 2004; Oray et al.,
2004; Hensch, 2005).

Portanto, acreditamos que a protedlise de moléculas da MEC,
pela MMP-9 no coliculo superior possa ter um papel permissivo/
indutor do remodelamento axonal e sinaptogénese induzida pela
deaferentacao assim como durante o desenvolvimento normal destas

conexoes.
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54) PAPEL DAS MMPs NO DESENVOLVIMENTO DE

ESPECIFICIDADE TOPOGRAFICA NO SISTEMA VISUAL

Recentemente foi demonstrado que a inibicao da atividade
proteolitica das MMPs, durante processos de crescimento e migracdo
axonal, culmina com a inadequada orientacdo dos axonios das células
ganglionares da retina em diregao ao seu territério alvo. Isso ocorre de
tal forma que a inibicao dessas moléculas altera os pontos de decisao
da rota que estes axb6nios devem tomar, nas vias visuais, a fim de
formar conexdes apropriadas no tectum Optico (Herh et al, 2005,
Webber et al, 2002). Hehr et al (2005) demonstraram que os ax6nios
das células ganglionares da retina que migram em diregdo ao tectum
Optico do Xenopus laevis tem trés pontos que determinam a
orientacdo da migracao e a regidao apropriada onde vao estabelecer
conexdes estaveis com seus alvos. Demonstraram, pela primeira vez,
gue a inibicao das MMPs causa defeitos no reconhecimento do alvo
pelos axonios em migracao, embora ndo iniba a habilidade dos axonios
de fazerem uma nova escolha em que alvo se estabelecer (Hehr et al.,
2005). Além disso, outros trabalhos indicam que a inibicao da
atividade da metaloprotease-9 afeta a migracao, crescimento axonal
no cerebelo em desenvolvimento (Vaillant et al., 2003), confirmado

em animais nocaute para MMP-2 e -9 (Luo, 2005).
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Os axoOnios retinotectais ipsolaterais de roedores se organizam
em discretos aglomerados de marcacao terminal na borda ventral das
camadas superficiais do CS, um padrao que emerge a partir de
conexoes difusas observadas em animais recém-nascidos. A partir da
segunda semana pds-natal, observa-se que os terminais ipsolaterais
se agrupam na face ventral do stratum griseum superficiale (SGS),
formando aglomerados de fibras e terminais distribuidos de forma
regular ao longo do eixo latero-medial na metade anterior do coliculo
superior (Serfaty & Linden, 1994). A distribuicdo topografica dos
aglomerados de terminacgdes ipsolaterais corresponde a localizagao de
células ganglionares localizadas na crescente temporal da retina. Desta
forma, a distribuicao dorso-ventral da crescente temporal imprime
uma organizacgao latero-medial dos ax6nios retinotectais.

Decidimos avaliar o papel funcional da MMP-9 no refinamento da
topografia retinotectal in vivo. Seguindo um protocolo de implante de
Elvax contendo veiculo (PBS) ou DM-43 (inibidor de MMPs), no DPNO
com sobrevida até o DPN7, periodo onde encontramos significativa
expressao e atividade bioldgica da MMP-9. Com a inibicdo da MMP-9
observamos um rompimento da formacao da topografia latero-medial
nas camadas superficiais do CS, de tal forma que foi evidente a
inibicao da formacao de aglomerados de marcacgao terminal na regiao

medial do coliculo. Estes dados ainda sugerem que possa ocorrer um
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favorecimento da formacao dos aglomerados localizados na regiao
lateral do CS.

Metaloproteases clivam, além das moléculas da matriz
extracelular, receptores de membrana celular (Ethell & Ethell, 2007).
Um desses receptores que pode ser clivado pelas MMPs sao as efrinas
B, que tém sido relacionadas a organizacdo topografica no eixo médio-
lateral do desenvolvimento retinotectal (Schmitt et al., 2006). Além
disso, recentemente foi demonstrado que MMPs sao elementos-chave
em cascatas de sinalizagao (Georgakopoulos et al., 2006), e tem
implicagdes no desenvolvimento neural, sinaptogénese, orientacdo
axonal e plasticidade sinaptica (Klein, 2004). Por conta desses dados
poderiamos esperar que o bloqueio da MMP-9 poderia induzir
alteracdes do mapa, como o descrito neste trabalho.

Nossos dados mostram que embora a analise da densidade
optica nao mostre diferencas significativas entre regido medial do
coliculo superior dos animais tratados com DM-43 quando comparados
aos animais tratados com veiculo, a analise qualitativa mostra
claramente que ocorre uma expressiva reducao da formacgao de
aglomerados de terminais em comparagao aos controles tratados com
veiculo. Nos animais tratados com DM-43, é possivel ainda, visualizar
na regiao medial um nitido predominio de marcagao de fibras sobre a

marcacao de terminais. Provavelmente a analise da densidade éptica
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de pixels nao discrimina entre marcacao terminal e marcagao de
fibras.

A andlise da distribuicdo de marcacdao de aglomerados de
terminais na metade lateral do CS mostra tanto na analise qualitativa
quanto na analise quantitativa da densidade O6ptica um predominio
significativo da marcacao de aglomerados de terminais nos animais
tratados com DM-43 em relagao aos controles nesta regidao do coliculo.

Tomados em conjunto nossos dados indicam que a MMP-9
desempenha um papel na estabilizacao das sinapses retinotectais
durante o periodo critico do refinamento topografico, e que o bloqueio
agudo da atividade dessas moléculas, modifica a formagdo do mapa na
via retinotectal dentro da primeira semana do desenvolvimento pds-
natal.

Além disso, nossos dados sugerem que a atividade MMP-9 deve
induzir reorganizacao apods lesao no sistema nervoso central, onde

deve estar contibuindo para o rearranjo desta circuitaria.
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6) CONCLUSOES

1) A atividade e a expressao da MMP-9 diminui durante o curso do
desenvolvimento das projecoes retinotectais, o que contribui para a
hipotese de que esta molécula participe dos processos de eliminagdo e

estabilizacdo sinaptica de conexdes centrais.

2) A enucleacdo monocular é capaz de induzir tanto o aumento da
expressao quanto da atividade da MMP-9, indicando a participacao

desta molécula em eventos de reorganizagao sinaptica.

3) A inibicdo de MMPs induz a alteracdo do mapa topografico
retinotectal nos eixos médio-lateral, rompendo a organizacdo

topografica neste nucleo subcortical.
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