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RESUMO

O sistema visual de ratos apresenta uma organizagao retinotépica precisa, que se
desenvolve, durante as duas primeiras semanas poés-natais, a partir de projecdes
difusas. Esse mapa retinotdpico preciso é gerado e mantido por atividade elétrica
correlacionada pré- e pos-sinaptica, o que pode ser atribuido a sinalizacao
retrograda e neuromodulagdo. Previamente, nosso grupo mostrou que tanto
lesbes de retina quanto inibicdo de degradagdo de adenosina ou mensageiros
retrégrados, como o oxido nitrico e 0 acido araquidénico, induzem arborizagao
dos axdnios retinotectais ipsolaterais pela superficie do coliculo superior. O
fendmeno de crescimento axonal é, frequentemente, associado a reorganizacao
do cone de crescimento e aumento na expressao da isoforma fosforilada da
proteina associada ao crescimento de 43 kd (GAP-43p). No presente trabalho,
estudamos a expressdao da GAP-43p e o curso temporal de sua modulacio
durante o desenvolvimento normal de ratos pigmentados e apds diferentes
manipulagbes indutoras de plasticidade. Para isso, as camadas superficiais de
ratos Lister hodded foram estudadas sob diferentes abordagens: (1) durante o
desenvolvimento normal. (2) Apds diferentes intervalos de sobrevida apds
enucleagdo monocular no décimo ou vigésimo primeiro dia pds-natal (DPN). (3)
Apos injegdes intraperitoneais diarias de inibidores de mensageiros retrogrados
Oxido nitrico e acido araquiddnico (com Narg 50mg/kg, entre DPN 9-12; com
quinacrina 40mg/kg apds o entre DPN20-27, respectivamente). E (4), apos
tratamento intraperitoneal diario com um bloqueador do transportador de
adenosina (com dipiridamol 50mg/kg entre DPN 9-12, entre DPN20-27). Os
animais controles receberam a mesma dinamica de tratamento, porém com
injecdo de seus veiculos correspondentes (salina ou O6leo de oliva).
Posteriormente, as camadas visuais do coliculo superior foram extraidas e
submetidas a analise por western blot. Nossos resultados demonstram que a
GAP-43p é regulada durante o desenvolvimento, com maior expressao antes da
abertura dos olhos. A enucleacdo monocular induz aumento na expressao da
GAP-43p. Em DPN10 um grande aumento foi observado 24 horas apés a lesao.
Nenhuma diferenga foi detectada depois de 48 horas da lesdo. Esses resultados
sao corroborados pela analise do curso temporal da plasticidade retinotectal
induzida por lesado de retina, sendo mais rapida dentro do periodo critico que apds
o mesmo. O grupo tratado com dipiridamol apresentou aumento na expressao da
GAP-43p dentro do periodo critico, mas sem alteracdes apds seu término. Além
disso, animais submetidos ao tratamento com Narg apresentaram decréscimo na
expressao de GAP-43p, enquanto o tratamento com quinacrina levou a um
aumento na expressao da GAP-43p. Em conjunto, esses dados sugerem que a
modulacdo da expressdo da GAP-43p € um evento importante que pode estar
associado a arborizagdo axonal nesses modelos de plasticidade retinotectal e a
manutengao de sua conectividade.



ABSTRACT

The rat visual system presents a precise retinotopic organization, that develops,
from difuse projections, within the first two weeks after birth. This precise
retinotopic map is generated and mantained by acoplated pre- and post-synaptic
activity, which could be related to retrograde signaling and neuromodulation.
Previously, our group showed that both retinal lesions and the inhibition of
adenosine degradation or retrograde messengers synthesis, such as nitric oxide
(NO) and arachidonic acid (AA), induces expansion of uncrossed retinotectal
axons toward the superior colliculus surface. The axon growth phenomena is
frequently associated to reorganization of growth cone and phospho-Growth
associated protein 43 (GAP-43p) up-regulation. In this context, we decided to
study pGAP-43 expression and time-course modulation of this protein during the
normal development and after different retinotectal induced-plasticity models. To
achieve these goals, Lister Hodded rats were studied during normal development,
submitted to monocular enucleation at the 10™ and 21™ post-natal days (PND),
daily injections of adenosine transport blockade with dypiridamole (50mg/kg, ip) or
retrograde messengers inhibitors ( with L-Narg 50 mg/kg, ip. within the critical
period; with quinacrine 40mg/kg, ip. after de critical period). Control animals were
treated with vehicle (saline or olive oil). Afterwards, the visual layers of superior
colliculus were extracted and submitted to western blot analysis. Our results show
that GAP-43p is regulated during development, with higher levels before eye-
opening. Monocular enucleation induces an up-regulation in pGAP-43. At PND10
the great increase was observed 24 hours after lesion. No difference was detected
48 hours after-lesion. On the other hand, at PND21 the increase was obtained one
week after lesion. These results are in agreement with the retinal lesion induced
retinotectal plasticity time-course, which are faster inside the critical period than
aferwards. The dypiridamole-treated group presented an increase in its expression
within the critical period, but no alteration afterwards. Moreover, animals submitted
to L-Narg treatment presented a decrease in pGAP-43 expression, whereas
quinacrine treatment leads to an up-regulation in pGAP-43. Taken together, these
data suggest that the modulation of pGAP-43 expression is an important event
that could be associated with the sprouting observed in these models of
retinotectal plasticity and its connectivity maintenance.
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1 ORGANIZACAO DOS SISTEMAS SENSORIAIS

Os sistemas sensoriais, apesar de serem responsaveis pela criagdo de
sensagdes originadas por diferentes formas de energia (energia eletromagnética,
mecanica, térmica e quimica), empregam estratégias comuns para cumprir suas
tarefas. Todos eles utilizam receptores especificos para responder aos estimulos
do ambiente, integram a informagao transmitida simultaneamente por diferentes
receptores, transformam o sinal recebido do ambiente em uma resposta eletro-
quimica nos neurdnios, transmitem a informagdo para centros neurais
hierarquicamente superiores, comparam o resultado com experiéncias prévias e
integram a resposta com outras modalidades sensoriais. As informagdes geradas
pelos sistemas sensoriais tém como principal fungdo a percepgao (Hudspeth e
Logothetis, 2000). Além desta, os sistemas sensoriais também auxiliam no
controle dos movimentos e na regulacdo das fungcbes dos 6rgaos internos
(Bagasteiro, e colaboradores. 2005).

Cada modalidade sensorial possui uma classe de receptores especifica
para realizar a etapa chamada transducdo, que consiste na transformacéo de
sinais fisicos variados em resposta eletro-quimica pelos neurdnios. Essa resposta
eletro-quimica diferencia os estimulos através da variacdo de suas propriedades,
tais como frequéncia de disparo de potencial eletrotbnico e a populagcdo de
neurdnios ativada. Uma populacdo de neurbnios sera ativada se o estimulo for
apresentado dentro de seu campo receptivo, sendo modulada por sua intensidade
(Butts e colaboradores, 2007; Desbordes e colaboradores, 2008). As informagdes
codificadas pelos neurbnios sao levadas por vias neuronais paralelas aos centros

encefalicos superiores, respeitando as relagdes qualitativas ou espaciais das
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estruturas sensoriais periféricas, de forma a construir mapas topograficos
(Callaway, 2005). Nos centros superiores, especialmente nos cortices, as vias
paralelas dos sistemas sensoriais convergem e sao combinadas para gerar a
resposta perceptiva (Meienbrock e colaboradores, 2007).

A organizagao das vias sensoriais gera a formagao de mapas topograficos,
caracterizados pela representacao da superficie receptora no tecido neural. Estes
mapas apresentam caracteristicas distintas. Ha os mapas continuos, onde a
topografia representa as relagcdes espaciais dos receptores periféricos, como no
caso do mapa retino-colicular; e os mapas discretos, baseados em informacgdes
qualitativas desses receptores, como observado no mapa glomerular olfatério
(Figura 1). Todos os mapas sensoriais tém se enquadrado em uma dessas
categorias ou a ambas. Os mapas visuais e auditivos sdo predominantemente
continuos, enquanto os olfatérios e gustativos, discretos. O mapa somato-
sensorial tem componentes de ambas as categorias: possui uma representacao
continua da superficie corporal, mas possui um arranjo qualitativo discreto no

cértex de barril (Luo e Flanagan, 2007).
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Figura 3: Esquema da laminac¢&o no coliculo superior em corte coronal.
A linha pontilhada delimita as camadas de processamento visual na regiao
dorsal e as camadas profundas de processamento auditivo, motor e
integracdo de informagdes. stratum griseum superficiale (SGS), stratum
opticum (SO), stratum griseum intermediale (SGI), stratum album
intermediale (SAl), stratum griseum profundum (SGP) e stratum album

Esses mapas neurais correspondem a uma estratégia do sistema nervoso
de aproveitar o componente espacial como forma de codificagdo da informacéao
(Goodhill, 2007). Um exemplo interessante dessa codificagcdo espacial pode ser
observado pela deteccdo auditiva de retardo auricular na oliva superior, onde
neurbnios sao topograficamente distribuidos de forma que sua posi¢cao
corresponde a um sensor de retardo inter-auricular, indicando a posicao da fonte

do som no plano horizontal (Overholt, e colaboradores, 1992).
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1.1 O Sistema Visual

A primeira estrutura nervosa do sistema visual que participa da transdugao
sensorial é a retina, que possui um alto padrdo de organizagdo baseado em
camadas celulares intercaladas por camadas de contatos sinapticos que também
apresentam uma organizagao intralaminar. As células responsaveis pela
transducdo da energia luminosa em sinal eletro-quimico sdo os fotorreceptores.
Fotorreceptores mais sensiveis a luz localizam-se, predominantemente, na retina
periférica (bastonetes), enquanto que os menos sensiveis a luz (cones), na retina
central. Os fotorreceptores comunicam-se diretamente com as células bipolares,
responsaveis por passar a informacédo para as células ganglionares da retina
(CGR), que sao as unicas células retinianas que disparam potenciais de acgao,
sendo a unica eferéncia retiniana.

As células bipolares da retina central comunicam-se com poucas células
ganglionares e as da retina periférica com muitas, o que confere maior
discriminagdo a retina central. Ha trés classes de células ganglionaresem
humanos: as do tipo M, as do tipo P e as ndo-M e nao-P. As células M
apresentam campos receptivos maiores e conduzem potenciais de acdo mais
rapido que as outras classes, que por sua vez, apresentam relagdo centro-
periferia de oposicio de cores.

Nas camadas plexiformes (de contatos sinapticos) ocorrem modificagcoes
na resposta, como amplificacdo do sinal e oposigao centro-periferia. Os axdnios
das células ganglionares da retina de cada olho se reunem formando o nervo

Optico, que se dirige ao quiasma optico (Yang , 2004).
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No quiasma o6ptico, em primatas, ocorre decussacao parcial das fibras de
forma que proje¢des da retina nasal decussam para o tracto 6ptico contralateral,
enquanto que os axonios da retina temporal permanecem do lado ipsolateral. Por
outro lado, em roedores, a decussacao é quase total, onde 95% das fibras de um
olho cruzam para o tracto optico contralateral e 5% permanecem do mesmo lado
(Figura 2). O tracto 6ptico dirige-se, entdo, para alvos como o coliculo superior

(CS) e o nucleo geniculado lateral do tdlamo (NGL) (Zhu e Julien, 1999).

Figura 2: Representacdo das projecdes retinotectais no coliculo
superior de ratos. (A) Pequeno aumento ilustra a marcagédo das projecoes
provenientes da retina apos injegao intraocular de marcadores fluorescentes
no olho contralateral. (B) A marcacdo contralateral representada em
vermelho e a marcacao das projecOes ipsolaterais em verde. Notar a
sobreposig¢ao destas proje¢des no alvo (Isenmann e colaboradores, 2003).
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O coliculo superior € uma estrutura com a funcgao principal de direcionar os
O0rgaos sensoriais da cabega a objetos de interesse, e sera abordado com mais
detalhes na préxima secéao deste trabalho (May, 2006).

A via de proje¢cdes envolvida com a percepgao visual passa pelo nucleo
geniculado lateral. Esse nucleo é altamente organizado: Possui uma estrutura
dividida em camadas topograficamente organizadas, respeitando a posi¢ao dos
fotorreceptores na retina, sendo que cada camada recebe aferéncias de
neurénios que processam informagdes de qualidades visuais distintas (células M,
P e ndo-M e nao-P) e segregadas por olho. Além disso, cada NGL recebe
aferéncias referentes ao campo visual do lado oposto. Via radiagcao 6ptica, a
maior parte dos neurdnios do NGL, projeta-se para o cortex visual primario (Ilwai e
Kawasaki, 2009).

O cortex visual primario € a principal estrutura responsavel pela percepcgao
visual. E uma estrutura altamente organizada, possuindo laminagdo com
organizagao topografica, e organizagdes transversais intra-laminares, como as
colunas de dominancia ocular. Proje¢des que trazem informagdes de qualidades
distintas projetam-se para laminas diferentes da camada IV e lll do cértex
estriado. Na camada lll, as informagdes que vieram segregadas e paralelas desde
a retina comegam a convergir. As informagdes dos dois olhos se convergem para
gerar a sensacao de profundidade, células de qualidades diferentes comunicam-
se, 0s campos receptivos se unem para gerar células sensiveis a barras, formas,
diregao de movimento, o que culmina na percepgao visual (Ross e colaboradores,

2000).



21

1.2 O Coliculo Superior:

O coliculo superior € uma estrutura multissensorial que participa da via
visual, e sua principal fungao é direcionar os 6rgaos sensoriais da cabega, como
os olhos, orelhas, boca e vibrissas a objetos de interesse (Helmet e Keller, 2007).
Tem sido descrito recentemente, uma fungdo de suas camadas mais superficiais
na percepgao visual envolvida com blindsight (Girman e Lund, 2007). Sua grande
importancia para ratos € demonstrada pela robustez das projeg¢des trigémio-
tectais (May, 2006).

Como toda estrutura sensorial da via visual, o coliculo superior apresenta
uma organizacdo altamente compartimentalizada em sete camadas. As trés
camadas superficiais (Stratum Zonale-SZ, Stratum Griseum Superficiale-SGS e
Stratum Opticum-SO) representam as camadas visuais do coliculo superior,
enquanto que as outras quatro (Statum Griseum Intermediale-SGI, Stratum Album
Intermediale-SAl, Stratum Griseum Profundum-SGP e Stratum Album Profundum-
SAP), representam o coliculo profundo, uma regido multisensorial efetora (lling,

1996) (Figura 3).

Figura 3: Esquema da laminacé&o no coliculo superior em corte coronal. A
linha pontilhada delimita as camadas de processamento visual na regido
dorsal e as camadas profundas de processamento auditivo, motor e integragao
de informagdes. stratum griseum superficiale (SGS), stratum opticum (SO),
stratum griseum intermediale (SGI), stratum album intermediale (SAl), stratum
griseum profundum (SGP) e stratum album profundum (SAP). O stratum
zonale nao esta representado. Mais ventralmente, encontra-se a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG). (Parsons e colaboradores., 2001).
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O Stratum Zonale (SZ) € uma camada muito pequena e com poucas e
pequenas células marginais que orientam seus dendritos para a porgao superior
do Stratum Griseum Superficiale com sensibilidade a dire¢cdo de movimentos
lentos (Mooney e colaboradoes, 1985).

O Stratum Griseum Superficiale (SGS) é a camada que recebe a maior
parte dos inputs visuais provenientes da retina, do cértex estriado e de areas
associadas. Divide-se em duas subcamadas: A camada inferior contém células
maiores, enquanto que a superior € mais espessa e contém células esféricas
(Figura 4). As células dessa subcamada possuem: (i) propriedades elaboradas,
independentes do cortex estriado, como percepcdo de contornos, estrias e
seletividade de orientagédo, (i) campos receptivos complexos sem oposigao
centro-perifeira e (iii) segregacao figura/plano-de-fundo, participando no processo
de percepc¢ao visual (Girman e Lund, 2007). Sdo observadas células horizontais,
com carater de interneurénios, envolvidos em sinapses dendro-dendriticas,
responsivas a alvos brilhantes estacionarios, sem seletividade de diregao; células
com campos receptivos pequenos e células com campos receptivos grandes, que
estendem seus dendritos pela superficie do coliculo, sendo responsivas a
movimentos rapidos; e células estreladas, que sao interneurdnios inibitorios,
sensiveis a diregdao de movimentos lentos, envolvidas no efeito supressor de um
estimulo distrator (Mooney e colaboradoes, 1985; Mize, 1988. Isa e Saito, 2001)
(Figura 4).

O Stratum Opticum (SO) é uma camada com poucas células, ocupada por
fibras provenientes da retina e cortex que se dirigem as camadas superficiais do

coliculo superior (Mooney e colaboradoes, 1985; May, 2006) (Figura 4).
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O Stratum Griseum Intermediale (SGI) é a primeira camada profunda do
coliculo superior. Divide-se em duas subcamadas, sendo a superficial com mais
células que a profunda, esta ultima, dominada por fibras rostro-caudais. Sao
encontradas muitas células multipolares, que variam em tamanho e orientacéo
dendritica horizontal ou vertical (até o SGS), sendo as ultimas as principais
formadoras do feixe pré-dorsal, a principal eferéncia do coliculo superior.
Encontra-se também, pequenas células horizontais, com perfil de interneurénios
(Isa e Saito, 1999) (Figura 4).

O Stratum Album Intermediale (SAl) contém numerosas fibras que vao da
diregao dorso-medial para a ventro-lateral (Redgrave e colaboradoes, 1986).

O Stratum Griseum Profundum (SGP) € a ultima camada celular do coliculo
superior e o Stratum Album Profundum (SAP) é a camada mais interna do CS,

composta por fibras (May, 2006).
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Figura 4. Morfologia dos neurénios do coliculo superior de mamiferos. 6
sub-classes de neurbnios nas camadas superficiais (células marginais,
estreladas, multipolares, horizontais e verticais) e 5 sub-classes nas camadas
intermediaria (células multipolares, horizontais, em forma piramidal, fusiforme
e verticais) estdo ilustradas. Soma e dendritos aparecem em preto e axénio
em vermelho. (Isa e Saito, 2001)
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As camadas superficiais do CS comunicam-se com outras estruturas
mesencefalicas que auxiliam em importantes fungdes visuais. Dentre estas, o
complexo pré-tectal auxilia na deteccdo de movimentos (Taylor e colaboradoes,
1986; Usunoff e colaboradoes, 2007). O nucleo parabigeminal, através de
projecdes colinérgicas para as regides do SGS e SGI, diminuem o limiar de
ativacdo das células do SGI, facilitando o disparo de comandos sacadicos
dirigidos pelo SGS (Chevalier e Mana, 2000; Kobayashi e colaboradoes, 2001;
Sooksawate e colaboradoes, 2008). Além disso, observa-se comunicagao com 0s
nucleos da rafe, que enviam projecdes serotoninérgicas axo-axdnicas para o SGS
suprimindo o input excitatério retiniano (Gonzalez e colaboradoes, 2008; Serfaty e
colaboradoes, 2008; Penedo e colaboradoes., 2009). H4 também conexdo com o
nucleo geniculado lateral levando informagdes que favorecem a visao
discriminativa (Conley e Friederich-Ecsy, 1993) e com o complexo pulvinar/lateral
posterior, levando informagdes para o direcionamento de atengao visual (Sugita e
colaboradoes, 1983). Aferéncias noradrenérgicas provenientes do locus ceruleus
atingem o SGS e suprimem a resposta de suas células a estimulagao visual
(Zhang e colaboradoes, 1999).

Outra projecao visual que chega ao CS é proveniente do cortex. Células
corticais e retinianas projetam-se para populagdes diferentes no coliculo superior,
com as retinianas terminando em posicado superior as corticais (Boka e
colaboradoes, 2006, Girman e Lund, 2007). Células corticais da camada V das
areas 17 e 18 de Broadman projetam-se para o SGS de forma retinotdpica,
havendo também projecdes para regibes profundas, como SGI. Areas visuais
extra-estriatais projetam-se para SGS e SO (Harvey e Worthigton, 1990).

Especula-se que essa projecdo cortico-tectal glutamatérgica auxilie em
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caracteristicas complexas dos neurdnios coliculares, como seletividade de diregao
e binocularidade (Ogasawara, 1984).

Nas camadas profundas, supde-se que haja uma area de fixagdo ocular
rostral e uma area sacadica caudal, que se inibem mutuamente (Munoz e Istvan,
1998). De fato, Munoz e Facteau (2002) mostraram que ha células no SGI rostral
de macacos que respondem a fixagdo ao invés de responderem a movimentos
sacadicos. Essas camadas recebem aferéncias de outras modalidades sensoriais,
integram essas informagdes com a informagao visual e enviam comandos
motores para o movimento dos olhos e da cabecga (May, 2006).

As informagdes auditivas vém de estruturas subcorticais que se projetam
para o SGI ipsolateral, em uma maneira topografica, de forma que se encaixa no
mapa visual por volta do dia pés-natal 27( DPN27) (Vachon-Presseau e
colaboradoes, 2009). Terminagdes somatossensoriais também formam um mapa
no CS nas camadas SGIl e SGP, e esse mapa tem o atributo interessante de ser a
representacdo do corpo do ponto de vista visual, de forma que possa se encaixar
topograficamente ao mapa visual. Dessa forma, as patas sdo representadas
adjacentes ao campo visual inferior e as vibrissas no ponto onde cortam o campo
visual (McHaffie e colaboradoes, 1989). As informagdes de sistemas sensoriais
diferentes chegam ao SGI em paralelo e permanecem segregadas em
aglomerados. Porém, os amplos campos dendriticos das células multipolares, que
formam o feixe pré-dorsal, integram essas informacgdes, somam com a informagao
visual obtida pelos seus dendritos verticais interlaminares, e enviam a resposta
motora para os nucleos efetores responsaveis pelos movimentos sacadicos dos
olhos e pelos movimentos da cabega através do feixe pré-dorsal via SAl (May,

20086).
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Ao mesmo tempo, conexdes tecto-tectais (glutamatérgicas e GABAérgicas)
conectam os dois coliculos superiores de forma espelhada regulando o nivel e a
regido de ativagao de cada coliculo, o que parece ser fundamental para o tipo de

resposta evocada (Olivier e colaboradoes, 2000).

1.3 Desenvolvimento da Via Retino-Colicular:

Durante o desenvolvimento do sistema visual de ratos, as CGRs séo
geradas no periodo entre 0 14° e o 22° dia embrionario (Reese e Colello, 1992).
Seus cones de crescimento chegam ao quiasma 6ptico no dia embrionario 15
(E15), em E16 alcangam a margem anterior do coliculo superior e em E17 inicia-
se a sinaptogénese com seus alvos no SGS (Horsburgh e Sefton, 1986; Lund e
Lund, 1976). A sinaptogénese acontece lentamente, de forma que poucas
sinapses estdo presentes durante a primeira semana, sendo o0 pico de
sinaptogénese imediatamente anterior ao fendbmeno de abertura dos olhos, no
DPN 14, continuando a acontecer até DPN 30 (Warton e McCart, 1983).

Ao chegarem ao coliculo superior, os axdnios das CGRs dirigem seus
axbnios para as células do SGS em sitios topograficamente organizados. Assim,
células do eixo nasal-temporal da retina projetam se para o eixo caudal-rostral do
coliculo superior e projecées do eixo-dorsal ventral retinianas terminam no eixo
lateral-medial do CS (Debski e Cline, 2002) (Figura 5). Projegbes ipsolaterais
estabilizam-se em uma camada mais ventral do SGS que as projegdes
contralaterais, ficando dessa forma, dois mapas visuais sobrepostos, olho-

independentes (May,2006)
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tectum/SC

Figura 5: Orientacdo topogréafica dos axénios retinotectais ao longo da
via visual. Os axdénios das células ganglionares formam os nervos 6pticos e
decussam na altura do quiasma Optico. Através do tracto oOtico as células
ganglionares da retina atingem regides apropriadas dentro do coliculo
superior, estabelecendo conexdes apropriadas seguindo a organizagao retina
temporal -> tecto rostral; retina nasal -> tecto caudal; retina dorsal -> tecto
lateral; retina ventral -> tecto medial; D= dorsal. V= ventral. N= nasal. T=
temporal. R= rostral. C= caudal. M= medial. L= lateral. (Lemke e Reber, 2005)

A organizagao das células no eixo antero-posterior do coliculo superior é
gerada por gradientes de moléculas de atragdo-repulsdo expressas
diferencialmente no coliculo e nas regides correspondentes da retina. As
moléculas presentes no alvo pertencem a familia das Efrinas-A, enquanto que
seus receptores sdo os receptores Eph-A, presentes nos axénios das CGR. Os
receptores na retina obedecem a um gradiente que aumenta a expressao em seu
polo temporal, enquanto que seus ligantes no coliculo superior tem sua expressao
gradativamente maior na direcdo do pdlo posterior (figura 6) (McLaughlin e

O’Leary, 2005). A resposta primaria da ligacdo entre Eph-A e seu ligante é a
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repulsdo do axoénio, porém a ligacdo da efrina-A com seu receptor Eph-A
apresenta uma dualidade de resposta, visto que baixas concentracdes de efrina-A
induzem atracdo das CGR. Dessa forma, os gradientes do ligante e do seu
receptor determinardo o papel atrativo ou repulsivo da molécula (Yates e
colaboradores, 2001).

A organizacao das projecgoes retinotectais no eixo médio-lateral depende
do contra-gradiente de efrinas-B e receptores Eph-B. A maior expressao de
receptores Eph-B é encontrada mais préxima a retina ventral e ao coliculo lateral,
enquanto que maior expressdo de efrinas-B é observada na retina dorsal € no
coliculo medial (Figura 6) (Chilton e colaboradores, 2006). De forma semelhante a
efrina-A, baixas concentragcdes de efrinas-B sdo atrativas enquanto que altas
concentracdes sao repulsivas. A sinalizagdo via efrina-B nao interfere com o
direcionamento dos axbnios primarios, participando apenas do processo de
arborizagdo latero-medial em diregdo a sua zona terminal (ZT). Um axdnio
primario que cresce lateralmente a sua ZT é atraido para o pdlo medial, enquanto
que outro que cresce medialmente é repelido para a lateral na sua diregcao de
fixagdo (McLaughlin e colaboradores, 2003). Todas as arvores axonais do animal
sao formadas por essa arborizacido intersticial latero-medial. Supde-se que a
sinalizagao por receptor Eph-B funcione como um sensor de densidade de ligante,
de forma que quando encontra a concentragdo o6tima induz a expressao de
moléculas de adesdo celular e integrinas que fixam o terminal sinaptico

(McLaughlin e O’Leary, 2005).
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Retina Tectum

EphA ‘ EphrinA

EphB ‘ EphrinB

Figura 6: Orientacdo topogréafica das projecdes retinotectais mediada por
gradiente de efrinas. Axbénios da retina temporal crescem e estabelecem
conexdes na regidao anterior do coliculo enquanto axénios nasais se projetam
para regides mais caudais. Células da regido ventral da retina conectam-se
com células na regido medial do coliculo superior e a retina dorsal com o
coliculo lateral. Essa orientagdo € guiada através da interagdo de receptores
Eph A e EphB aos ligantes efrinas A e B, respectivamente (Chilton, 2006).

Nem todos os ramos axonais gerados pela arborizagdo intersticial
alcancam sua zona terminal apropriada. Dessa forma, ocorre um refinamento
sinaptico mediado por morte celular natural e eliminacdo de ramos axonais
ectdpicos (Isenmann e colaboradores, 2003).

Existem duas fases de morte celular natural das células ganglionares da
retina. A primeira ocorre durante seu periodo de génese e a segunda durante a
primeira semana pods-natal, devido a competicao por sitios sinapticos e fatores
troficos presentes nas células alvo do coliculo superior (Bahr, 2000).

A eliminagao de ramos axonais ectopicos ocorre durante as duas primeiras

semanas pos-natal e envolve atividade elétrica espontanea correlacionada
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mediada pelo fenbmeno conhecido como ondas retinianas (Figura 7A) (Meister et
al, 1991) Essa atividade elétrica é gerada inicialmente através de sinapses
elétricas e sinapses colinérgicas comandadas por células amacrinas (Figura 7B).
Essas sinapses comunicam células amacrinas e CGRs (Zheng e colaboradores,
2004). Em uma fase posterior, com a maturagao de células bipolares, as ondas
retinianas passam a ser mediadas por transmissao glutamatérgica (Figura 7B).
Posteriormente, o sistema GABAérgico e glicinérgico modulam negativamente a
propagacao dessas ondas, encerrando sua atividade (Zhou e Zhao, 2000). A
intima anatomia das conexdes faz com que células ganglionares vizinhas, que
respondem a mesma regiao do campo visual, ativem sincronicamente a mesma
célula alvo no coliculo superior, enquanto que células distantes disparam de
forma dessincronizada e por isso sao segregadas (Figura 7) (McLaughlin e
colaboradores, 2003). A ativagao entre os dois olhos também ocorre de maneira
independente, sem correlagdo temporal e espacial, o que permite a segregacao
ocular desenvolvida em todos os niveis hierarquicos do sistema visual (lwai e

Kawasaki, 2009; Torborg e Feller, 2005).
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Figura 7: Ondas retinianas e eliminacédo de axdnios ectopicos. A atividade
elétrica esponténea correlacionada na retina (A), inicialmente, colinérgica(PO-
12) e depois glutamatérgica (P12-14) guia a eliminagdo de ramos ectopicos e
estabilizacdo dos axénios retinianos na zona terminal correspondente no
coliculo superior (Meister e colaboradores, 1991; McLaughlin e colaboradores,
2003).

Em contrapartida, a experiéncia visual jd mostrou ser importante para
fungdes multissensoriais do coliculo. Animais mantidos no escuro (dark rearing)
nao formam o mapa auditivo (roedores) (Withington-Wray e colaboradores, 1990),
nem fazem a integragdo multissensorial (gatos) (Wallace e colaboradores, 2004).
Além disso, pessoas cegas desde o nascimento apresentam déficits na
localizagdo sonora no plano vertical. (Zwiers e colaboradores, 2001). Prichard e
colaboradores (2007) mostra que ratos submetidos a dark rearing continuado
desde o nascimento apresentam déficit de inervagao retiniana no SO, o que pode
estar mediando a perda das fungdes multissensoriais, visto que as células
verticais desta regido medeiam a comunicagdo entre as camadas visuais e
mulissensoriais do CS. Outros trabalhos de dark rearing precoce prolongado em
roedores mostraram que a auséncia da atividade visual promove um aumento nos
campos receptivos dos neurdnios no SGS, o que parece representar falha na

manutencdo das projegcdes retino-coliculares, e consequente inespecificidade
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(Binns e Salt, 1997; Carrasco e colaboradores, 2005). Essa falha na manutengao
das projecdes retinianas pode estar associada a falta de fendbmenos moleculares
pos-sinapticos como a potenciagédo de longa duragéo (LTP) que acontece a partir
da abertura dos olhos: aumento da PSD-95 nos dendritos de visdo central,
aumento no numero de sinapses silentes, aparecimento de corrente mediada por
AMPA e aumento da razdo de corrente AMPA/NMDA (Lu e Constantine-Paton,

2004).

1.4 Periodo Critico:

O periodo critico corresponde a uma etapa no desenvolvimento onde os
circuitos cerebrais estdo sendo formados e estabelecidos, em um processo
influenciado por experiéncia e atividade elétrica, e inclui ainda, uma janela
posterior onde esses circuitos sao capazes de se reorganizar em resposta a um
desequilibrio no sistema, como deprivagao sensorial ou lesdo. Cada circuito
cerebral apresenta um periodo critico especifico, sendo controlado pela
expressao diferencial de moléculas ao longo do desenvolvimento. Além disso, o
periodo critico de uma determinada area s6 podera ser iniciado quando suas
aferéncias ja estiverem estabelecendo sinapses, e seu encerramento se da com a
maturacdo das mesmas. Portanto, o rato nasce em pleno periodo critico do
sistema retino-colicular, que inicia sua sinaptogénese em E17, periodo este, que
dura, aproximadamente até o final da terceira semana pds-natal (Hooks e Chen,
2007).

Recentemente, tem sido demonstrado que a regulagdo dos periodos

criticos depende principalmente do equilibrio entre excitagao/inibicdo. Por
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exemplo, no cortex visual, o sistema GABAérgico promove o inicio do periodo
critico e a manutencgao da atividade GABAérgica determina o fechamento deste
periodo (Hooks e Chen, 2007). O equilibrio excitagdo-inibicdo parece estar
envolvido também com o periodo critico do coliculo superior, visto que correntes
GABAérgicas estao presentes nesse periodo, e aumentam no final do periodo
critico, com a maturagcado da subunidade do receptor GABAa. Essa maturagao é
atingida em resposta a ativagdo glutamatérgica, com a chegada dos aferentes
corticais, de modo que o periodo critico entra em seu processo de encerramento.
Simultaneamente, acontece uma troca nas subunidades dos receptores
glutamatérgico do tipo NMDA, de NR2b para NR2a, de modo que os canais
passam a ficar menos tempo abertos, dificultando o estabelecimento de novas
sinapses uma vez que essa troca requer maior sincronizagao de atividade elétrica
(Shi e colaboradores, 1997; Aamodt e colaboradores, 2000). O inicio do periodo
critico depende do acido polisialico (PSA), que regula negativamente a inervagao
GABAérgica perisomatica. O PSA é expresso em niveis intermediarios em DPN3
e desaparece durante o periodo critico do coliculo superior (Cristo e
colaboradores, 2007; Tsuji e colaboradores, 1997).

A modulacdo por sistemas de neurotransmissores/neuromoduladores
também influencia o equilibrio excitagao-inibicdo. Nas camadas visuais do coliculo
superior, a adenosina age sobre receptores A; inibitérios no inicio do
desenvolvimento, o que promove uma menor estabilidade do sistema retino-tectal.
Subsequentemente, receptores Ay, tém sua expressdo aumentada promovendo
uma maior estabilizacdo dessas conexdes e contribuindo para o fim de seu
periodo critico (Gomes e colaboradores, submetido). A transmissao

serotoninérgica de projegcbes originadas nos nucleos da rafe também contribui
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para os periodos criticos. A serotonina inibe a transmissdo sinaptica das
projecdes retinianas no coliculo superior, deixando o sistema mais maleavel
(Serfaty e colaboradores, 2008; Malayev e Debski, 1998).

Outro importante regulador do periodo critico € o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF). A estimulagao visual aumenta a expressao de BDNF
no CS, o qual por sua vez, estimula a indugao de ramos axonais e suprime a
inibicdo GABAérgica (Cohen-Cory, 1999; Pollock e Frost, 2003; Frost e
colaboradores, 2001; Grantyn e colaboradores, 2002). A matriz extracelular
também contribui para o fim do periodo critico. Proteoglicanos de sulfato de
condroitin formam redes perineuronais que inibem a plasticidade neural (Tropea e
colaboradores, 2003). Manipulagdes nessas moléculas sao capazes de regular a
expressao e duracao do periodo critico.

Foi demonstrado na literatura que manipulacdes sensoriais também podem
modular os periodos criticos. O dark rearing atrasa o inicio do periodo critico e o
prolonga, provavelmente via redugdo da inibicao GABAérgica (Fagiolini e
colaboradores, 1994; Pallas e Razak, 2006). Por outro lado, o enriquecimento
ambiental também modula os periodos criticos, por promover maior expressao de

BDNF e TrkB (Currie e colaboradores, 2006).
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1.5 Plasticidade Neural no Sistema Retinocolicular:

A plasticidade neural é caracterizada por mudancas adaptativas na
estrutura e fungao do sistema nervoso em resposta a estimulacado ou a alteragdes
no seu microambiente interno. Os fendmenos plasticos se dividem em dois
grandes grupos: a plasticidade natural, que ocorre durante o desenvolvimento dos
circuitos cerebrais; e a plasticidade induzida, que ocorre com intervengdes nos
padrbdes de estimulagcdo ou manipulagdes no microambiente do sistema nervoso.
Normalmente, ambos os tipos de plasticidade sdo preferencialmente expressos
durante o periodo critico de cada estrutura cerebral. Dessa forma, a janela
favoravel a plasticidade induzida no cortex visual primario (dominancia ocular) é
entre o 21° e o 35° dias pds-natal e no sistema retino-colicular € do dia do
nascimento até DPN 21 (Fagiolini e colaboradores, 1994; Serfaty e colaboradores,
2005).

A plasticidade natural do CS ocorre durante as trés primeiras
semanas pos-natais. Ao nascimento, os axénios das CGRs inervam de maneira
difusa todo o eixo antero-posterior (Figura 8E), médio-lateral e todas as laminas
das camadas visuais do CS (Figura 8A) (Serfaty e Linden, 1994; Serfaty e
colaboradores, 2005). Posteriormente, vai ocorrendo uma eliminagdo dos ramos
ectdpicos das projegdes posteriores numa sequéncia rostro-lateral para caudo-
medial, sendo que as projecdes ipsolaterais ficam confinadas ao tergo rostral do
coliculo superior (Figura 8F) (Serfaty e Linden, 1994). Essa eliminacdo também
promove o refinamento laminar, de modo que as projegcdes ipsolaterais
restringem-se em aglomerados delimitados na borda ventral do SGS (Serfaty e

Linden, 1994; Serfaty e colaboradores, 2005) (Figura 8D).
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Figura 8. Fotomicrografia de campo escuro ilustrando a progressiva
restricdo topografica das projecdes retinotectais ipsolaterais no terco
anterior do coliculo superior. A-D (cortes coronais em DPN 0, 3, 5 e 10,
respectivamente; E-F (cortes parassagitais em DPN 1 e 10,
respectivamente); Os ratos receberam injecao intra-ocular de peroxidase no
dia pos-natal 0 (DPNO). Notar que as proje¢des transitorias entre DPNO-3 (A,
B e E) se restringem entre DPN5-10 (C, D e F) em aglomerados de marcagao
terminal nas regides profundas do SGS (Serfaty e Linden, 1994).

A plasticidade induzida do sistema retino-colicular é atingida quando se

interfere com processos do desenvolvimento que medeiam o refinamento,

estabilizagao ou manutengao das projegoes retinianas.

Dentro do periodo critico, experimentos com desnervagao parcial (lesdo

temporal de retina) ou completa (enucleagdo) de um olho ao coliculo superior

mostraram uma rapida expansao das proje¢oes ipsolaterais do olho intacto para a

superficie do CS (Figura 9A-B). Por outro lado, fora desse periodo € possivel

ainda induzir reorganizagédo de conexdes, contudo o curso-temporal para esta

plasticidade €é mais longo (Figura 9C-D). Essa reorganizacdo se da,
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provavelmente, porque a remogao dos aferentes contralaterais reduz a
transmissao sinaptica total nas células do SGS com resposta binocular.
Consequentemente, o0 crescimento/reorganizagcdo axonal dos axdénios
provenientes do olho intacto é induzido (Serfaty e colaboradores, 2005; Trindade

e colaboradores, em preparagao).

Figura 9: Fotomicrografia de campo escuro ilustrando a reorganizagdo das
projegdes retinotectais do olho intacto apds lesédo de retina (LR) contralateral.
LR no DPNO com 2 dias de sobrevida (A), LR no DPN10 com 2 dias de
sobrevida (B). LR no DPN21 com 3 semanas (C) e 6 meses de sobrevida (D).
Notar a reorganizagao dos axénios para regiao superficial lateral do coliculo
superior e a manutengao das proje¢des profundas na regido medial do alvo
(Serfaty e colaboradores., 2005).
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A projegao retinotectal é predominantemente glutamatérgica, com uma
pequena populacédo (6%) GABAérgica (Caruso e colaboradores., 1989). Desta
forma, varios estudos ja buscaram identificar a participagao do receptor NMDA de
glutamato para o estabelecimento de especificidade sinaptica na via retinotectal
(Ernst e colaboradores., 1998; Simon e colaboradores., 1992; Cline e
Constantine-Paton, 1990). A ativagao dos receptores NMDA leva ao influxo de
calcio e com isso a ativagao de varios sistemas enzimaticos tais como proteinas
cinases (CAMKII e PKC), fosfatases, éxido nitrico sintase (NOS) e fosfolipase A,
(PLA), dentre outras.

Nos ultimos anos varios trabalhos do nosso laboratério tém interferido com
estas diferentes vias de sinalizagdo com o objetivo de caracterizar seu papel na
formagdo do mapa topografico retinotectal. Assim, ja foi demonstrado que o
equilibrio entre a atividade de proteinas cinases e fosfatases também é um
potente modulador da conectividade retinotectal. Animais tratados com inibidores
de calcineurina apresentam uma expansao nas projegdes retinotectais
ipsolaterais enquanto que inibidores da CaMKIl e PKC induziram a focalizagao
dos aglomerados de marcacgao retinotectal ipsolateral (Trindade, dissertacdo de
mestrado; Santos, dissertagao de mestrado).

Outra forma de reduzir a forga da sinapse retino-colicular se da através da
inibicdo da sinalizagado retrograda mediada por 6xido nitrico (NO) e acido
araquidénico (AA).

O NO é classicamente gerado pela NOS a partir da ativagdo de
receptores NMDA e influxo de calcio e a partir de entdo, difunde-se para o
terminal pré-sinaptico, onde promove uma maior liberacdo de neurotransmissor e

por consequéncia leva a maior estabilizagdo sinaptica (Dawson e Snyder, 1994).
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A inibicado da NOS dentro do periodo critico promove uma expansdo das
projecdes ipsolaterais dentro da camada ventral do SGS (Figura 10 A-D) e
amplifica o efeito plastico induzido pela lesdo de retina temporal, conforme

ilustrado na (Figura 10 E-F) (Campello-Costa e colaboradores, 2000).

Figura 10: Fotomicrografia de campo escuro ilustrando cortes coronais
do coliculo superior de animais submetidos ao tratamento
intraperitoneal com salina (A,C,E) ou com Narg (B,D,F). (A —D) Animais
normais tratados entre os dias DPN 5 — 8 (A,B) ou DPN 9 — 12 (C,D); (E,F)
Animais submetidos a lesdo de retina (LR) contralateral em DPN21. Notar o
aglomerado de marcagao superficial bastante evidente 1 semana apés a LR
no animal tratado com Narg (Campello-Costa e colaboradores., 2000).

O AA é formado a partir da ativagdo da PLA; e devido a seu carater
lipidico, parece desempenhar importantes papéis como sinalizador retrogrado na
ativacao de sistemas enzimaticos como PKC, GAP-43 que estdo implicadas em

extensdo de neuritos e plasticidade sinaptica (Akiyama e colaboradores., 2004;
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Geddis e colaboradores., 2004; Schmidt e colaboradores., 2003; Coffey e
colaboradores., 1994). Recentemente nosso grupo demonstrou que o bloqueio
farmacoldgico da sintese de AA ou de leucotrienos abole a estabilizacdo das
sinapses retinotectais a partir da quarta semana do desenvolvimento, além de
amplificar a resposta plastica induzida por lesdo de retina contralateral (Campello-
Costa el al., 2006) (Figura 11). Estes estudos sao corroborados com outros mais
recentes que mostram que a deficiéncia nutricional de acidos graxos essenciais
desde o periodo embrionario promove, no animal maduro, um rompimento das
conexodes retinotectais (Velasco, 2009 — dissertacao de mestrado).

Em conjunto estes dados sugerem que apds o final do periodo critico,
ocorre uma troca nos mensageiros retrogrados que estabilizam as conexdes

retino-tectais.

Figura 11: Fotomicrografia de campo escuro ilustrando cortes do
coliculo superior de animais submetidos ao tratamento intraperitoneal
entre os dias DPN 20 — 27 com salina (A,C) ou Mepacrina (B,D). Notar a
presenca de muitas fibras por todas as camadas do CS e o rompimento
topografico com fibras se estendendo para regides caudais do coliculo
(Campello-Costa e colaboradores., 2006).
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Sistemas de neurotransmissores/neuromoduladores também estdo
presentes no coliculo superior e sdo capazes de interferir com a organizagao da
via retino-colicular. A inervagdo serotoninérgica oriunda dos nucleos da rafe
aparece no coliculo de forma paralela com o desenvolvimento dos axoénios
retinotectais (Rhoades e colaboradores, 1990). Dados do Laboratério mostram
que o aumento na disponibilidade sinaptica de serotonina através de tratamento
farmacolégico com a fluoxetina, um inibidor seletivo da recaptagdo deste
neurotransmissor, promove um rompimento da topografia retinotectal (Bastos e
colaboradores, 1999). Por outro lado, a redugédo nutricional de triptofano, o
precursor da serotonina, reduz os niveis de serotonina nos nucleos da rafe e leva
a um atraso no desenvolvimento da via retinotectal (Gonzalez e colaboradores,

2008; Penedo e colaboradores, 2009) (Figura 12).

Figura 12: Fotomicrografia de campo escuro ilustrando cortes em
orientacdo parassagital do coliculo superior de animais submetidos a
dietas controle (A) ou restrita (B) em triptofano, aminoacido essencial,
precursor da serotonina. Notar a expansao das projegdes ipsolaterais para
regides mais caudais do coliculo em relagdo ao tratado com a dieta controle
(Gonzalez e colaboradores, 2008).

Um neuromodulador importante no sistema nervoso é a adenosina

(Fredholm e colaboradores, 2005). Nosso laboratério tem tido particular interesse
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em estudar o papel da adenosina no desenvolvimento da topografia retinotectal.
Dados recentes demonstram que a adenosina age, em fases precoces do
desenvolvimento retinotectal, sobre receptores A1, que modulam negativamente a
transmissao sinaptica e favorecem a emissdao de colaterais axonais. O
amadurecimento da via retino-colicular ocorre simultaneamente com a troca dos
receptores A1 por receptores A,,, facilitadores da transmisséo, o que termina por
estabilizar essas sinapses. O aumento na disponibilidade de adenosina na fenda
sinaptica, dentro do periodo critico, onde a expressao de A € mais forte, promove
expansao das projecOes retinianas (Figura 13), enquanto que o0 mesmo
tratamento apds o periodo critico ndo altera o padrao de conectividade retiniana,
provavelmente pelo aumento da forga sinaptica induzida pela maior ativagcao de
receptores Az, (Gomes e colaboradores, submetido; Gomes e colaboradores., em

preparagao).

Figura 13: Fotomicrografia de campo escuro ilustrando cortes em
orientacdo parassagital do coliculo superior de animais DPN14 tratados
com EHNA. (A, C) Projecéo ipsolateral de animais tratados com veiculo
apresentam aglomerados de marcacgéo terminal (setas) na regido anterior do
coliculo. (B, D) Apds tratamento com EHNA, um inibidor da adenosina
deaminase, os animais apresentaram aumento na densidade de marcacéao
terminal por todas as regides do coliculo superior, incluindo regides caudais
(cabeca de setas). O asterisco mostra a regido pré-tectal. Escala 500 ym
(Gomes e colaboradores., submetido).
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Outras moléculas que sabidamente modulam fenébmenos plasticos
no sistema nervoso também vém sendo investigadas no nosso modelo de estudo.
Oliveira-Silva e colaboradores investigaram como o remodelamento da matriz
extracelular influencia o desenvolvimento retinotectal. Em um trabalho recente, foi
demonstrado que a aplicacéo local de um inibidor de metaloprotease-9, o DM-43
sobre o CS modifica o padrao dos aglomerados de marcagao ipsolateral, que
passa a se concentrar mais em regides laterais que em mediais, exibindo um
padrao imaturo de fibras (Oliveira-Silva e colaboradores, 2007) (Figura14) .

Mediadores inflamatoérios também parecem modular a plasticidade natural
do sistema retinotectal. Outro trabalho demonstrou que a utilizagao intraocular de
uma citocina pro-inflamatéria, interleucina-2, leva a uma expansao dos axénios
retinianos no coliculo superior (Araujo e colaboradores, FESBE 2009; Campello-

Costa e colaboradores., SfN 2009) (Figura 14).

Figura 14: Fotomicrografia de campo escuro ilustrando cortes do
coliculo superior de animais submetidos ao ELVAX contendo PBS ou
DM-43 (acima) e animais submetidos a injecao intraocular com PBS ou
IL-2 (abaixo). Notar a maior expansao nas condicdes experimentais em
relagao aos respectivos controles
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1.6 GAP-43

A proteina associada ao crescimento de 43 kd (GAP-43) foi abordada pela
primeira vez em 1976, em um trabalho que mostrava fosfoproteinas da sinapse
sendo moduladas por horménio adrenocorticortropico (ACTH) (Zwiers e
colaboradores, 1976). Ao longo de trés décadas de estudos, porém, muitas
funcbes dessa proteina foram elucidadas, tais como crescimento e
direcionamento axonal, formacao de filopddios, participacdo em processos de
LTP, modulagao da liberacdo de neurotransmissores e endocitose, participeo
assim, de processos como o desenvolvimento do sistema nervoso, plasticidade
reativa, regeneragido axonal e armazenamento de memorias (Oestreicher, 1997).

O gene da GAP-43 é composto por 3 exons. O primeiro éxon codifica os 10
primeiros aminoacidos N-terminais, entre eles a metionina 1 e a leucina 2 que
permitem o reconhecimento das cisteinas 3 e 4 pela palmitoiltransferase, o que é
importante para insergcdo da GAP-43 em membranas celulares; e as argininas das
posicdes 6 e 7 e a lisina 9, responsaveis pela sua manutengdo na membrana. O
primeiro éxon ainda codifica a regido responsavel pela ligacdo as proteinas GO e
Gi na membrana plasmatica (Liang e colaboradores, 2002; Nakamura e
colaboradores, 1998). O éxon 2 contém a maior parte codificada da proteina,
correspondente aos aminoacidos entre a posicdo 11 e 197. Entre eles esta a
serina 41, principal alvo pré-sinaptico da PKC, e o sitio de ligagdo a calmodulina,
que corresponde dos aminoacidos 39-56 (He e colaboradores, 1997; Chapman e
colaboradores, 1991). O éxon 3 codifica a sequéncia que codifica os 29
aminoacidos C-terminais da proteina, possuindo um dominio F, que deve interagir

com componentes do citoesqueleto (Oestreicher e colaboradores, 1997).
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A transcricao do gene da GAP-43 esta sob controle de um promotor atipico
presente nos 235 pares de base imediatamente anteriores ao seu gene. O sitio
mais comum de transcricdo localiza-se a 52-56 nucleotidios do cdédon de iniciagao
(Denny, 2006). A expressao do gene é regulada por fatores de transcrigdo do tipo
basic helix-loop-helix, sendo sua expressao estimulada ou reprimida dependendo
do fator ligante (Chiaramello e colaboradores, 1996). Sua expressdao €
predominante de neurbnios, devido a presencga do elemento repressivo da GAP-
43, sendo expressa também em células gliais em situagdes de injuria tecidual
(Woolf e colaboradores, 1992).

O RNA mensageiro da GAP-43 possui uma meia-vida curta, de cerca de 5-
6 horas, mas pode ser estabilizado pela ligagdo de proteinas especificas, como a
HuD e ARPP 19, na sua regido 3’ nao traduzida, estendendo sua meia-vida até 30
horas, o que permite seu acumulo e traducdo (Irwin e colaboradores, . 2002;
Pascale e colaboradores, 2005).

A GAP-43 é sintetizada, predominantemente, no corpo celular de
neurdnios, e contém 226 aminoacidos. A proteina quase nao possui estrutura
secundaria por conta de sua composi¢cao singular de aminoacidos: muitos
eletricamente carregados e poucos hidrofébicos. Assim que sintetizada, a GAP-43
€ palmitoilada e incorporada as membranas celulares. Em um primeiro momento,
a GAP-43 sera incorporada a via secretora precoce do complexo de Golgi,
incorporada a rafts lipidicos e, subseqlentemente, enviada para o cone de
crescimento pelo sistema de transporte vesicular (Neve e colaboradores, 1998;
Moya e colaboradores, 1988; Arni e colaboradores, 1998; Denny, 2006).

No cone de crescimento, a vesicula contendo GAP-43 sera incorporada a

membrana plasmatica de forma que a GAP-43 fique na interface citoplasmatica.
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Entdo, a GAP-43 presente, principalmente, em rafts lipidicos interage
eletrostaticamente com PIP2, de forma a concentra-los nos mesmos rafts (Tong e
colaboradores, 2007). No cone de crescimento, a GAP-43 também interage com a
calmodulina, em baixos niveis de calcio, concentreo essa proteina proxima a
membrana plasmatica (Gamby e colaboradores, 1996). A GAP-43 interage
também com importantes elementos do citoesqueleto, como F- e G-actina (He e
colaboradores, 1997), neurofilamentos e microtubulos (Riederer e colaboradores,
1999; Nguyen e colaboradores, 2009). Além dessas, ela interage também com
proteinas importantes no controle do citoesqueleto, como a proteina associada ao
microtubulo do tipo 2 (MAP-2) e a espectrina (Chakravarthy e colaboradores,
2008; Riederer e colaboradores, 1999), e com a rabaptina-5, importante no
processo de endocitose (Neve e colaboradores, 1998). A GAP-43 interage, ainda,
com a proteinas G timérica, dos tipos GO e Gi intracelularmente, facilitando suas
ativagdes (Nakamura e colaboradores, 1998). Todas essas interagdes sugerem a
participacado da proteina em importantes fungcdes neuronais, como crescimento e
direcionamento axonal e modulagédo da liberagdo de neurotransmissores (Denny,
2006).

De fato, diversos trabalhos mostraram o papel da GAP-43 no crescimento
neuritico e axonal. Estudos em culturas de células variadas, como células da
hipéfise anterior, PC12 e L929, que nao apresentam GAP-43, foram levadas a
emitir neuritos quando transfectadas com a proteina ou diversas variacdes dela
(Gamby e colaboradores, 1996; Laux e colaboradores, 2000; Korshunova e
colaboradores, 2007). Corroborando com esses dados, células de neuroblastoma,
que expressam GAP-43 constitutivamente e emitem neuritos, ao receberem

anticorpos anti-GAP-43, ndo apresentaram neuritogénese (Shea e colaboradores,
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1991). Experimentos in-vivo mostraram a importancia da GAP-43 no elongamento
e regeneragdo axonal. Ratos com esmagamento de nervo periférico
apresentaram regeneragao axonal, com concomitante aumento na expressao de
GAP-43, enquanto que ratos que tiveram essa regeneragdo atrasada por
tratamento com fator neurotréfico do nervo (NGF), tiveram uma menor expressao
dessa proteina (Hirata e colaboradores, 2002). De forma semelhante,
camundongos transfectados com GAP-43 sem o dominio efetor da proteina
mostraram atraso na regeneracao do nervo periférico apds esmagamento (Laux e
colaboradores, 2000). Experimentos com implante de canal de células de
Schwann apds lesdo de medula espinhal em ratos adultos mostrou regeneragao
axonal acompanhada por re-expressao de GAP-43 nos ax6nios em crescimento
(Hsu e colaboradores, 2005). Outro trabalho interessante mostrou que a
regeneragao do axénio central de neurénios do ganglio da raiz dorsal pode ser
induzida por sec¢ado simultdnea do axoénio periférico, sugerindo que a lesao
periférica promova a expressdao da maquinaria genética necesséaria a
regeneragao; e, além disso, animais que super-expressam GAP-43 e CAP-23
apresentam regeneragao do axénio central mesmo na auséncia da lesdo do ramo
periférico (Bomze e colaboradores, 2001). A regeneragao de axénios das CGRs
induzido por oncomodulina apés esmagamento de nervo éptico também envolve a
re-expressao de GAP-43 (Yin e colaboradores, 2006).

Diversos trabalhos tém mostrado crescimento neuritico em resposta a
moléculas do ambiente como SDF-1, ATP, tenascina-c, netrina-1 e NCAM-180-
envolvendo ativagcao de PLC com subsequente hidrélise de PIP, e ativagao de
PKC e CaMK (Xiang e colaboradores, 2002; Lakshmi e Joshi, 2006; Korshunova e

Mosevistski, 2008; Michele e Faissner, 2009; Xie e colaboradores, 2006). A GAP-
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43 no cone de crescimento localiza-se em rafts lipidicos ricos em proteina cinase
C e PIP; (Botto e colaboradores, 2007; Laux e colaboradores, 2000). Durante o
crescimento neuritico, a hidrélise do PIP, promove a liberagdo de seus ligantes
cofilina, gelsolina e profilina, que por sua vez, estimulam a sintese de filamentos
de actina (Denny, 2006). A GAP-43 também ¢ liberada e fosforilada pela PKC -
que foi ativada pelo DAG e IP3 gerados pela hidrdlise do PIP,, liberando a
calmodulina de seu sitio de interacdo, que pode, entdo, ativar a CaMK (He e
colaboradores, 1997; Gamby e colaboradores, 1996). Foi mostrado que a
fosforilagdo da GAP-43 promove uma re-alocacdo subcelular da proteina, que
passa de rafts para o citoesqueleto (Tejero-Diez, 2000). A GAP-43 néo fosforilada
liga-se a F-actina inibindo a polimerizacdo de filamentos e a G-actina,
concentrando os monémeros no cone de crescimento para uma futura extensao
neuritica, enquanto que a GAP-43p liga-se lateralmente a filamentos de actina,
estabilizando-os, o que vem a favorecer a extensdao de filopédios (He e
colaboradores, 1997). Queo o cone de crescimento forma um filopddio, o
citoesqueleto de microtubulo subjacente é guiado ao longo deste a fim de formar
uma protrusdo estavel, e esse crescimento neuritico parece envolver a ligagéo da
GAP-43 néo-fosforilada a microtubulos (Dehmelt e Halpain, 2003; Nguyen e
colaboradores, 2009).

Seu papel no direcionamento axonal foi elegantemente mostrado por
estudos com camundongos nocautes para a proteina GAP-43. Nestes animais,
houve uma falha nos axénios serotoninérgicos em inervar o cértex e o hipocampo
€ uma inervagao maior que o normal no talamo (Donovan e colaboradores, 2002).
Além disso, esses animais ndo formam a comissura anterior, a comissura

hipocampal e o corpo caloso. Animais heterozigotos para a expressdo da GAP-43
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também falham na formacgao da comissura hipocampal e do corpo caloso (Shen e
colaboradores, 2002). Camundongos nocaute para GAP-43 n&o apresentaram a
representacado das vibrissas na camada IV do cértex somatossensorial (Maier e
colaboradores, 1999; Mcllvain e colaboradores, 2003; Mcllvain e McCasle, 2006).
Dubroff e colaboradores (2005) mostraram que camundongos nocaute para GAP-
43 apresentaram ruptura da organizacédo topografica da camada IV do cértex
somatossensorial, visto que estimulacdo de uma unica vibrissa ativava neurdnios
de regides diferentes no cortex, e uma mesma regido cortical era ativada por
diversas vibrissas. Além disso, animais heterozigotos apresentaram atraso na
formacdo dos cortices de barrii em comparagdo aos controles, além de
arborizagdes anormais dos axoénios talamo-corticais (Maier e colaboradores,
1999; Mcllvain e colaboradores, 2003; Mcllvain e McCasle, 2006).

O sistema retino-colicular também depende da GAP-43 para o correto
enderecamento de suas projegoes. Os axbnios das CGRs, ao sair do olho, tomam
trés vias diferentes. Cerca de 95% das proje¢des decussam e inervam o coliculo
superior contralateral, 5%, provenientes da retina temporal inferior inervam
aglomerados na camada ventral do SGS do coliculo superior ipsolateral, e umas
poucas projecdes podem crescer para a regidao imatura do hipotalamo. Os
animais nocautes para GAP-43 apresentavam nervos Opticos menores, com
menor numero de neurbnios mielinizados e menor quantidade de células
ganglionares da retina. Além disso, apresentavam uma inervagao
desproporcionalmente aumentada das regides hipotalamicas. Os nervos Opticos
dos camundongos nocautes para GAP-43 apresentam falha no seu
direcionamento, com 56% deles formando projec¢des bilaterais para ambos os

tratos Opticos, 6% formando uma projecao predominantemente ipsolateral e em
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38% os nervos 6pticos ndo conseguiram prosseguir do quiasma o6ptico. A injecao
de peroxidase de raiz forte na camara posterior do olho revelou inervacao
inespecifica em ambos os coliculos superiores, sem a preferéncia contralateral
dos animais normais; enquanto que a injegdo no coliculo superior revelou
inespecificidade da inervagdo proveniente da retina, que vinham igualmente de
qualquer regido de ambas as retinas, ao contrario dos controles (Zhu e
colaboradores, 1999).

Trabalhos com animais selvagens também mostraram a importancia da
GAP-43 no desenvolvimento da via retino-colicular de roedores. Moya e
colaboradores (1988) mostraram que neurdnios retino-tectais apresentam um alto
nivel de transporte axonal da GAP-43 durante as duas primeiras semanas pos-
natal. De forma semelhante, um estudo imunohistoquimico mostrou marcagao
extensamente distribuida por toda a extensdo desses axdnios na primeira semana
pods-natal, e localizada na neurdpila do coliculo superior na segunda semana,
desaparecendo em sequéncia (Moya e colaboradores, 1989).

O mecanismo molecular pelo qual a GAP-43 modula o direcionamento
axonal parece estar associado a sua interagdo e modulacdo das proteinas G
triméricas Go e Gi. Trabalhos recentes mostraram que os comportamentos de
direcionamento de cones de crescimento em resposta a pistas do microambiente
sao inibidos pelo tratamento com toxina pertussis, um inibidor das proteinas GO e
Gi (Xiang e colaboradores, 2002). A GAP-43 interage com a proteina G e modula
sua atividade (Vitale e colaboradores, 1994). Trabalhos mostraram que a GAP-43
potencia a via estimulada pela proteina G (Strittmatter e colaboradores, 1993,

1994), potenciando também, alteragdes morfoldgicas, como, colapso do cone de
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crescimento, crescimento neuritico e emissdao de filopédios (Strittmatter e
colaboradores, 1994a; 1994b).

A importancia da GAP-43 na modulagdo da liberacdo de
neurotransmissores foi mostrada por diversos trabalhos na segunda metade da
década de 90. Células AtT-20 transfectadas com o gene da GAP-43
apresentaram maior liberacdo de beta-endorfina quando despolarizadas (Gamby
et al, 1996b), sendo essa liberagao regulada por interagdes protéicas e alteragdes
pos-traducionais, como fosforilagdo e palmitoilagdo (Gamby e colaboradores,
1996; Neve e colaboradores, 1998; lannazzo, 2001). Corroborando com esses
dados, anticorpos anti-GAP-43 diminuiram a secre¢cao de neurotransmissores de
sinaptossomos de cortex cerebral de ratos derivados de vesiculas densas ou nao
(Hens e colaboradores, 1998).

No terminal axonal, a GAP-43 encontra-se ligada a calmodulina,
principalmente em membranas, como a membrana plasmatica, endossomas e
vesiculas sinapticas (Gamby e colaboradores, 1996; Neve e colaboradores,
1998). Quando uma despolarizagéo atinge esse terminal ocorre um influxo de
calcio que favorece a ativagao da PKC, que por sua vez, promove fosforilagao da
GAP-43. A fosforilacdo e o aumento da concentragdo de calcio promovem a
dissociacao entre a GAP-43 e a calmodulina que, subsequentemente, ativa a
CaMK. CaMK ativada pode fosforilar sinapsina-1, promovendo a liberacao de
vesiculas sinapticas do citoesqueleto de actina para as zonas ativas, sitio de
liberagdo de neurotransmissores (Gamby e colaboradores, 1996; lannazzo e
colaboradores, 2000). Foi mostrado também, que a GAP-43 queo desligada da

calmodulina promove um aumento da endocitose de vesiculas sinapticas e
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diminui o tamanho dos endossomos, 0 que poderia também modular esta
liberagao de neurotransmissores (Neve e colaboradores, 1998).

A remocao da GAP-43 e de seus efeitos é realizada através de clivagem
pelo sistema de ubiquitina/proteossomo. A fosforilagdo da proteina e suas
interacdes com a membrana plasmatica e a calmodulina inibem o processamento
pelo proteossomo (Denny e colaboradores, 2006).

Os efeitos biolégicos da GAP-43 sugerem importante participagdo no
desenvolvimento do sistema nervoso. De fato, a expressdao da GAP-43 é
altamente regulada durante o desenvolvimento. A marcagao para GAP-43 é
intensa por todo o cérebro em axdnios e neurdpila durante um periodo que se
estende desde a embriogénese até a primeira semana pés-natal, queo a
mielinizacdo e a estabilizacdo sinaptica promovem uma drastica diminuicido na
sua expressao (Oestreicher e colaboradores, 1997). No cérebro adulto, a GAP-43
permanece expressa em altos niveis em regides de grande plasticidade sinaptica
como o cortex cerebral e regides subcorticais envolvidas com a integragcédo e
controle de comportamentos e emocgdes, como o0 nucleo caudado-putdmen,
tubérculo olfatério, nucleo acumbens, septo ventro-lateral, hipotalamo medial,
area pré-optica, estria terminal, amigdala e hipocampo, também conhecido por
seu papel no estabelecimento de memorias (Benowitz e colaboradores, 1988;
Neve e colaboradores, 1988). Este padrdo temporal de expressao é condizente
com seu papel no crescimento e direcionamento axonal, assim como sua re-
expressao em casos de regeneragao axonal e plasticidade reativa exemplificados
anteriormente.

O fenbmeno de armazenamento de memdrias no hipocampo envolve o

processo conhecido como LTP, do qual a GAP-43 participa. Foi mostrado que a
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indugao de LTP por estimulacao tetanica da via perforante modula a transcricao
do RNAm da GAP-43, promovendo sua sintese nas fibras musgosas e diminuindo
em CA3 (Namgung e colaboradores, 1997). Foi mostrado também que o
aprendizado espacial aumenta rapidamente a expressdo da proteina HuD, que
estabiliza o RNAm da GAP-43. Com isso, aumenta subsequentemente a
expressdo da proteina GAP-43 (Pascale e colaboradores, 2004). Um trabalho
recente trouxe uma nova visdo para a super-expressdo da GAP-43 no
aprendizado, mostrando que camundongos transgénicos com uma
superexpressao moderada da GAP-43 apresentam melhora no armazenamento
de memoria espacial, enquanto que animais com uma super-expressao
exacerbada apresentam déficits (Holahan e colaboradores, 2007). A fosforilagdo
da GAP-43 pela PKC parece modular os processos de LTP, e consequentemente,
0 armazenamento de memodrias. Camundongos transgénicos que super-
expressam GAP-43 na sua forma pseudo-fosforilada apresentam aumento na LTP
e maior facilitagdo de pulso pareado (Hulo e colaboradores, 2002).
Recentemente, Holahan e colaboradores (2008) mostraram que camundongos
transgénicos que super-expressam a GAP-43 selvagem, pseudo-fosforilada ou
n&o-fosforilavel modulam o armazenamento de formas diferentes de memdrias. A
super-expressao de GAP-43 selvagem promove uma capacidade de aprendizado
superior e flexivel; a super-expressao da forma pseudo-fosforilada apresenta um
aprendizado inflexivel, com dificuldade de alterar o comportamento frente a
situacoes diferentes; e a GAP-43 nao-fosforilavel apresenta dificuldade de
retencdo de memodrias. Tem sido demonstrado recentemente que a ativagcao do
receptor dopaminérgico D1 promove o acoplamento entre o fenbmeno de LTP e a

expressao de GAP-43 no modelo de estimulagao do colateral de Schaffer. Chirwa
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e colaboradores (2005) mostraram que tanto a LTP induzida por estimulos
tetdnicos quanto a expressdo aumentada de GAP-43 em CA1, CA3 e giro
denteado dependem da estimulacdo desse receptor. Posteriormente, Williams e
colaboradores (2006), mostraram que tratamento sistémico com um agonista
desse receptor concomitante com estimulagcdo de baixa frequéncia é capaz de
induzir aumento na expressao da GAP-43 e LTP no hipocampo.

Em conjunto, estes resultados demonstram a importancia da proteina GAP-
43 nao apenas para orientacdo de crescimento axonal necessaria durante o
desenvolvimento e em fendbmenos plasticos e de regeneragao, mas também para
estabilizacdo de conexdes neurais através de seu controle sobre a liberacdo de
neurotransmissores. Dessa forma, fica clara a necessidade de mais estudos para
esclarecer possiveis moduladores da expressdo da GAP-43 bem como de seu

papel funcional em outras areas do sistema nervoso central.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho investiga a expressdo e modulagao da isoforma fosforilada da
proteina GAP-43 (GAP-43p) no coliculo superior.

Utilizamos o método de western blot para acessar a expressao de GAP-
43p nas camadas superficiais do coliculo superior de ratos Lister Hooded durante
seu desenvolvimento normal ou sob procedimentos experimentais que induzem
reorganizagao anatdomica das projecgdes retinotectais.

Portanto, analisamos:

v A ontogénese da GAP-43p nas camadas visuais do coliculo superior;

v" A expressao da GAP-43p no coliculo superior apds enucleagdo monocular
dentro (DPN10) e ao final do periodo critico do desenvolvimento
retinotectal (DPN21);

v O efeito do tratamento sistémico com Dipiridamol, um inibidor do
transportador equilibrativo de adenosina, dentro (DPN 9-13) e ao final do
periodo critico (DPN 20-27);

v O efeito do tratamento sistémico com L-nitro-Arginina, um inibidor da
sintese do 6xido nitrico, dentro do periodo critico (DPN 9-12);

v' O efeito do tratamento sistémico com Quinacrina, um inibidor da sintese

do acido araquiddnico, ao final do periodo critico (DPN 20-27);
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS:

Os animais utilizados ao longo desse estudo foram ratos
pigmentados da linhagem Lister Hooded entre o dia do nascimento (DPN 0) e a
décima semana poés-natal (DPN 70). Para investigar os objetivos propostos na
secao anterior, realizamos diferentes manipulacbes experimentais indutoras de
plasticidade retinotectal. A expressao da isoforma fosforilada da proteina GAP-43
foi acessada no coliculo superior através da técnica bioquimica de Western Blot.
Os procedimentos experimentais estdao de acordo com as normas de utilizagao de
animais de laboratério do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal)
e com normas internacionais de experimentagcao animal e foram aprovados pelo
comité de experimentacao animal da UFF. Os animais foram mantidos no biotério
experimental do Departamento de Neurobiologia, com controle de ciclo
claro/escuro sob ambiente ventilado e climatizado. Para procedimentos
experimentais os animais foram anestesiados por inalacdo de uma mistura éter e
agua destilada (1:1) em uma camara anestésica onde o animal ndo entra em
contato direto com a mistura. Os procedimentos anestésicos foram monitorados
de forma a evitar o sofrimento respiratorio dos animais. O nivel anestésico foi

monitorado pela auséncia de reflexos corneanos.
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3.2 TRATAMENTO SISTEMICO:

Diferentes drogas indutoras de plasticidade retinotectal foram
administradas aos animais através de inje¢cdes intraperitoneais diarias. Os
tratamentos dentro do periodo critico tiveram duracéo de quatro dias, enquanto os
tratamentos apods este periodo duraram oito dias.

Dentro do periodo critico, entre DPN 9 e DPN 12, os animais foram
tratados com L-nitro-arginina (um inibidor da sintese do mensageiro retrogrado
Oxido Nitrico) ou Dipiridamol (um inibidor do transportador equilibrativo de
Adenosina). Fora do periodo critico, os animais foram tratados com Quinacrina
(um inibidor da sintese do mensageiro retrégrado Acido Araquidénico) ou
Dipiridamol entre DPN 20 e DPN 27. Em todos os grupos os animais controle
receberam inje¢cdes contendo o veiculo da droga correspondente. No caso dos
animais tratados com inibidores dos mensageiros retrégrados, o veiculo foi a

salina; e nos tratados com dipiridamol, o veiculo foi 6leo de oliva.

3.3 ENUCLEACAO MONOCULAR:

Um grupo de animais foi submetido a enucleagdo monocular do olho
esquerdo no DPN 10 ou no DPN 21, conforme previamente descrito (LUND e
colaboradores., 1980). Resumidamente, os animais foram anestesiados com
vapor de uma solugao éter/agua na proporgao 1:1. Os animais que receberam a
enucleacao tiveram a musculatura intrinseca do olho seccionada com auxilio de
uma tesoura e o globo ocular, retirado. Na cavidade ocular, um pedago de gel
foam foi inserido, e as palpebras seladas com gel de cianoacrilato. Apds a

recuperacao dos efeitos da anestesia, os animais foram devolvidos ao biotério. O
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grupo de animais enucleado em DPN 10 recebeu uma sobrevida de 12, 24, 48 ou
72 horas, enquanto o grupo enucleado em DPN 21 recebeu 1, 2 e 3 semanas de

sobrevidapés-enucleacéo.

CS CS
Deaferentado Controle

O.D.

Figura 15: Esquema ilustrando o modelo de enucleag&do monocular.

3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA WESTERN BLOT:

Os animais foram anestesiados por inalagcdo continuada de uma solugcao
éter/agua na proporgdo 1:1, foram sacrificados por decapitagdo e tiveram as
camadas superficiais do coliculo superior dissecadas com uma lamina de bisturi
n° 15. O tecido foi, entdo, macerado em tampao Tris-HCL 50mM pH 7,4 em
ambiente refrigerado (0°C) e submetido a centrifugagéo por 2 minutos a 15000
rotacbes por minuto a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
(correspondente as fracbes de membrana), ressuspendido em 25 microlitros de
tampao de amostra (Tris-HCL + Glicerol + SDS + (-mercaptoetanol + agua) para
cada coliculo superior. No caso dos animais submetidos a enucleagcdo monocular,
os coliculos superiores de um mesmo animal foram separados em dois grupos,

baseado na distribuicdo desigual das proje¢cdes retinianas em cada coliculo
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superior: o coliculo ipsolateral a enucleagado (controle interno) e o contralateral

(lado deaferentado).

3.5 DOSAGEM DE PROTEINAS

A fim de acessar a quantidade total de proteina presente em cada amostra,
realizamos dosagem de proteinas pelo método colorimétrico de Bradford que
utiliza a albumina de soro bovina como proteina padrao (Bradford, 1976). Apds a
dosagem, as amostras receberam 10% do seu volume de azul de bromofenol e

em seguida foram armazenadas refrigeradas a -70°C.

3.6 WESTERN BLOT

O protocolo de western blot foi realizado com o objetivo de acessar a
expressao da proteina GAP-43p em extratos das camadas visuais do coliculo
superior. Para isso, aplicamos um volume de amostra correspondente a 45
microgramas de proteina em cada raia do gel SDS/PAGE 10%. Posteriormente,
as amostras foram separadas por peso molecular através de eletroforese com
corrida continua e amperagem de 30 mA. As proteinas que foram separadas por
peso molecular na etapa anterior, foram entéo, transferidas para uma membrana
de PVDF através de eletroforese com voltagem fixa entre 45mV e 60mV durante
uma hora. A eficacia da transferéncia era observada através da revelacao das
proteinas na membrana feita com o vermelho de Ponceau. Em seguida, realizava-
se incubacao da membrana com TBS-T + 5% leite por 2 horas a fim de bloquear
os sitios inespecificos. Apds o bloqueio, as membranas foram incubadas
overnight com o anticorpo anti-GAP-43p policlonal de cabra (1:800,Santa Cruz).

No dia seguinte, a membrana foi lavada com TBS-T por 3 vezes de 10 minutos e
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foi incubada por 1 hora e 30 minutos com o anticorpo policlonal anti-cabra
conjugado a HRP (1:3000 Amersham Bioscience). Apds a incubagdo, a
membrana foi lavada por 3 vezes de 10 minutos com TBS-T e incubada com o
reagente fluorescente ECL para posterior revelagao em filme radiografico.

A fim de provar que todas as raias foram carregadas igualmente com 45
microgramas de proteina, foi realizado protocolo de stripping da membrana com
uma solugao de Glicina 0,2M pH 2,2 durante 30 minutos, para remover os
anticorpos ligados a membrana. Apés isso, a membrana foi submetida a etapa de
bloqueio, incubagdo com anticorpo anti-ERK policlonal de camundongo (1:6000
Santa Cruz) overnight, lavagens em TBS-T, incubagdo com anticorpo anti-
camundongo conjugado a HRP (1:5000 Amersham Bioscience)) e revelagao com

kit ECL e exposicao a filme radiografico, da mesma forma previamente descrita.
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4 ANALISE DOS RESULTADOS

Apds a revelagao, os filmes foram digitalizados utilizando o programa
Adobe Photoshop CS3 e foi realizada a analise de densidade éptica das bandas
no software Scion Image. Os resultados da analise da densidade Optica foram
plotados no programa Prism 4.0, onde faziamos os graficos e a analise estatistica
através de teste-t ou o ANOVA-one way com pos-teste de Tukey. As diferengas

foram consideradas significativas para p < 0,05.
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5 RESULTADOS:

Conforme vem sendo descrito nas ultimas trés décadas, a GAP-43 é uma
proteina localizada no terminal axonal, em particular, no cone de crescimento
(Moya e colaboradores, 1988) e esta associada ao crescimento, direcionamento
axonal e liberagdo de neurotransmissores (Perrone-Bizzozero e colaboradores,
1986; Shea e colaboradores, 1991). Sua expressdo € regulada durante o
desenvolvimento (Moya e colaboradores, 1988), diminuindo em areas onde a
plasticidade neural intrinseca é pequena, e permanecendo em altos niveis em
locais onde ha constantes processos plasticos, como o hipocampo e o cortex
(Benowitz e colaboradores, 1988; Neve e colaboradores, 1988). A forma
fosforilada da GAP-43 vem sendo particularmente envolvida com o crescimento
neuritico (Gamby e colaboradores, 1996), direcionamento axonal (Meiri e
colaboradores, 1998) e liberagao de neurotransmissores (Hulo e colaboradores,
2002). Portanto, neste trabalho procuramos analisar a expressdao da GAP-43p
durante o desenvolvimento normal e sua possivel modulagao apds procedimentos
experimentais que sabidamente induzem reorganizagao anatdémica das proje¢des

retinotectais de ratos.

5.1 ONTOGENESE DA GAP-43p NAS CAMADAS SUPERFICIAIS DO

COLICULO SUPERIOR

O desenvolvimento das projegdes retinotectais de ratos inicia-se na vida

embrionaria e é concluido apés o nascimento do animal. A formagado dos
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primeiros contatos sinapticos no Stratum Griseum Superficiale ocorre no dia
embrionario 17(E17) (Horsburgh e Sefton, 1986; Lund e Lund, 1976). Dados da
literatura demonstram que o pico de sinaptogénese ocorre imediatamente antes
da abertura dos olhos, o que, em ratos, ocorre por volta de DPN 12 — DPN 13.
Entretanto, até o dia pds-natal 30 (DPN30) ainda é possivel observar sinapses em
formagdo na via retinotectal (Warton e McCart, 1983). Assim, estudamos a
expressao da isoforma fosforilada da GAP-43 (GAP-43p) durante a formacgéo e
maturagao destas projecoes, de forma a investigar sua participagdo em processos
relacionados a eventos-chave para o desenvolvimento do sistema visual destes
animais.

A primeira idade estudada foi o primeiro dia pdés-natal (DPN 0). Ao
nascimento, as projegdes retino-coliculares cobrem todo o eixo antero-posterior,
meédio-lateral e as laminas das camadas visuais do coliculo superior ipsolateral,
com muitas projecbes inespecificas (Serfaty e Linden, 1994; Serfaty e
colaboradores, 2005). Em seguida utilizamos animais DPN 7, que ja apresentam
outros inputs no coliculo tais como as aferéncias cortico-tectais e também pode-
se observar atividade elétrica espontanea pds-sinaptica (Torborg e Feller, 2005).
Nesta primeira semana, ocorre a eliminagdo dos ramos posteriores a zona
terminal numa sequéncia rostro-lateral para caudo-medial, confinando as
projecdes ao tergo rostral do CS (Serfaty e Linden, 1994) e poucas sinapses sao
encontradas (Lund e Lund, 1971). No DPN 10 encontramos um padrdo de
organizacédo semelhante ao do animal adulto, com aglomerados na borda ventral
do SGS, porém ainda é um periodo de intensa plasticidade (Serfaty e
colaboradores., 2005). Ja no DPN 14, os animais estdo passando por uma

importante etapa, pois este € o periodo em que ocorre a abertura dos olhos, e
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assim, se inicia a atividade evocada, que leva a maior ativagado da via visual (Itaya
e colaboradores., 1995; Molotchnikoff e Itaya, 1993). Os animais com DPN 28 séo
ainda jovens, mas ja apresentam um padrdao de conexdes similar ao que é
encontrado em animais adultos, ou seja, com uma circuitaria com mais
estabilidade sinaptica. Fendmenos plasticos ainda sdo observados, porém de
modo mais lento (Campello-Costa e colaboradores.,2006.; Serfaty e
colaboradores., 2005). Por volta do DPN 42 ocorre a maturagéao sexual e com isso
ha uma consideravel alteracdo sistémica, podendo se estender a alteracbes ao
nivel de sistema nervoso (Boulware e colaboradores, 2005). O roedor com DPN 70
é considerado um animal adulto.

A estabilizagdo sinaptica aumenta de forma gradativa em um padrao
temporal. Com isso, buscamos examinar como a expressao da GAP-43p se
apresenta nas camadas visuais do CS ao longo do desenvolvimento. A figura 16
demonstra que a GAP-43p é expressa em altos niveis nas camadas visuais do
CS em etapas iniciais do desenvolvimento, antes da abertura dos olhos. Apds
esse periodo ela diminui, mas ainda esta presente no animal adulto (Figura 16A).
A analise quantitativa demonstra que a maior expressao é detectada entre os dias
0 — 10 pés-natal (DPN 0 - DPN 10) e diminui bruscamente com a abertura dos
olhos, no animal DPN 14. Apds esse periodo, 0os animais que ja deixaram o
periodo critico (DPN 28, DPN 42 e DPN 70) mantém a GAP-43p, porém com
niveis mais baixos (Figura 16B). O controle de carregamento de proteinas nas
raias do gel de eletroforese foi realizado com a marcagdo da mesma membrana
PVDF contra a proteina ERK, expressa constitutivamente no tecido (Figura 16A).

A figura 162 mostra que nao houve alteragédo nos niveis de ERK total.
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26000 5 *

FO P4 P7 P10 P14 P28 P42 P70
Idades pos-natal

Figura 16: Expressdo da GAP-43 fosforilada nas camadas visuais do coliculo
superior durante o desenvolvimento. (A) Western Blot ilustrando as bandas relativas a
GAP-43p (acima) e a ERK (abaixo) nas diferentes idades estudadas. (B) Densidade
Optica média de experimentos independentes realizados com 8 diferentes amostras. Os
asteriscos representam diferenca estatistica para * p<0,05 entre os periodos anteriores e

posteriores a abertura dos olhos.



66

5.2 EFEITO DA ENUCLEACAO MONOCULAR DENTRO DO PERIODO
CRITICO NA EXPRESSAO DE GAP-43p NAS CAMADAS VISUAIS DO
COLICULO SUPERIOR

Conforme dito anteriormente, animais com 10 dias de desenvolvimento
pos-natal apresentam a projecdo retinotectal no padrdo do animal adulto,
apresentando aglomerados de marcagao ipsolateral localizados no limite ventral
do stratum griseum superficiale. No entanto, estas proje¢des podem sofrer uma
reorganizagdo anatbmica rapida, em 48hs, apos lesdes seletivas de retina
(Serfaty e colaboradores, 2005).

Em oposicao a lesao temporal de retina, a enucleagao monocular promove
uma desnervagao quase que completa do CS contralateral, correspodendo a 95%
dos inputs. Dessa forma, utilizamos o coliculo contralateral como o coliculo
deaferentado e o coliculo superior ipsolateral ao olho enucleado, que perdeu
apenas 5% das proje¢des, como um controle interno.

A expressao da GAP-43p nas camadas visuais do CS foi avaliada apos
diversos intervalos de sobrevida em animais submetidos a enucleacdo monocular
no DPN 10. A figura 17 demonstra que enucleagdo monocular promove um
aumento transitério na expressao da GAP-43p. Esse aumento foi detectado a
partir de 24 horas apds a enucleacdo monocular no coliculo deaferentado em
relagdo ao controle. Apds 48 horas de sobrevida, os niveis de GAP-43p voltam
aos valores basais, permanecendo reduzidos apds 72 horas de sobrevida
(Figuras 17A, B). O controle de carregamento de proteinas nas raias de
eletroforese foi realizado com a marcacdo da mesma membrana PVDF contra a

proteina ERK, expressa constitutivamente no tecido (Figura 17A).
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Figura 17: Expressdo da GAP-43 fosforilada nas camadas visuais do coliculo
superior apos enucleacdo monocular dentro do periodo critico. (A) Western Blot
ilustrando as bandas relativas a GAP-43p (acima) e a ERK (abaixo) nos diferentes
intervalos de sobrevida estudados. (B) Densidade Optica média de experimentos
independentes realizados com 5 diferentes amostras. Os asteriscos representam

diferenca estatistica para * p<0,05.
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5.3 EFEITO DA ENUCLEAGCAO MONOCULAR FORA DO PERIODO CRITICO
NA EXPRESSAO DE GAP-43P NAS CAMADAS VISUAIS DO COLICULO

SUPERIOR

O periodo critico corresponde a uma série de modificagbes morfoldgicas e
moleculares que levam a maior estabilizacdo das conexdes no sistema nervoso. A
reversdao destas alteragbes leva novamente a um ambiente favoravel a
plasticidade. Ja foi demonstrado que o sistema retinotectal de roedores é capaz
de se reorganizar apos o final do periodo critico. Porém, quando a plasticidade é
induzida em fases mais tardias observa-se que a resposta plastica € mais lenta
(Serfaty e colaboradores., 2005).

Desta forma, fomos estudar a expressdo da GAP-43p nas camadas visuais
do CS apds diversos intervalos de sobrevida em animais submetidos a
enucleagao monocular tardia, ao final do periodo critico (DPN 21). Neste caso, os
intervalos de sobrevida estudados foram 1, 2 e 3 semanas apds a enucleagao
monocular.

Nossos resultados demonstram que, nesta fase, a enucleagdo monocular
também leva a um aumento transitério na expressdo da GAP-43p. A figura 18
ilustra um aumento significativo na expressdo da GAP-43p 1 semana apds a
enucleacdao no coliculo deaferentado em relacdo ao coliculo controle. Apds a
segunda semana, a expressao da GAP-43p volta ao nivel de expressao do
coliculo ipsolateral, pemanecendo inalterado com 3 semanas de sobrevida
(Figuras 18A, B). O controle de carregamento de proteinas nas raias de
eletroforese foi realizado com a marcacdo da mesma membrana PVDF contra a

proteina ERK, expressa constitutivamente no tecido (Figura 18A).
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Figura 18: Expressdo da GAP-43 fosforilada nas camadas visuais do coliculo
superior ap6s enucleacdo monocular fora do periodo critico. (A) Western Blot
ilustrando as bandas relativas a GAP-43p (acima) e a ERK (abaixo) nos diferentes
intervalos de sobrevida estudados. (B) Densidade Optica média de experimentos
independentes realizados com 5 diferentes amostras. Os asteriscos representam

diferenca estatistica para ** p<0,01.
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5.4 BLOQUEIO DA SINALIZACAO RETROGRADA ALTERA A EXPRESSAO

DE GAP-43p NAS CAMADAS SUPERFICIAIS DO COLICULO SUPERIOR

O processo de refinamento das projecdes retino-coliculares ocorre nas
duas primeiras semanas pos-natal, antes da abertura dos olhos do animal.
Campelllo-Costa e colaboradores (2000) mostraram que a inibigdo da sintese de
oxido nitrico apds tratamento intraperitoneal com Narg (50mg/kg) durante 4 dias,
dentro do periodo critico, induz uma expansdo das projegbes retinotectais
ipsolaterais. Por outro lado, o bloqueio da sinalizagdo retrégrada mediada por
acido araquidbénico alterou a topografia retinotectal fora do periodo critico
(Campello-Costa e colaboradores., 2006).

Desta forma, fomos avaliar a expressao da GAP-43p nas camadas visuais
do coliculo superior em animais submetidos ao tratamento intraperitoneal com
Narg (50mg/kg) entre DPN 9 — DPN12 ou quinacrina (mepacrina) (40mg/kg) entre
DPN20-27. A figura 19 ilustra a expressédo da GAP-43p apds o bloqueio da
sintese de NO e AA dentro e fora do periodo critico, respectivamente. Nossos
resultados mostraram que o bloqueio da sintese de NO induz uma diminuigcao
significativa da expressdo da GAP-43p, enquanto a inibicdo da via do AA
desencadeia um aumento na expressdo dessa proteina, quando comparados a
seus respectivos controles (Figura 19). Estes resultados sugerem que a
reorganizagao neural induzida apés bloqueio da sinalizagao retrégrada no coliculo

superior envolve alteragcdes na expressao da GAP-43p.
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Figura 19: Expressdo da GAP-43 fosforilada nas camadas visuais do coliculo
superior apos tratamento com inibidores da sintese de mensageiros retrégrados.
(A) Western blot ilustrando as bandas relativas a GAP-43p (acima) e a ERK (abaixo) nos
diferentes grupos de tratamento. (B) Densidade éptica média de experimentos
independentes realizados com 5 diferentes amostras. Os asteriscos representam

diferenca estatistica para * p<0,05 e ** p<0,01.
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55 EFEITO DO TRATAMENTO SISTEMICO COM DIPIRIDAMOL NA
EXPRESSAO DE GAP-43p NAS CAMADAS VISUAIS DO COLIiCULO

SUPERIOR

A adenosina € um neuromodulador importante para o desenvolvimento
retinotectal e sua concentragao extracelular é controlada por transportadores de
membrana que promovem sua liberagdo ou recaptacado (Latini e Pedata, 2001).
Dados do laboratério demonstram que o tratamento intraperitoneal com
dipiridamol (50mg/kg), um inibidor da recaptacédo de adenosina altera, dentro mas
nao fora do periodo critico, a topografia retinotectal (Gomes e colaboradores, em
preparagao). Este trabalho sugere que a maior ativacdo de receptores A1 seja
responsavel pelo aumento na arborizacdo axonal. Assim, fomos avaliar a
expressao da GAP-43p nas camadas visuais do coliculo superior de animais
tratados intraperitonealmente com dipiridamol (50mg/kg). O tratamento dentro do
periodo critico correspondeu a 4 dias sucessivos de DPN 9 — DPN 13; O
tratamento fora do periodo critico correspondeu a 8 dias de tratamento, de DPN
20 — DPN 27. A figura 20 ilustra um gel representativo de cada grupo e a
quantificacdo dos niveis de expressao da GAP-43p em animais tratados com
veiculo ou dipiridamol. O tratamento com dipiridamol induziu um aumento da
expressao da GAP-43p dentro do periodo critico, onde este tratamento promove
expansao dos terminais axonais retinianos no coliculo superior. Este resultado
sugere um papel para GAP-43p na reorganizagdo neural neste alvo visual sub-

cortical.
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Figura 20: Expressdo da GAP-43 fosforilada nas camadas visuais do coliculo
superior apds tratamento com dipiridamol. (A) Western Blot ilustrando as bandas
relativas a GAP-43p (acima) e a ERK (abaixo) nos diferentes estagios do tratamento. (B)
Densidade optica média de experimentos independentes realizados 3 com diferentes

amostras. Os asteriscos representam diferenga estatistica para * p<0,05.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho investigamos a modulagao da expressao da isoforma
fosforilada da proteina GAP-43 (GAP-43p) no CS durante o desenvolvimento das
conexdes retinotectais ou frente a manipulacbes experimentais indutoras de
reorganizagdo anatbmica das mesmas. A fim de atingir esses objetivos
realizamos a técnica bioquimica western blot para acessar quantitativamente a
expressao da GAP-43p nas camadas retinoceptivas do CS. Como formas
indutoras de plasticidade neural, utilizamos enucleagdo monocular dentro e fora
do periodo critico; bloqueio da sintese de mensageiros retrogrados, utilizando L-
nitro-arginina para inibir a produgdo de NO dentro do periodo critico, e quinacrina
para inibir a sintese do AA fora do periodo critico; e bloqueio do transportador de
adenosina utilizando o dipiridamol.

Os resultados aqui apresentados revelam que a GAP-43p esta presente no
CS de ratos em fases precoces do desenvolvimento, sofrendo um decréscimo na
sua expressao entre DPN 10 e DPN 14, intervalo onde ocorre a abertura dos
olhos do animal, permanecendo expressa em niveis baixos até a vida adulta
(DPN 70) (Figura 16). A plasticidade induzida por enucleagdo monocular
promoveu um aumento transitério da expressao de GAP-43p, tanto dentro quanto
fora do periodo critico, porém com cursos temporais diferentes (Figuras 17 e 18).
Enquanto a enucleacdo monocular dentro do periodo critico promoveu esse
aumento 24 horas apdés a desnervagao, com volta aos niveis basais apds 48
horas, essa experimentacao fora do periodo critico promoveu um aumento apds

uma semana de sobrevida e o seu retorno aos niveis basais a partir da semana
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seguinte. A reorganizacao das arvores axonais mediada por bloqueio da sintese
de mensageiros retrogrados também promoveu modulagdo da expressdo da
GAP-43p (Figuras 20). Animais ao final do tratamento com quinacrina
apresentaram niveis aumentados da GAP-43p no CS, enquanto que ratos
tratados com Narg apresentaram decréscimo na sua expressao. Por ultimo, a
interferéncia com a sinalizacdo mediada por adenosina também interviu na
expressao da GAP-43p. O tratamento com dipiridamol promoveu aumento na
expressao da GAP-43p apenas durante o periodo critico (Figura 21).

Em conjunto, esses resultados sugerem que o nivel de expressdo e
fosforilagdo da GAP-43 € um importante modulador para a estabilizacido e
manutencio da conectividade retinotectal bem como para a plasticidade estrutural

das projecoes retinotectais

6.1 GAP-43P E DESENVOLVIMENTO RETINOTECTAL

O desenvolvimento da via retinotectal é iniciado na vida embrionaria e s6
se completa na terceira semana poés-natal. As CGRs (CGRs) sao as primeiras
células geradas do tecido, por volta do 14° dia embrionario (Reese e Colello,
1992), fenbmeno que parece envolver a GAP-43. Trabalhos recentes tém
caracterizado a funcdo da GAP-43 no controle do posicionamento de centriolos,
controlando o fuso mitético, a razdo de divisdo celular vertical/horizontal e a
polarizacdo celular caracteristica da diferenciacdo de neurbnios no coértex e
cerebelo (Stricker e colaboradores, 2006; Mishra e colaboradores, 2008). De fato,

Britti e colaboradores (1995) mostraram o surgimento de GAP-43 na sua forma
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fosforilada no 12° dia embrionario na retina, com imunorreatividade em corpos
celulares ao longo de toda a superficie ventricular em E13, que decai apds E15.
A GAP-43p também pode ser encontrada em outras camadas do tecido,
caracterizando sua expressdo durante o fendbmeno de migragdo nuclear
intercinética. Ekstrdom e Johansson (2003) observaram imunorreatividade em
CGRs no 20° dia embrionario e na primeira semana pds-natal.

Os cones de crescimento das CGRs chegam ao quiasma optico em E15,
quando tém de direcionar a escolha pelo tracto 6ptico a ser seguido. Em ratos,
95% dos axénios retinianos seguem pelo lado contralateral enquanto 5%
permanecem do lado ipsolateral. Camundongos nocaute para GAP-43
apresentam falhas nesse ponto de direcionamento, com 56% deles formando
projecbes bilaterais para ambos os tratos Opticos, 6% formando projecao
predominantemente ipsolateral e em 38% o0s nervos Opticos ndo conseguem
seguir além do quiasma 6ptico (Zhu e Julien, 1999).

As projecdes adentram o CS em E16 e realizam sinaptogénese com alvos
no SGS de E17 até DPN 30, com um pico no final da segunda semana pd6s-natal
(Horsburgh e Sefton, 1986; Lund e Lund, 1976; Warton e McCart, 1983). A
participacdo da GAP-43 no processo de sinaptogénese envolve sua modulagao
positiva na liberacdo de neurotransmissores. Gamby e colaboradores (1996)
mostraram, em células AtT-20, que despolimerizacdo, com consequente aumento
de calcio, ou fosforilagdo de GAP-43 promove sua dissociacdo da calmodulina e
aumento na secregao de B-endorfina. Similarmente, Neve e colaboradores (1998)
mostraram que neurdnios corticais transfectados com a forma pseudofosforilada
da proteina apresentava maior secre¢cao do que as células transfectadas com

GAP-43 selvagem ou com seu mutante né&o-fosforilavel, quando submetidas a
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despolarizagdo por altos niveis de potassio. Mais recentemente, Hulo e
colaboradores (2002) mostraram que camundongos transgénicos que super-
expressam a GAP-43 pseudofosforilada apresentam maior facilitacdo de pulso
pareado, indicando aumento na liberagao de neurotransmissores na sinapse entre
as células de CA3 e CA1 no hipocampo.

Ao entrar no CS os axbnios das CGRs cobrem todo o eixo antero-posterior,
meédio-lateral e todas as suas camadas visuais, padrao que é encontrado no
animal em DPN 0 (Simon e O’Leary, 1992; Serfaty e Linden, 1994; Serfaty e
colaboradores, 2005). Nas duas semanas posteriores, ocorre o refinamento com a
eliminacdo dos ramos ectopicos das projecbes posteriores numa sequéncia
rostro-lateral para caudo-medial, sendo que as projegcdes ipsolaterais ficam
confinadas ao tergo rostral do CS (Serfaty e Linden, 1994). Essa eliminagao
também promove o refinamento interlaminar e intralaminar, de modo que as
projecdes ipsolaterais confinam-se em aglomerados na borda ventral do SGS
(Serfaty e colaboradores, 2005). A GAP-43 tem participagdo importante nessa
fase do desenvolvimento retinotectal. Como discutido anteriormente, CGRs de
ratos durante a embriogénese expressam GAP-43 no corpo celular e axénios, que
tem como principal alvo o CS.

No nosso estudo, realizamos Western Blot para a GAP-43p nas camadas
superficiais do CS de ratos pigmentados durante o desenvolvimento pds-natal.
Nossos resultados demonstraram altos niveis de expressdao no inicio do
desenvolvimento (de DPN 0 até DPN 10), com diminuicdo nas idades
subsequentes (DPN 14 até DPN 70) (Figura 16). Dessa forma, encontramos
elevados niveis de GAP-43p durante a fase em que os terminais axonais

retinianos estdo amplamente distribuidos pelo CS, em processo de intenso
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remodelamento e eliminagdo de arvores ectopicas (Serfaty e Linden, 1994;
Serfaty e colaboradores, 2005), sugerindo que a GAP-43p seja importante para a
plasticidade estrutural das conexdes retinotectais durante o desenvolvimento
normal. A queda de expressao entre DPN 10 e DPN 14 sugere que a abertura dos
olhos e atividade elétrica evocada pela experiéncia visual possa estar modulando
a queda na expressao da proteina. De fato, o fenbmeno de abertura dos olhos é
responsavel por diversas modulagdes sinapticas da via retinotectal. Lu e
Constantine-Paton (2004) mostraram que a abertura dos olhos de ratos promove
aumento da PSD-95 nos dendritos; surgimento de novas sinapses silentes;
aparecimento de corrente mediada por AMPA; aumento da razdo corrente
AMPA/NMDA e expressao de LTP em neurbnios no SGS. A estabilizacdo das
conexdes, atingidas apds a segunda semana do desenvolvimento, deve ser o
principal motivo da queda na expressdo da GAP-43 em fases mais tardias do
desenvolvimento, porém, nossos resultados mostram que ela permanece
expressa em niveis basais até a idade adulta (DPN 70). Uma vez que a
manutencdo da conectividade retinotectal depende da ativagcdo de receptores
NMDA (Cline e Constantine-Paton, 1989, 1990) e que essa mesma ativagao leva
a expressdao de GAP-43 no hipocampo (Cantallops e Routtemberg, 1999), nds
imaginamos que a GAP-43p no CS de animais adultos atue na manutencéo da
estabilidade destas conexdes. Corroborando com essa hipotese, estudos sobre
potenciacédo de longa duragédo (LTP) mostraram aumento na transcrigdo do RNA
mensageiro da GAP-43 (Namgung e colaboradores,1997) assim como uma maior
LTP em camundongos transfectados com GAP-43 pseudofosforilada quando

comparado com animais selvagens (Hulo e colaboradores , 2002).
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De forma semelhante ao nosso estudo, outros trabalhos também
estudaram a expressdao de GAP-43 durante o desenvolvimento do sistema
nervoso central. Jacobson e colaboradores (1986) mostraram, através de
eletroforese bidimensional, a sintese de GAP-43 no cértex, cerebelo e CS de
ratos neonatos. Mostraram que a sintese no cortex é alta em DPN 0, aumenta
cerca de 30-40% em DPN 7, idade a partir da qual sua sintese decai. A sintese no
cerebelo parece obedecer a mesma cinética. A expressdo do RNAm da GAP-43
no cortex também reduz com o desenvolvimento, sendo 10 vezes maior no DPN
10 que no animal adulto. Interessantemente, o estado de fosforilagcdo da GAP-43
nos cones de crescimento apresentava-se aumentado cerca de 4 a 7 vezes
quando comparados as membranas sinapticas isoladas de ratos adultos. Esse
trabalho em muito se assemelha ao nosso, visto que demonstra a regulagdo da
GAP-43 durante o desenvolvimento em outros sitios cerebrais assim como a
prevaléncia da forma fosforilada nos cones de crescimento, fato que se
correlaciona com os nossos dados que mostram aumento de GAP-43p nas fases
de intenso modelamento neuritico no sistema retinocolicular.

Outros trabalhos também mostram que a GAP-43 é pouco expressa no
cérebro adulto, mantendo niveis elevados apenas em regides de intensa
plasticidade. Benowitz e colaboradores (1988) e Neve e colaboradores (1988)
descreveram, em ratos e humanos, respectivamente, que GAP-43 permanece
expressa em altos niveis em regides de grande plasticidade sinaptica como o
cortex cerebral e regides subcorticais do lobo limbico, envolvidas com a
integracdo e controle de comportamentos e emogdes. Um trabalho de Moya e
colaboradores (1988) mostrou resultados muito parecidos com os nossos. Através

de injegao intraocular de metionina marcada eles acessaram sintese de GAP-43
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transportada por via axonal rapida ao CS de hamsters. Eles observaram altos
niveis de GAP-43 transportada no inicio do desenvolvimento pds-natal dos
animais, com acentuada queda em DPN 12 e niveis basais em idades
subsequentes, até o animal adulto. Similarmente ao nosso estudo, esse trabalho
observou queda na GAP-43 rapidamente transportada nos animais no dia da
abertura dos olhos, corroborando com a nossa hipotese de que a atividade
elétrica evocada proporciona mudangas na composicdo sinaptica do sistema
retinotectal.

Mais recentemente, Viberg e colaboradores (2008) mostraram por slot-blot,
que a expressao da GAP-43 no cérebro de camundongos é regulada durante o
desenvolvimento do animal. No hipocampo, ela apresenta um alto nivel de
expressao ao nascimento, apresenta um pico de expressdao em DPN 7 e cai nas
idades futuras para os valores de DPN 0. No cértex, ela apresenta uma cinética
semelhante ao hipocampo, apresentando altos niveis ao nascimento, com pico
em DPN 10 e retornando aos valores de DPN 0 em seguida. Na fragao de cérebro
total, entretanto, ela tem alta expressdo em DPN 0, apresenta uma tendéncia de
aumento até DPN 10 e cai para valores abaixo do nivel do nascimento em idades
subsequentes. A cinética de expressao do nosso estudo se assemelha a da
fracdo de cérebro total, visto que ela apresenta outras regides de menor
plasticidade intrinseca, que diluem o efeito de alta GAP-43 no animal mais
maduro.

Portanto, nés sugerimos que o alto padrédo de expressdo da GAP-43p no
inicio do desenvolvimento retinotectal se deve a intensa plasticidade morfologica
das arvores axonais, que procuram seus alvos apropriados e retraem de zonas

ectdpicas, e com a estabilizagcdo das conexdes, atingidas durante a segunda
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semana pos-natal com a abertura dos olhos, a GAP-43 é expressa em menores

niveis, correspondentes a sua fungcdo na manutencao da conectividade.

6.2 GAP-43P E PLASTICIDADE INDUZIDA POR ENUCLEACAO MONOCULAR

A reorganizagdo morfoldgica das projegdes retinotectais pode ser induzida
por diversas manipulagdes experimentais, tais como interferéncias com sistemas
de neurotransmissores importantes no desenvolvimento retinotectal (Bastos e
colaboradores, 1999; Gonzalez e colaboradores, 2008; Penedo e colaboradores,
2009; Cline e Constantine-Paton, 1989, 1990), inibicdo da sintese de mensageiros
retrogrados que atuam na estabilizagcdo dessas conexdes (Campello-Costa e
colaboradores, 2000, 2006), lesbes seletivas de retina (Serfaty e colaboradores,
2005) e enucleagao monocular (Reese, 1986; Toldi e colaboradores, 1996;
Ahmed e Yamadori, 1995).

Os efeitos da enucleagdo monocular foram extensamente estudados
durante o desenvolvimento da via retinotectal. Chan e Guillery (1993) realizaram
enucleacdo monocular no 16° dia embrionario e observaram diminuicdo na
distribuicdo das projecdes ipsolaterais no CS de ratos neonatos. Por outro lado,
enucleacdo monocular apés o nascimento do animal provocou o efeito oposto.
Em concordancia com esses resultados, foi mostrado que a enucleagao neonatal
induz a ocupacgao de territérios maiores pelas projegdes ipsolaterais no SGS de
hamsters e camundongos (Finlay e colaboradores, 1979; Godement e
colaboradores, 1980). As projegbes retinocoliculares de ratos enucleados em
DPN 0 apresentam uma expansao laminar para a superficie do CS e topografica

para regides caudais desse nucleo, ocupando quase que a totalidade da sua
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extensdo (Reese, 1986). Em estudo com tracadores retrogrados no sistema
retinotectal, Ahmed e Yamadori (1995) mostraram que a enucleagcdo monocular
neonatal promove um aumento no numero de CGRs que emitem axbnios para
ambos os coliculos superiores. O estudo de Chan e Guillery (1993) mostrou
também que, embora a enucleacdo embrionaria promova reducao da distribuicao
ipsolateral no CS em DPN 0, quando esses animais desenvolvem-se até a idade
adulta, suas projegbes também se apresentam expandidas, porém de forma
menos acentuada que os animais enucleados no nascimento. Esses resultados
sugerem que os efeitos da enucleagdo monocular apresentem duas fases: 1)
uma diminuicdo das projecgdes ipsolaterais no desenvolvimento pré-natal; 2%) uma
expansao das projegdes remanescentes em decorréncia da auséncia de axénios
contralaterais no desenvolvimento pds-natal. Provavelmente, essa dualidade se
da devido ao fato da remocgdo dos axénios contralaterais prejudicar o
direcionamento apropriado das aferéncias do olho intacto, ja que elas
normalmente seguem o mesmo tracto éptico. Dessa forma, as proje¢cdes do olho
remanescente apresentam dificuldade de chegar ao seu alvo apropriado.
Corroborando com essa hipétese, Pittman e colaboradores, (2008) mostrou que o
direcionamento apropriado de CGRs ao tecto optico do peixe zebra depende de
interagdes interaxonais, onde axdnios pioneiros € interacbes comunitarias de
axobnios facilitam o crescimento de outros em conjunto. Em contrapartida, a
enucleacao neonatal promoveria a expansao pela maior disponibilidade de fatores
troficos e territério sinaptico para as projegdes intactas, que por sua vez,
deixariam de eliminar ramificagdes transitorias (Reese, 1986).

Como a enucleagao neonatal ocorre durante o segundo periodo de morte

celular programada da retina, especula-se que mais CGRs intacta sobrevivam e
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dessa forma, emitam mais projecdes ipsolaterais ao CS deaferentado. De fato, a
reducdo do numero de CGR que se projetam ipsolateralmente durante o
desenvolvimento ndo ocorre se o animal for submetido a enucleacdo monocular
neonatal. Em oposicdo, o numero desses neurbnios aumenta (Toldi e
colaboradores, 1996 para revisao).

Embora ja existam diversos trabalhos descrevendo os efeitos da
enucleacdo monocular neonatal, trabalhos que abordem enucleagcdo em fases
mais tardias do desenvolvimento sao escassos.

Ahmed e Yamadori (1995) mostraram que a enucleagdo monocular em
DPN 5, quando o refinamento topografico mediado por atividade elétrica
espontanea ja esta ocorrendo, aumentou o numero de CGRs que emitem axénios
para ambos os coliculos superiores. Serfaty e colaboradores (2005) mostraram,
em ratos, que lesao temporal de retina em DPN 10 promove rapida expansao (48
horas) das projecées do olho intacto para laminas superficiais do SGS do CS
ipsolateral.

Um trabalho em preparacéo pelo nosso grupo mostra que a enucleagao
monocular em DPN 10, apés o periodo de morte celular natural, promove extensa
reorganizagao das projegcbes do olho intacto para as camadas superficiais do
SGS, com intervalos de sobrevida rapidos como 24 horas; € que essa
reorganizagdo anatdomica se mantém na sequéncia do desenvolvimento,
sugerindo que células retinoceptivas do SGS passem a responder a CGRs do
olho intacto diferentes das que seriam responsivas originalmente.

No nosso estudo, realizamos Western blot para a GAP-43p nas camadas
superficiais do CS de ratos pigmentados apés diferentes intervalos de sobrevida

em ratos que receberam enucleagao monocular em DPN 10. Nossos resultados
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demonstraram que a expressdo da GAP-43p apresenta um grande
(aproximadamente 3 vezes) e transiente aumento apds 24 horas, retornando aos
niveis do controle quando sua expressao é estudada com 48 horas de sobrevida
ou tempos subsequentes (Figura 17). Dessa forma, observamos que a expressao
da GAP-43p é re-induzida no sistema retinotectal apds enucleacdo monocular, e
que esse aumento em sua expressao correlaciona-se com um periodo de extensa
plasticidade morfoldgica.

Corroborando com nossos dados, Schauwecker e colaboradores (1995)
promoveram plasticidade dos axdnios musgosos no hipocampo de ratos com
lesdo do cortex entorrinal e fornix da fimbria, e acessaram a expressao da GAP-
43. Seus resultados foram aumento da expressdo do RNAm da GAP-43 nos
neurdnios do hilo e CA3, que emitem os processos da via C/A. Este trabalho se
assemelha ao nosso a partir do momento em que mostra que a plasticidade
axonal reativa para uma regiao deaferentada no SNC envolve expressao de GAP-
43. Soto e colaboradores (2003), em um trabalho de regeneragao de nervo optico
de sapo, mostrou aumento do RNAm e da proteina GAP-43 apds axotomia com
seus niveis permanecendo aumentados durante todo o periodo de regeneracao,
de 12 semanas de duracdo. Similarmente, a transeccédo de nervo 6ptico de ratos
adultos induz aumento de 30% na expressao de GAP-43 nas CGRs, embora néo
promova regeneragao do nervo, apenas emissdo de neuritos intra-retinianos
(Fournier e colaboradores, 1997). A regeneracédo do nervo éptico em roedores foi
mostrada em um trabalho de Ng e colaboradores (1995), onde a presencga de
canal de nervo periférico no nervo Optico combinado com enxerto de nervo
periférico intravitreo promoveu maior regeneragdo axonal dentro do canal de

nervo periférico, com maior expressao de GAP-43 em seus processos (Ng e
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colaboradores, 1995). Esses resultados reforcam nossa hipétese de que a GAP-
43p permaneca com niveis altos de expressdo durante o periodo de
reorganizagao axonal apos enucleagdo monocular no DPN 10.

No que concerne a relacao entre a GAP-43p e a plasticidade estrutural da
via visual, Larrive e Grafstein (1987) demonstraram que durante a regeneragao do
nervo optico de peixe dourado a GAP-43 sofre aumento na sua fosforilagcdo. O
aumento transitério na expressao da GAP-43 no nosso trabalho, provavelmente
reflete um menor intervalo de rearranjo axonal no modelo utilizado ou ainda que
diversos dos trabalhos citados expressem tanto as formas fosforiladas quanto as
nao-fosforiladas, enquanto que nossos resultados apresentam somente a
isoforma fosforilada. Reforgando essa hipotese, Kaneda e colaboradores (2008)
mostraram que, durante a regeneragao do nervo optico de peixe zebra, a GAP-43
apresenta altos niveis de expressdo de 3 a 60 dias ap6s a transeccdo, com
declinio suave, enquanto a GAP-43p apresenta um pico transiente de expressao
entre 7 e 14 dias apods a lesdo, declinando seus niveis abruptamente apés o 20°
dia p6s-lesao.

Apods o final do periodo critico, o sistema retinotectal se encontra estavel,
com um padrdo maduro de conectividade. Serfaty e colaboradores (2005)
mostraram que lesdo temporal de retina de ratos no DPN 21 promove
reorganizagao na projecao ipsolateral do olho intacto para a superficie do SGS.
Nesse caso, porém, o fendmeno leva mais tempo para acontecer, com a
plasticidade surgindo a partir de 3 semanas pés-lesdo, apresentando-se mais
exuberante apds 6 meses de sobrevida. De forma semelhante, um trabalho em
preparagdao do nosso grupo tem evidenciado que a enucleagdo monocular em

DPN 21 também promove reorganizagao das proje¢des para a superficie do SGS
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ao longo do eixo médio-lateral apds longos intervalos de sobrevida, com essa
plasticidade se tornando evidente 3 semanas apos a lesio.

No nosso estudo, realizamos Western blot para a GAP-43p nas camadas
superficiais do CS de ratos pigmentados apés diferentes intervalos de sobrevida
em ratos que sofreram enucleacdo monocular no DPN 21. Nossos resultados
demonstraram que a enucleacdo monocular induz aumento na expressao de
GAP-43p no CS contralateral apds uma semana de sobrevida. Esse aumento é
transiente, uma vez que seus niveis ndo apresentam diferengas em relacdo aos
controles nas idades subsequentemente estudadas (Figura 18). Dessa forma,
nossos resultados sugerem que a plasticidade induzida por enucleagao
monocular fora do periodo critico apresente semelhancas com a induzida dentro
do periodo critico, com aumento transiente de GAP-43p, que permanece
expressa em fases precoces de crescimento e reorganizagao axonal. Porém essa
plasticidade e aumento na espressao obedecem a um curso-temporal mais lento.

Similarmente, Vaudano e colaboradores (1995) relataram que lesao
mecanica no talamo caudolateral esquerdo de ratos adultos induziu aumento na
expressao de GAP-43 no talamo. Baekeland e colaboradores (1996) mostraram
que lesdo de retina central em ambos os olhos promove aumento de plasticidade
sinaptica no nucleo geniculado lateral dorsal, o que € acompanhado por um
aumento na expressao de GAP-43. Portanto, esses resultados parecem reforcar
0s nossos, mostrando que a expressao de niveis elevados de GAP-43 pode ser
re-induzida em ratos adultos sob plasticidade induzida por lesdo mecanica.

Em vista do que foi discutido nés sugerimos que a re-indugao da expressao
transiente de altos indices de GAP-43p na plasticidade induzida por enucleagao

seja importante para a reorganizagdo anatomica das arvores axonais retinianas, e
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seu retorno aos niveis basais deva corresponder a fase de sinaptogénese dessas

novas conexoes.

6.3 GAP-43P E PLASTICIDADE INDUZIDA PELO BLOQUEIO DE
MENSAGEIROS RETROGRADOS

Simon e colaboradores (1992) mostraram que o refinamento das projecoes
retinotectais de ratos depende da ativagao de receptores NMDA durante as duas
primeiras semanas pos-natal. Devido ao fato desses receptores serem pos-
sinapticos, algum sinal retrogrado se faz necessario para acoplar sua ativagao e o
remodelamento axonal das projecoes. Schmidt (2003) propds alguns critérios
para a identificagdo de possiveis mensageiros retrogrados. Entre eles destacam-
se: 1) a enzima de sintese ou liberacdo deve estar expressa no periodo de
refinamento. 2) Seu bloqueio ou aumento da disponibilidade deve interferir com a
formagao do mapa. 3) Liberacéo deve ser induzida por atividade correlacionada e
ativacao de receptores NMDA. 4) Deve induzir sinalizagao pré-sinaptica.

O NO, um radical livre que por ser um gas, difunde-se através de
membranas bioldgicas em alta velocidade, dispensando processos de liberagao
através de exocitose de vesiculas ou transportadores protéicos (Lancaster, 1997),
€ um forte candidato a mensageiro retrégrado durante o refinamento das
projecoes retinotectais de mamiferos. De fato, Ernst e colaboradores (1999)
mostraram que o refinamento das projecdes retinotectais de galinhas depende de
ativacao de receptores NMDA, e que essa ativagao € necessaria para a atividade
da NOS. Além disso, eles mostraram que o bloqueio da NOS apresenta
componente ipsolateral aumentado de forma semelhante ao animal que sofreu

bloqueio do NMDAr, e que os animais com os dois bloqueios ndo apresentavam
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resposta aditiva na formacao de topografia. Esses resultados sugerem que o
refinamento retinotectal mediado por NMDA depende da producdo de NO. De
forma semelhante, Campello-Costa e colaboradores (2000) demonstraram que
expressao da NOS é regulada durante o desenvolvimento do sistema retinotectal
de ratos, apresentando-se alta durante a fase de refinamento do mapa
topografico. Ela se apresenta em altos niveis nas camadas superficiais do CS em
DPN 5, apresenta um nivel um pouco menor em DPN 10 e DPN 21, e é diminuida
em DPN 42. Estudos com camundongos nocaute para as isoformas endotelial e
neuronal da NOS mostraram atraso no refinamento retinotectal, com projegdes
ipsolaterais expandidas em DPN 9, DPN 15, DPN 21, DPN 28 e DPN 42. O
animal adulto, entretanto, apresentava distribuicdo das projeg¢des ipsolaterais
igual aos controles. Cogen e Cohen-Cory (2000) mostraram que interferéncias
nos niveis disponiveis de NO modulam o remodelamento da arvore axonal de
CGRs em girinos. Doadores de NO induzem, transientemente, adigcdo de ramos e
aumento na extensdo da arvore axonal, enquanto que bloqueio da NOS induz
aumento na adicdo e remocao de ramos, aumento na extensao dos ramos e
aumento na arvore axonal que persiste 24 horas depois da exposicao.

A sinalizagao pré-sinaptica induzida por NO envolve a ativacéo de guanili
ciclase, com consequente produgcdo de GMP ciclico e ativagdo de PKG (Schmidt,
2004 para revisao). Portanto, o NO cobre todos os critérios para ser classificado
como um mensageiro retrégrado no desenvolvimento retinotectal.

Um trabalho anterior do nosso laboratério demonstrou que a inibigdo da
NOS promove expansao das projecdes retinotectais ipsolaterais entre DPN 8 e
DPN 13, mas nao apresentou diferencas em relagdo aos tratados com salina a

partir da quarta semana poés-natal. Essa inibicado ainda promoveu aumento na
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plasticidade induzida por lesdao de retina em DPN 5, DPN 10 e DPN 21, sem
apresentar aumento na plasticidade no DPN 35. Esses resultados sugerem que o
NO participe na estabilizagdo das projegdes retinotectais e seu bloqueio induz
arborizagao dessas projecdes, prolongando o periodo critico para a expressao de
plasticidade induzida por lesao temporal de retina.

No nosso estudo, realizamos Western blot para a GAP-43p nas camadas
superficiais do CS de ratos pigmentados apds tratamento intraperitoneal com um
inibidor da sintese do NO (NARG 50 mg/kg) entre DPN 9-DPN 12. Nossos
resultados demonstraram que a expressdo da GAP-43p apresenta-se diminuida
apoés o fim do tratamento, apesar da expansdo na arvore axonal ipsolateral
(Figura 19).

De forma semelhante, Klocker e colaboradores (2001) mostraram, apos
transeccao de nervo Optico de ratos, que o fator neurotrofico derivado do cérebro
(BDNF) aumenta a expressdo de GAP-43 nas CGRs. Este aumento no entanto, é
inibido pelo tratamento intraperitoneal com L-NAME.

Por outro lado, Oh e colaboradores (2002) mostraram que o tratamento
intraperitoneal com L-NAME, um inibidor da sintese do NO, durante DPN 0 até
DPN 21 induz atraso na maturagdo da camada plexiforme interna da retina de
ratos, e esse atraso envolve aumento na expressao da GAP-43 nessas camadas.
Um experimento com plasticidade induzida por lesdo unilateral de céclea em ratos
adultos mostrou aumento na expressdo de NOS neuronal e GAP-43 no lado
lesado. Conforme mostrado por dupla-marcagao imunofluorescente, o aumento
da imunorreatividade para GAP-43 ocorreu em botdes pré-sinapticos, vizinhos de
células super-expressando nNOS (Chen e colaboradores, 2004). Luo e Vallano

(1995) mostraram que aplicagao de nitroprussiato de sédio, a fim de gerar NO, em
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fatias de hipocampo de ratos adultos em concentragdes que geram LTP nao foi
capaz de induzir fosforilacdo da GAP-43.

Tendo em vista os trabalhos anteriores da literatura e o fato do nosso
tratamento induzir expansado das projecbes ipsolaterais no CS nés ficamos
surpresos com a diminuicdo da GAP-43p nas laminas retinoceptivas. A explicacao
sugerida para esse resultado é de que a plasticidade estrutural dentro do periodo
critico parece induzir um aumento transiente da GAP-43p com um curso-temporal
rapido (24 horas para a enucleagao monocular), € como nos nossos experimentos
s6 acessamos sua expressao 5 dias depois, parece provavel que estejamos
trabalhando com uma fase onde a GAP-43p ja tenha retornado aos niveis basais.
Acreditamos que alteragdes transitorias também possam ser observadas logo
apos o inicio do tratamento.

Apods o final do periodo critico, o bloqueio da sintese de NO nao promove
expansao das projegdes retinotectais ipsolaterais de ratos, o que indica que esse
mensageiro nao participa da manutengao da topografia do sistema (Campello-
Costa e colaboradores, 2000).

O AA, devido a sua constituicao lipidica, difunde-se através de membranas
biolégicas em alta velocidade, dispensando processos de liberagdo através de
exocitose de vesiculas ou transportadores protéicos, o que o torna um forte
candidato ao papel de mensageiro retrégrado. Inclusive, seu papel na formagéao
do mapa retinotectal de peixe dourado foi mostrado durante a regeneragéo do
nervo optico (Schmidt, 2004). Leu e Schmidt (2007) mostraram que o AA participa
da estabilizagdo, mediada por ativacao de NMDAr, das projecdes retinotectais do
peixe zebra. Aplicacao local de um inibidor da atividade da fosfolipase A2 sobre o

tecto Optico produziu arborizagdes maiores que o controle, enquanto que o
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bloqueio intraocular ndo produziu efeito nenhum, sugerindo que o sitio de
producao do AA seja a célula tectal. Corroborando com a hipétese do papel do AA
como mensageiro retrégrado, aplicacao de AA exdgeno reverteu os efeitos sobre
a plasticidade morfolégica. Essa agdo do AA sobre a maturagdo das arvores
axonais parece ser mediada pela ativacdo de PKC pré-sinaptica, visto que o
bloqueio de PKC e o bloqueio da sintese do AA levaram ao mesmo aumento no
numero de ramos adicionados e eliminados. Além disso, essa via de sinalizagao
parece ser responsavel pela plasticidade morfolégica dos axdnios da retina apés
ativacdo de NMDAr, ja que seu bloqueio com MK801 produz efeitos semelhantes
(Schmidt e colaboradores, 2003). Nishizaki e colaboradores (1999) mostraram,
por HPLC, que ha um aumento na liberacdo de AA apds estimulacao tetanica ou
aplicagdo de glutamato em fatias de hipocampo de porco da india, e que esse
aumento € inibido pela aplicagdo de antagonistas de AMPAr e NMDAr, reforgcando
a hipétese de participacdo do AA na LTP.

Recentemente, Campello-Costa e colaboradores (2006) mostraram que a
inibicdo da fosfolipase A, por tratamento intraperitoneal com quinacrina induz
expansao das projegdes retinotectais ipsolaterais apds o fim do periodo critico do
sistema retinicolicular de ratos. As proje¢des ipsolaterais de ratos tratados
apresentaram-se expandidas, com fibras atingindo a superficie do CS e regides
posteriores as ocupadas pelos animais normais no DPN 28 e DPN 42. Em
contrapartida, o tratamento no DPN 9, DPN 13 n&o induziu expansio das arvores
axonais retinotectais. O tratamento com quinacrina ainda estimulou o efeito
plastico induzido por lesao de retina temporal fora do periodo critico, mas nao no

inicio do desenvolvimento pds-natal.



92

No nosso estudo, realizamos Western blot para a GAP-43p nas camadas
superficiais do CS de ratos pigmentados apds tratamento intraperitoneal com um
inibidor da sintese do AA (Quinacrina 40mg/kg) entre DPN 20-DPN 27. Nossos
resultados demonstraram que a GAP-43p apresenta-se aumentada apos o fim do
tratamento (Figura 20).

Nossos resultados sao reforgados por evidéncias que mostram que a GAP-
43p induz crescimento neuritico e axonal, via polimerizagdo de F-actina (Gamby e
colaboradores, 1996; He e colaboradores, 1997)

Em contrapartida, Schaechter e Benowitz (1993) demonstraram, em
sinaptossomos de coértex cerebral de ratos, que o AA induz a fosforilacdo de GAP-
43, na presenca de calcio e depende da ativagao da PKC. Luo e Vallano (1995)
mostraram que aplicacdo de AA em fatias de hipocampo de ratos adultos em
concentragdes que geram LTP induz a fosforilagao da GAP-43.

Porém, esses ultimos trabalhos discutidos abordam um fenémeno diferente
do estudado no presente trabalho. Enquanto eles estudam o papel do AA na
modulacao da GAP-43p no estabelecimento da LTP, nds estudamos a modulagao
da expressdo da GAP-43p nas conexdes retinotectais desestabilizadas pelo
bloqueio da sintese de AA. Portanto, nossos resultados mostram que a expressao
da GAP-43p é importante para a emissao e crescimento de novos ramos axonais
mediada pelo bloqueio da manutencao da sua conectividade.

Em conjunto, nossos resultados sugerem que a modulagdo da expressao
da GAP-43p é importante para os processos plasticos das projegdes retinotectais
mediada por bloqueio de mensageiros retrégrados, dentro e fora do periodo

critico do desenvolvimento.
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6.4 GAP-43P E PLASTICIDADE INDUZIDA POR ADENOSINA

A adenosina € um importante neuromodulador do sistema nervoso central,
envolvido em neuroprotecdo e neuroplasticidade (Fredholm e colaboradores,
2005). Especula-se que no sistema nervoso central a adenosina, gerada a partir
da liberacdo ATP por astrécitos, medeie uma inibicado ténica via ativagdo de
receptor A, enquanto que a liberacdo sinaptica de altos niveis de ATP por
estimulacao de alta frequéncia ativa preferencialmente receptores A,,, 0 que leva
a diminuicdo na expressao dos receptores A sinapticos, e estimulagao via Ag,.
Portanto, a adenosina tem o efeito de aumentar o contraste no processamento
das informagdes neurais (Cunha, 2007 para revisao). Trabalho de Ventura e Paes
de Carvalho (1987) forneceu evidéncias funcionais da presenga de receptores
para adenosina no tecto Optico de aves. De fato, Zhang e colaboradores
mostraram, no sistema retinotectal, que a adenosina medeia uma inibicdo ténica,
via receptor A4, na atividade sinaptica em peixe dourado (Zhang e colaboradores,
1998; 1999). Os receptores para adenosina sao acoplados a atividade da enzima
adenilil ciclase, com A; sendo inibitério e A,, excitatério de sua atividade
(Fredholm, 2005). Como sugestivo da atuagdo da adenosina no desenvolimento e
plasticidade neural, altera¢des nos niveis de AMP ciclico regulam o crescimento e
direcionamento axonal de CGRs de peixe dourado na regeneragao do nervo
optico (Rodger e colaboradores, 2005).

Um trabalho em desenvolvimento do nosso grupo tem mostrado, no
sistema retinotectal de ratos, que os receptores A tém expressdo mais alta nas
primeiras 3 semanas do desenvolvimento enquanto que os receptores Az,

apresentam-se pouco expressos. A partir da terceira semana, os receptores Ay,
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sofrem aumento e os A4, diminuigdo de sua expressao. Esse padrdo temporal de
expressao correlaciona-se com os niveis de AMP ciclico, que se encontram
diminuidos no inicio do desenvolvimento e aumentam a partir da terceira semana
(Gomes e colaboradores, submetido). Aplicagcdo de agonista nao seletivo de
receptores de adenosina promoveu diminuicdo do nivel de AMPc no DPN 14 e um
aumento no DPN 42. Além disso, o aumento dos niveis de adenosina induzido por
bloqueio da adenosina deaminase promoveu ruptura da topografia retinotectal,
com as projecdes ipsolaterais extendendo-se para regides posteriores do CS e
ocupando laminas dorsais do SGS normalmente ndo ocupadas pelas proje¢des
retinianas ipsolaterais.

Outro trabalho em desenvolvimento no nosso laboratério (Gomes e
colaboradores, em preparagao) tem mostrado que o aumento da disponibilidade
de adenosina no meio intersticial através do bloqueio do transportador de
adenosina por dipiridamol promove expansao das projecdes retinianas
ipsolaterais no DPN 14, mas nao promove efeitos no DPN 28, sugerindo que a
inibicdo da transmissao sinaptica mediada por receptor A; desestabiliza as
conexdes retinotectais, induzindo reorganizagao axonal reativa.

No nosso estudo, realizamos Western blot para a GAP-43p nas camadas
superficiais do CS de ratos pigmentados apds tratamento intraperitoneal com um
inibidor do transportador de adenosina (Dipiridanol 50mg/kg) entre DPN 9 — 12 e
DPN 20 — 27. Nossos resultados demonstraram que a GAP-43p apresenta-se
aumentada apos o fim do tratamento dentro do periodo critico, mas nao é
modulada com o tratamento apds o fim do periodo critico (Figura 21), sugerindo

que a GAP-43p é importante para a plasticidade morfolégica das arvores
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retinotecais induzida por aumento da disponibilidade de adenosina dentro do
periodo critico.

Em concordéancia com nossos resultados, Benowitz e colaboradores (1998)
mostraram que a aplicacdo de adenosina local estimulou a expressao de GAP-43
e a regeneracao de nervo optico de peixe dourado.

Por outro lado, O’Driscoll e colaboradores (2005) mostraram que o
crescimento neuritico induzido por hipdoxia em células PC12 dependente de
sinalizacdo por adenosina em receptores A2a induz diminuigdo na expressao de
GAP-43.

Tendo em vista esses resultados, sugerimos que a plasticidade morfolégica
induzida por dipiridamol dentro do periodo critico envolva aumento na expressao
de GAP-43p.

Em conjunto, sugerimos que a GAP-43p sofra aumento na sua expressao
sempre que ha remodelamento axonal das projegdes retinotectais,
independentemente do processo ocorrer dentro ou fora do periodo critico do
sistema retinotectal de ratos (Figura 21). Além disso, a GAP-43p, também é
expressa em fases tardias do desenvolvimento, o que implica em sua atuagao na

manutencao da conectividade retinotectal.
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Figura 21: Correlagdo entre o estado de reorganizagcao morfoldgica
das projecdes retinotectais e os niveis de expressdo de GAP-43p.
Manipulagdes que induzem reorganizagdo axonal dentro e fora do
periodo critico modulam a expressdao da GAP-43p. Enucleacao
monocular promove aumento em sua expressao dentro e apés o final do
periodo critico. Aumento da disponibilidade intersticial de adenosina
promove aumento da expressdo de GAP-43p dentro do periodo critico.
Inibicdo da sintese de NO diminui sua expressdo dentro do periodo
critico. Inibicao da producdo de AA aumenta a expressdo de GAP-43p
apo6s o final do periodo critico.
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7 CONCLUSOES

No presente trabalho estudamos a modulacdo da expressao da forma
fosforilada da GAP-43 no coliculo superior de roedores durante seu
desenvolvimento normal e frente a manipulagdes indutoras de plasticidade neural

desta via. Nossos resultados mostraram que:

v A expressdo da GAP-43p é regulada durante o desenvolvimento,
tendo alta expressdo antes da abertura dos olhos e baixa depois deste

periodo, permanecendo expressa até a fase adulta;

v A enucleacdo monocular induz um aumento transitério na GAP-43p

durante e apds o periodo critico da via retinotectal;

v O bloqueio da sinalizagdo retroégrada induzida por oOxido nitrico
dentro do periodo critico diminui os niveis de GAP-43p enquanto que do acido

araquidonico fora do periodo critico, leva a um aumento na sua expressao;

v O acumulo de adenosina endégena na segunda semana pos-natal

leva a um aumento de GAP-43p;

v Em conjunto, nossos resultados sugerem fortemente que a
modulacdo da expressao da GAP-43 fosforilada € um evento importante para
a plasticidade morfolégica natural observada no inicio do desenvolvimento das
conexdes retinotectais e para a plasticidade induzida, dentro e fora do periodo

critico do desenvolvimento.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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