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“O importante € nao parar de questionar”.
Albert Einstein


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

RESUMO

MACEDO, C. A. Compartimentalizacdo do nucleo acumbens e sua relacdo com
as aferéncias do cortex pré-frontal. 2013. 80 f. Tese (Doutorado em Fisiologia
Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo,
2013.

O nudcleo acumbens (Acb) é considerado uma das estruturas chave do sistema de
recompensa e € tradicionalmente subdividido em duas sub-regides principais
denominadas core (AcbC) e shell (AcbSh). No entanto, had evidéncias que as
divisdes do Acb vao além da classica dicotomia core-shell e que particularmente o
AcbSh caudal destaca-se como estrutura altamente heterogénea com distintos
compartimentos e microcircuitos. Assim, ha evidéncias crescentes de que regides
fracamente imunomarcadas para tirosina hidroxilase (TH) e calretinina (Calr) podem
formar um complexo sistema de corredores no AcbSh caudal. Para detalhar melhor
a organizagéo dos compartimentos do Acb e as bases celulares das interagdes entre
dopamina (DA) e glutamato (Glu) nesta estrutura, primeiramente investigamos aqui
através de métodos de imunohistoquimica a distribuicdo de TH, Calr, assim como a
distribuicdo da fosfoproteina neuronal DARPP-32, um marcador para neurbnios
espinhosos de tamanho médio (MSNs). Adicionalmente investigamos a distribuicéo
do transportador de dopamina (DAT) no AcbSh em camundongos geneticamente
modificados que expressam uma proteina fluorescente (tdTomato) em corpos
celulares e axbnios que contém DAT. Em seguida, foi comparada a distribuicdo
destes marcadores com a das subunidades GluA2/3 dos receptores de Glu do tipo
AMPA, gue também exibem uma distribuicdo heterogénea no AcbSh. Finalmente,
exploramos através de métodos de rastreamento neural se as aferéncias vindas do
coértex pré-frontal (PFC) sao direcionadas a distintos compartimentos do AcbSh.Os
experimentos de dupla marcacdo de imunohistoquimica revelaram que: 1) As
regides que contém corpos celulares GIluA2/3+ intensamente imunomarcados e
densamente aglomerados ndo somente coincidem com aglomerados celulares
isolados, mas formam um complexo sistema de corredores continuos no AbSh
caudal que coincide com areas pouco inervadas por axénios TH+ e Calr+; 2) Todos
0s MSNs DARPP-32+ no Acb contém as subunidades GluA2/3, mas uma minoria
(7%) de neurdnios GluA2/3 + ndo contém DARPP-32. Conforme revelado no Acb de
camundongos transgénicos, os axbnios DAT+ foram distribuidos de forma
heterogénea no AcbSh caudal, sendo que o sistema de corredores previamente
identificado em ratos, foi caracterizado como pobre em DAT. Finalmente, nossos
experimentos de rastreamento anterdégrado indicaram que somente uma pequena
parte das aferéncias vindas do PFC é direcionada aos corredores. Em suma, nossos
resultados indicam que GIuA2/3 é um marcador celular confiavel para delinear um
sistema complexo de corredores no AcbSh caudal. Esse sistema provavelmente
constitui um compartimento neuroquimico altamente especializado do AcbSh, em
gue a cinética da liberacéo e recaptacdo da DA é diferente do restante do Acb.

Palavras-chave: Neurotransmissores. Glutamato. Nucleo acumbens. Cértex pré-
frontal. Dopamina. DARPP-32. AMPA.



ABSTRACT

MACEDO, C. A. Compartmental organization of the nucleus accumbens and its
relationship with prefrontal afferents. 2013. 80 p. Thesis (Doctoral thesis in
Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2013.

The nucleus accumbens (Acb) is a key structure of the reward system and is
traditionally divided into two major subregions denominated core (AcbC) and shell
(AcbSh). However, there is evidence that divisions within the Acb go beyond the
classical core-shell dichotomy and that particularly the caudal AcbSh stands out as a
highly heterogeneous structure consisting of distinct compartments and microcirculits.
Thus, there is growing evidence that regions poor in tyrosine hydroxylase (TH) and
calretinin (Calr) might form a complex corridor network in the caudal AcbSh. To
further clarify the compartmental organization of the Acb and the cellular framework
of its dopamine (DA) - glutamate (Glu) interactions, we first investigated here by
immunohistochemical methods the distribution of TH, Calr, as well as the neuronal
phosphoprotein DARPP -32, a marker for medium-sized spiny neurons (MSNSs).
Additionally, we investigated the distribution of the dopamine transporter (DAT) in
AcbSh in genetically modified mice which express a fluorescent protein (tdTomato) in
cell bodies and axons that contains DAT. Then, we compared the distribution of
these markers with that of the GluA2/3 AMPA type Glu receptor subunits, which also
display a heterogeneous distribution pattern in the AcbSh. Finally, we explored by
tract tracing methods, whether afferents from the prefrontal cortex (PFC) are
preferentially directed to distinct compartments of the AcbSh. As revealed by double-
labeling immunohistochemistry: 1) regions containing densely packed GluA2/3+ cell
bodies not only coincide with isolated cell clusters, but form a continuous complex
corridor network in the caudal AcbSh that is in register with areas weakly innervated
by TH+ and Calr+ axons and TH+ and Calr; 2) All DARPP-32+ MSNSs in the Acb
contain the GIuA2/3 subunits, but a minority (7%) of GIluA2/3+neurons does not
contain DARPP-32. As revealed in the Acb of transgenic mice, DAT+ axons were
distributed heterogeneously in the caudal AcbSh, with the corridor network previously
identified in rats, characterized as poor in DAT. Finally, our anterograde tracing
experiments indicated that only a small portion of prefrontal afferents is directed to
the corridor network.In all, our results indicate that GluA2/3 is a reliable cell marker to
outline a complex corridor system in the AcbSh. This system probably is a highly
specialized neurochemical compartment of the AcbSh, in which the kinetics of the
release and reuptake of DA are different than in the remainder Acb.

Keywords: Neurotransmitters. Glutamate. Nucleus accumbens. Prefrontal cortex.
Dopamine. DARPP-32. AMPA
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1 INTRODUCAO

O ndcleo acumbens (Acb) é parte integral do estriado (GROENEWEGEN et al.,
1999; HEIMER; WILSON, 1975; VOORN et al., 2004) situado na porcao ventro-
medial dos nucleos da base. Devido ao seu padrdo peculiar de conexdes (para
revisdo, ver GROENEWEGEN et al., 1999; IKEMOTO, 2007; SESACK; GRACE,
2010), o Acb tem sido contextualizado como uma interface entre motivacédo e acao
(MOGENSON et al., 1980). O Acb é envolvido em comportamentos governados por
reforcos naturais (alimentos) e € considerado uma estrutura chave da
neurocircuitaria envolvida nas acfes de drogas de abuso e adi¢cdo (DI CHIARA et al.,
2004; KELLEY; BERRIDGE, 2002; KELLEY, 2004 a, b; KOOB; VOLKOW, 2010).
Além disso, 0 Acb, ou suas distintas partes, tem sido implicado em diversos outros
aspectos de comportamentos emocionais e motivacionais, assim como em distintas
formas de aprendizagem (CARDINAL et al., 2002; DAY; CARELLI, 2007; LANSINK
et al., 2008; SALAMONE et al., 2005; SALAMONE, 2010).

Tradicionalmente o Acb é subdividido em duas regides principais, denominadas
core (AcbC) e shell (AcbSh), com o AcbSh localizado nas partes mediais e
ventrolaterais e 0 AcbC ocupando as partes centrais e dorsolaterais do Acb (VOORN
et al., 1989; ZABORSKY et al., 1985; ZAHM; BROG, 1992). Essa classica dicotomia
core-shell tem como base a distribuicdo da proteina ligante de calcio calbindina
(Calb) que destaca o AcbC por sua robusta marcacdo, enquanto o AcbSh exibe
fraca a moderada imunomarcacdo para Calb (JONGEN-RELO; VOORN;
GROENEWEGEN,1994; ZAHM; BROG, 1992).

Entretanto, durante as ultimas décadas apareceram evidéncias que as divisdes do
Acb véo além da classica dicotomia core-shell. Resultados de estudos
imunoistoquimicos (HARTIG et al., 2003; HERKENHAM; EDLEY; STUART, 1984;
JANSSON et al., 1999; JONGEN-RELO; GROENEWEGEN; VOORN, 1993;
TODTENKOPF; STELLAR, 2000; VOORN et al.,, 1986, 1989; ZAHM, 2000),
hodol6gicos (BERENDSE et al., 1988, BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN;
1992; WRIGHT; GROENEWEGEN, 1995; ZAHM et al., 2013), e farmacolégicos
(CARELLI; WIGHTMAN, 2004; IKEMOTO; QIN; LIU, 2005; PECINA; BERRIDGE,
2005) indicam que o AcbSh, e principalmente o AcbSh caudal se apresenta como
uma estrutura altamente heterogénea, com distintos compartimentos, areas de
transicdo e microcircuitos (para revisdo ver GROENEWEGEN et al., 1999; ZAHM;
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BROG, 1992; ZAHM, 1999). Assim, diversas substancias neuroativas como a
acetilcolinesterase, receptores opioides (HERKENHAM; EDLEY; STUART, 1984), e
encefalina (VOORN et al., 1989), tem uma distribuicdo heterogénea no AcbSh que
muitas vezes pode ser relacionada aos aglomerados de alta densidade celular que
por sua vez sdo circundados por regides com baixa densidade celular. Esses
caracteristicos aglomerados celulares (“cell clusters”) foram primariamente descritos
em detalhe por Herkenham et al. (1984). Entretanto, todas as tentativas de
relacionar cada um desses achados a classica organizagdo bicompartimental patch-
matrix descrita no estriado dorsal (GERFEN et al., 1985; GERFEN; BAIMBRIDGE;
MILLER, 1985; GRAYBIEL; RAGSDALE, 1978) falharam (VOORN et al., 1989).

E também bem estabelecido que a dopamina (DA) e tirosina hidroxilase (TH)
apresentam um padrdo de distribuicdo altamente heterogéneo no AcbSh e que
areas que apresentam baixa imunorreatividade para DA ou TH coincidem com os
aglomerados celulares (HERKENHAM; EDLEY; STUART, 1984; VOORN et al.,
1986). Por outro lado, demonstrou-se que a baixa imunorreatividade para TH no
AcbSh ndo é exclusivamente relacionada com os aglomerados celulares isolados,
mas uma caracteristica de corredores fracamente marcados para TH muito mais
extensos dentro do AcbSh, que foram primeiramente descritos de forma
independente por dois grupos (JANSSON et al.,, 1999; SEIFERT et al., 1998).
Considerando que, Seifert et al. (1998) distinguiu dois corredores pobres em TH, um
grande corredor lateral (IC) e um menor corredor medial (mC), Jansson et al. (1999)
propds que esses corredores sdo interligados transversalmente em alguns niveis do
AcbSh na direcdo rostro-caudal, com destaque importante no AcbSh caudal. A
existéncia de corredores dentro do AcbSh também tem sido demonstrada com
outros marcadores predominantemente axonais, tais como a calretinina (Calr;.
SEIFERT et al.,, 1998) e as isoformas VGLUT1 e VGLUT2 dos transportadores
vesiculares de glutamato (VGLUTs; HARTIG et al., 2003). Curiosamente, dado que
as estruturas corticais e subcorticais usam diferentes isoformas dos VGLUTs para
repor as vesiculas sinapticas (FREMEAU et al., 2001; HERZOG et al., 2001), a
distribuicdo diferencial destas isoformas pode refletir padrbes distintos de
aferentagcdo por axénios corticais e subcorticais no AcbSh descritos em uma série de
trabalhos do grupo de Groenewegen (por exemplo, BERENDSE; GROENEWEGEN;
LOHMAN, 1992; WRIGHT; GROENEWEGEN, 1995, 1996). Em um estudo
preliminar (COELHO; METZGER, 2010) observamos através de tecnicas de
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imunoistoquimica, um padrdo de distribuicdo altamente heterogéneo das
subunidades GluA2/3 (anteriormente denominadas GIluR2/3, ver COLLINGRIDGE et
al., 2009) dos receptores ionotropicos de glutamato (Glu) do tipo AMPA (iGIuRs) no
AcbSh.

Para esclarecer se o padréo de distribuicdo das subunidades GIluA2/3 pode estar
relacionado com o sistema de corredores descrito no Acb, no presente estudo nos
comparamos através de métodos imunoistoquimicos, a distribuicdo das subunidades
GluA2/3 e GIuA2 dos iGIuRs com a distribuicAo de marcadores existentes para
corredores no Acb como TH e Calr. O fato que, em contraste aos marcadores acima
mencionados, a imunorreatividade para GIluA2/3 é intensa em corpos celulares,
também permitiu comparar nossos achados com a existéncia de aglomerados
celulares. No caso do AcbSh, direcionamos atencdo especial a sua parte caudal,
visto que a distribuicdo dos marcadores acima mencionados tem sido descrita
heterogénea particularmente nessa regido (JANSSON et al., 1999; SEIFERT et al.,
1998).

Interacdes entre DA e Glu séo crucialmente implicadas no funcionamento do
estriado e foram exploradas detalhadamente no CPu, mas ndo no Acb (CEPEDA,
LEVINE, 1998; DAVID; ANSSEAU; ABRAINI, 2005; SCOTT; APERIA, 2009;
SURMEIER et al., 2007; WEST et al., 2003). Para especificar as bases celulares das
interacbes DA-Glu no Ach, considerando que a neurotransmissao dopaminérgica
pode ser diferente entre os corredores e as outras areas do Acb (JANSSON et al.,
1999; REBEC et al., 1997), realizamos duplas marcacdes para GluA2/3 e DARPP-
32. DARPP-32 foi descrita primariamente como uma proteina citosolica que é
fosforilada por AMPc dependente de uma proteina cinase em resposta a ativacao do
receptor de DA do tipo D1 (HEMMINGS; GREENGARD, 1986). Atualmente, ha
evidéncias de que a fosforilacdo da DARPP-32 ndo é apenas regulada pela DA
agindo sobre receptores D1 e D2, mas por uma variedade de neurotransmissores e
receptores, incluindo os receptores de Glu dos tipos NMDA e AMPA (HALPAIN;
GIRAULT; GREENGARD, 1990; NISHI et al., 2002). A maioria das funcdes e das
interacbes complexas da fosfoproteina DARPP-32 foram desvendadas in vitro ou in
vivo no CPu, onde a DARPP-32 é considerada como integrador importante da
neurotransmissdo nos neurdnios dopaminoreceptivos (GREENGARD; ALLEN;
NAIRN, 1999; SVENNINGSON et al., 2004) e € expressa por praticamente todos 0s
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neurbnios espinhosos de tamanho médio (MSNs; BERTRAN-GONZALEZ et al.,
2008; LANGLEY et al., 1997; OUIMET et al., 1998).

Existem evidéncias que areas pobres em TH, coincidem com areas que exibem
baixa imunorreatividade para o receptor D2 e para o transportador de dopamina
(DAT) e forte imunorreatividade para o receptor D1 (JANSSON et al.,1999). A falta
de colocalizagcédo entre TH e o receptor do tipo D1 pode apontar para o fato que a
transmissdo dopaminérgica nestes corredores ndo seja estritamente sinaptica, mas
gue ocorra principalmente através de transmissdo por volume (VT, ver, AGNATI et
al.,, 1995; FUXE et al., 2005). Para especificar se areas pobres em DAT séo
relacionadas aos corredores e se 0s corredores também estdo presentes em outras
espécies de roedores, nds adicionalmente, investigamos a distribuicdo de axénios
marcados para o DAT em camundongos geneticamente modificados que expressam
a proteina fluorescente tdTomato em corpos celulares e ax6nios que expressam
DAT.

O cortex pré-frontal medial (PFCm) projeta-se de maneira topogréfica para todo o
estriado, incluindo o Acb (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992; DING;
GABBOTT; TOTTERDELL, 2001; VOORN et al., 2004) e esta entre as principais
entradas glutamatérgicas do Acb (BRITT et al., 2012). Finalmente, a fim de
esclarecer se as projecdes de distintas subdivisbes do PFCm tem, conforme
indicado anteriormente (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992; WRIGHT;
GROENEWEGEN, 1995), relacdo com o sistema de corredores no AcbSh caudal,
reexaminamos as projecdes de distintas subareas do PFCm e oOrbitomedial para o

Acb usando tracadores retrégrados e anterogrados.
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2 OBJETIVOS

Esclarecer a complexa compartimentalizacdo do AcbSh através de métodos
imunoistoquimicos, genéticos e de rastreamento neural. Para esse proposito,

exploramos os seguintes objetivos especificos:

Estudar através de métodos imunoistoquimicos uma possivel distribuicao
heterogénea de marcadores como TH, Calr e DARPP-32 e relacionar a distribuicdo

destes marcadores com a distribuicdo de GIuA2/3.

Estudar através de métodos de rastreamento anterégrado se as aferéncias
vindas de distintas subdivisbes do PFCm s&o direcionadas para distintos

compartimentos do AcbSh.

Estudar uma possivel compartimentalizacdo do AcbSh em uma outra espécie
de roedor (camundongo) examinando a distribuicdo do DAT em camundongos
geneticamente modificados que apresentam fluorescéncia em neurénios e axbénios

que expressam DAT.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos, com peso entre 220 — 260 g, (Wistar, adquiridos do
Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas |, n = 44). Em adi¢cdo, para avaliar a
distribuicdo do DAT, foram utilizados camundongos geneticamente modificados que
expressam a proteina fluorescente (tdTomato) em corpos celulares e axénios que
contém DAT, com peso entre 20 — 24 g (cedidos pelo Prof. José Donato Jr, ICB-
USP, n = 4). Para evitar diferencas entre os sexos, somente ratos e camundongos
machos foram usados nos experimentos. Os animais foram mantidos em grupo, em
caixas com temperatura controlada de + 23 °C, iluminag&o com ciclos claro e escuro
alternados a cada 12 horas, com agua e ra¢do a vontade Todos os procedimentos
seguiram o protocolo aprovado pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal
(CEEA) do ICB — USP (Protocolo n° 153/2012 e Protocolo n° 8/2012), e os principios
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e o “Guia de

Uso de Animais em Pesquisas” do National Institute of Health (NIH).

3.2 Experimentos de rastreamento anterégrado e retrogrado

Os ratos foram inicialmente anestesiados via injecfes subcutaneas com coquetel
contendo Ketamina (Syntec, Hortolandia, Brasil; 5 mg/100 g de peso corporal),
Acepromazina (Univet, S&o Paulo, Brasil; 0.04 mg/100 g de peso corporal) e Xilazina
(Syntec; 1 mg/100 g de peso corporal) diluidos em &gua destilada. Apos
comprovado o grau de anestesia, foi realizada tricotomia na regido craniana, seguida
pelo posicionamento do animal no estereotaxico (Kopf, Tujunga, CA, USA). A
cabeca do animal foi imobilizada por barras auriculares, posicionadas nos ductos
auriculares e através da presilha nasal, presa aos incisivos superiores. A calota
craniana foi exposta por incisdo de aproximadamente 2 cm na superficie cutanea
mediana e rebatida a pele que a recobre. Em seguida. Foi realizado o afastamento
dos tecidos subcutaneos aderidos na superficie 6ssea. Com auxilio de microscépio
cirdrgico, dois pontos craniométricos foram identificados como referéncia: o Bregma
e 0 Lambda. Para garantia de nivelamento do cranio no plano horizontal, a altura

desses dois pontos foi ajustada, evitando diferenca superior a 0,2 mm entre ambos.
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A partir do ponto craniométrico Bregma, com auxilio de motor de suspensao com
broca odontoldgica esférica, foi aberta uma pequena janela de aproximadamente 0,5
mm? para expor a superficie do encéfalo. O tracador anterégrado Phaseolus Vulgaris
Leucoagglutinin (PHA-L; a 2.5%, 0.01 M, Vector Laboratories, Burlingame, CA, em
tampao fosfato,) e o tracador retrogrado subunidade b da toxina colérica (CTb; low
salt a 1%, List Biological Laboratories Inc., Campell, CA,USA, em agua destilada)
foram utilizados no presente estudo. CTb foi injetado visando o AcbSh caudal e
PHA-L visando as camadas celulares profundas (V e VI) dos cortices pré-limbico
(PL), infralimbico (IL) e orbital medial (MO) do PFC. As coordenadas estereotaxicas
foram obtidas no atlas de encéfalo de rato de Paxinos e Watson (2007) e
subsequentemente adaptadas.

Ambos os tracadores foram injetados com micropipetas de vidro previamente
confeccionadas em estirador de pipetas (Kopf-720, Tujunga, CA, USA) com diametro
interno de 10-15 pm. Todas as injecbes foram feitas iontoforéticamente no
hemisfério cerebral direito, utilizando uma fonte de corrente positiva pulsada (7
segundos ligada, 7 segundos desligada), alternando em 5 pA, durante 15 minutos,
para as injecdes de CThb no AcbSh, e durante 20 minutos para as injecdes de PHA-L
no PFC. Diante desses parametros, um grupo de ratos destinados aos experimentos
de rastreamento retrégrado receberam injecdes unilaterais simples de CTb no
AcbSh (n = 15) e o grupo de ratos destinados aos experimentos de rastreamento
anterégrado receberam injecdes de PHA-L no PFC (n = 20). Apés as injecdes, as
pipetas foram mantidas em posi¢cdo durante 3 minutos com corrente continua
negativa de 3 pA para minimizar o escape do tracador durante a retirada da pipeta.
Os tecidos foram limpos com solucéo salina, reposicionados e realizada a sutura na
regido operada. Para transporte do tracador no tecido nervoso, 0s ratos

permaneceram em periodo pés-operatério de 8-14 dias.
3.3 Perfusao e Microtomia

Ap6s o periodo de sobrevida de 8 dias para as inje¢cdes de CTb e 10-14 dias para
as inje¢cbes de PHA-L, os ratos foram profundamente anestesiados através de
injecdo de Cloropental (Sigma, St. Louis, MO, 3,3 mg/kg) e submetidos a perfuséo
cardiaca, via ventriculo esquerdo através de bomba peristaltica (Cole Parmer,

Chicago, IL), inicialmente utilizando 80 ml de soluc¢éo salina (0,9%), seguida por 500
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ml de solugéo de paraformaldeido (PFA) a 4% em 0,1 M de tampéao fosfato (PB, pH
7.4). Os encéfalos foram removidos de seus envoltorios 6sseos e pos—fixados por 4
horas a 4 °C e crio-protegidos em solugcdo PB com 20% de sacarose a 4°C. Em
seguida, os encéfalos foram seccionados em plano coronal em um micrétomo de
congelamento, sendo que os cortes de 40 um de espessura foram coletados em
cinco compartimentos. Um  desses compartimentos foi  processado
imunoistoquimicamente para CTb ou PHA-L. Outro compartimento foi destinado para
coloracdo de Nissl para avaliagao dos limites das regibes imunomarcadas.

Nos experimentos realizados em camundongos, com quatro semanas de vida, 0s
animais foram profundamente anestesiados através de injecdo de Cloropental
(Sigma, St. Louis, MO, 0,4 mg/100 g) e perfundidos via ventriculo esquerdo com 10
ml de solucdo salina (0,9%), seguida por 150 ml de solucdo de paraformaldeido
(PFA) a 4% em 0,1 M de tampéo fosfato (PB, pH 7.4) durante oito minutos. Apds a
retirada do encéfalo da caixa craniana ele foi pds-fixado na mesma solucdo de
paraformaldeido por cerca de 2 horas, sendo colocado, em seguida, em uma
solucéo de PB com 20% de sacarose. No dia seguinte o encéfalo foi seccionado em
plano coronal em um micrétomo de congelacao regulado na espessura de 25 um e

dividido em 5 séries. Os tecidos foram conservados em soluc¢do anti-congelante.

3.4 Experimentos de Imunoistoquimica

Anticorpos: Os anticorpos primarios usados no presente estudo e suas espécies,
diluicdes e fabricantes estéo listados na Tabela 1. Todos os anticorpos primarios que
foram usados no presente estudo foram extensivamente caracterizados e tiveram
sua especificidade revelada previamente. Os anticorpos policlonais anti-GIuA2 e anti
GluA2/3 foram utilizados em estudos prévios em cérebro de rato e foram
caracterizados por imunobloting (PETRALIA; WENTHOLD, 1992; PETRALIA et
al.,1997; TSE et al., 2008). O anticorpo monoclonal anti-DARPP-32 foi gentilmente
cedido por Hugh C. Hemmings Jr, Cornell University, New York, NY e sua
especificidade foi caracterizada por imunobloting (HEMMINGS; GREENGARD,
1986). O anticorpo monoclonal anti-TH, assim como o0 anticorpo monoclonal contra
Calb e o anticorpo policlonal contra Calr sdo anticorpos comerciais e também foram
caracterizados por imunobloting. Em nosso estudo, todos os anticorpos marcaram

as seccodes do cérebro do rato de modo consistente com as descricbes anteriores.
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(HOFKELT et al., 1984; SEIFERT et al., 1998). Todos os anticorpos primarios e
secundarios (ver Tabela 1), também foram testados em nosso laboratério para

determinar sua concentracao.

3.4.1 MarcagOes de imunoperoxidase

Apés a realizacdo das etapas de lavagem e incubacédo. Os cortes (livremente
flutuando) foram pré-tratados com borohidreto de sédio a 1% (Sigma) em PB (15
minutos), seguido de uma lavagem completa em PB e por pré-incubacdo em 1%
H,O, em PB contendo alcool metilico a 10% (10-15 minutos). Apés lavagem em PB
e pré-incubacdo em PB contendo 2% de soro normal da espécie hospedeira do
anticorpo secundario e 0,3% Triton X-100 (30 minutos), os cortes foram incubados
por 40 horas a 4° C em suas respectivas solu¢des de anticorpo priméario em PB (ver
Tabela 1) contendo 1% de soro normal da espécie hospedeira do anticorpo
secundario e 0,3% Triton X-100. Depois de varias lavagens em PB, os cortes foram
incubados por duas horas em seus respectivos anticorpos biotinilados secundarios
(ver Tabela 2 para suas respectivas espécies hospedeiras, diluicbes, e fabricantes).
Apés vérias lavagens em PB, os cortes foram entdo incubados por 2 horas em um
complexo avidina-biotina (Vectastain, Elite ABC kit, Vector, 1:200). Os cortes foram
lavados novamente em PB e o produto da reacdo da peroxidase foi visualizado
usando o método da glucose oxidase (ITOH et al.,1979) e DAB como cromdgeno.
Em alguns casos, a reacdo da DAB foi intensificada com sulfato de niquel a 0,5%.
Os cortes foram lavados novamente em PB e montados em laminas gelatinizadas. A
imunomarcacao foi intensificada mergulhando-se as laminas em uma solucdo de
tetroxido de Osmio durante 20 segundos. Finalmente, as laminas foram

desidratadas, diafanizadas em xilol e cobertas com DPX (Sigma-Aldrich).

3.4.2 Marcacdes de imunofluorescéncia

Os cortes destinados as duplas marcacdes de imunofluorescéncia (IF) foram pré-
tratados exatamente conforme descrito acima. Todos os cortes foram pré-incubados
por 30 min em PB contendo 2% de soro normal da espécie hospedeira do anticorpo
secundario e 0,3% Triton X 100 (30 minutos). Os cortes foram entdo incubados por

72 horas em um coquetel com dois anticorpos primarios diluido em PB contendo
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0,3% Triton X-100 e 1% de soro normal da espécie hospedeira do anticorpo
secundario. Em seguida, os cortes foram lavados em PB e incubados por 50 min em
solucdo de PB contendo anticorpos secundarios conjugados ao fluoréforo Alexa
Fluor® 488 e 1% de soro normal da espécie hospedeira do anticorpo secundério. Os
cortes foram lavados novamente em PB e incubados por 50 minutos em solucao de
PB contendo anticorpos secundarios conjugados ao fluoroforo Alexa Fluor® 594 (ver
Tabela 2) e 1% de soro normal da espécie hospedeira do anticorpo secundario.
ApoOs vérias lavagens em PB, os cortes foram montados em laminas gelatinizadas
revestidas por laminulas com slow fade (Molecular Probes) e, finalmente, seladas

com esmalte de unha.

Tabela I. Anticorpos primérios utilizados nas marcac¢des de imunoperoxidase (IP) e imunofluorescéncia

(IF).
Diluicao
Antigeno IP IF Espécie Fonte Endereco
GluA2 1:500 1:250 Coelho Millipore (1)
GluA2/3 1:500 1:250 Coelho Millipore 1)
TH 1:500 1:200 Camundongo Boehringer (2)
Calr 1.2.000 1:1.000 Cabra Millipore (2)
Calb 1:10.000 1:5.000 Camundongo Sigma 3)
DARPP-32 1:10.000 1:1.250 Camundongo N&o-comercial 4
CThb 1:10.000 Cabra List (5)
PHA-L 1:5.000 1:2.500 Coelho DAKO (6)

(1) Millipore, Temecula, CA
(2) Boehringer, Mannheim, Alemanha
(3) Sigma, St Louis, MO

(4) cedido por Hugh C. Hemmings Jr, Cornell Univ, NY

(5) List, Burlingame, CA
(6) DAKO, Carpinteria, CA



27

Tabela Il. Anticorpos secundarios utilizados nas marca¢des de imunoperoxidase (IP) e imunofluorescéncia

(IF).

Diluigcao

Anticorpos 1P Espécie Fonte Enderego
Coelho IgG 1:200 Cabra Vector Q)
IC;]zémundongo 1:200 Cavalo Vector Q)
Cabra IgG 1:4.000 Burro Jackson (2)

Anticorpos IF Fluoro6foro Espécie Fonte Endereco
IC;]aCL;mundongo 1:250 Alexa 488 Cabra Molecular Probes 3)
Coelho IgG 1:250 Alexa 594 Cabra Molecular Probes 3)

(1) Vector, Burlingame, CA
(2) Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA
(3) Molecular Probes, Eugene. OR

3.5 Andlise dos resultados

Os cortes dos encéfalos de rato corados através da reacao de imunoperoxidase e
os cortes dos camundongos geneticamente modificados que expressam a proteina
tdTomato nos axénios DAT+ foram examinados através de um microscépio Zeiss
Axioimager Al (Zeiss, Muenchen, Germany) equipado com uma camera digital do
tipo Zeiss AxioCam HRc (Zeiss). As imagens de dupla marcacdo de
imunofluorescéncia foram coletadas e analisadas através do software Axiovision
(Zeiss), que permite a aquisicdo de imagens de vérios canais de fluorescéncia e a
sobreposicado dessas imagens. O mesmo software foi utilizado para contagem de
eventos e medi¢cdes. A identificacdo e quantificacdo das células imunomarcadas foi
realizada em imagens com tamanho de 1388 x 1040 pixels, adquiridas com objetiva
de 40x. Apenas 0s neurdnios com o soma completamente corado e em foco foram
considerados para andlise e classificados como simples ou duplamente marcados.
Todos os dados quantitativos foram obtidos a partir da contagem feita em pelo
menos trés animais. A contagem dos eventos foi realizada em trés niveis ao longo
do eixo rostro-caudal do Acb, correspondendo aproximadamente aos niveis 2,80
mm, 2,40 mm e 1,50 mm anterior do Bregma, respectivamente (Fig. 1). A contagem
dos eventos nesses niveis foi realizada separadamente no AcbhC e AcbSh, exceto no
AcbRP, onde ndo se distingue estes dois grandes territérios. Todos os dados
guantitativos obtidos foram analisados com o software Sigmastat (Versédo 2.03,
Systat Software Inc., Richmond, CA). A analise foi conduzida através de uma analise

de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de U de Mann-Whitney. Para todos os
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testes, um valor-p < 0,05 foi considerado como significante. A montagem das
imagens foi realizada através do programa Adobe Photoshop (Versao 7.0, a Adobe
Systems Inc., Mountain View, CA). O equilibrio de cores, contraste e brilho das
imagens foram ajustados em um grau variavel. O software Canvas (ACD Systems,
Victoria, Canadé, versao 9.0) foi utilizado para os desenhos de demarcagédo dos

limites das estruturas.

3.6 Nomenclatura

A nomenclatura das estruturas usadas no presente estudo é baseada no atlas do
cérebro do rato de Paxinos e Watson (2007) salvo algumas importantes excecdes
em relacdo ao Acb e PFC. Para as subdivisdes do AcbSh utilizamos, quando
aplicavel, a nomenclatura proposta por Todtenkopf e Stellar (2000) para as
diferentes subdivisdes presentes no AcbSh. Esses autores, baseados no padrdo de
distribuicdo diferencial da TH, propuseram que o AcbSh pode ser subdividido em
cinco regides: o vértex (VERT), arco (ARCH), cone (CONE), assim como as regioes
intermediéria (INT) e ventrolateral (LAT), sendo que o VERT e o CONE exibem uma
maior imunorreatividade para TH se comparado ao ARCH (ver Fig.l em
TODTENKOPF et al.,, 2002). Em nosso material, nas marcacdes para TH,
observamos que este padrdo € altamente reprodutivel (Fig 2A). Entretanto, €&
importante notar que as subregifes propostas sdo apenas distinguiveis no AcbSh
caudal, o qual corresponde aos dois quintos mais caudais desta estrutura. No
presente estudo, nés incorporamos, quando aplicavel, esta nova proposta com uma
modificacdo. N6s ndo consideramos o “ARCH” como uma regidao separada do
AcbSh, mas como parte integral de um complexo de corredores fracamente
imunorreativos para TH que se estendem ao longo do AcbSh (Ver Resultados e
Discusséo). Nos também distinguimos no presente estudo o polo rostral do Acb
(AcbRP) como uma sub-regido separada. Enquanto alguns autores consideram o
AcbRP como uma terceira sub-regido principal do Acb (ZAHM; HEIMER, 1993)
outros argumentam que o AcbRP, devido a sua fraca imunorreatividade por Calb,
deveria ser considerada como uma parte integral do AcbSh (JONGEN-RELO;
VOORN; GROENEWEGEN, 1994; RIEDEL et al., 2002).

Para as subdivisbes do PFCm nos usamos a nomenclatura classica de Krettek e

Price, (1977). Assim distinguimos no PFCm o cortex do cingulo anterior (ACd), o
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cértex pré-limbico (PL) e infralimbico (IL). Adicionalmente distinguimos no PFC
orbitomedial as subdivisdes orbital medial (MO) e orbital ventral (VO). Em relacéo as
subunidades dos iGIuRs, utilizamos neste estudo a hova nomenclatura proposta por

Collingridge et al. (2009) para os canais i0nicos.
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4 RESULTADOS

4.1 Experimentos de imunoistoquimica

4.1.1 Compartimentalizacdo do AcbSh caudal

Conforme revelado pela imunomarcacao para TH, o padrdo de distribuicdo deste
marcador tornou-se progressivamente mais heterogéneo no AcbSh. No AcbSh
médio-rostral, zonas fracamente marcadas para TH aparecem em sec¢des coronais
como éareas isoladas de forma e tamanho variaveis (por exemplo, areas irregulares
fracamente marcadas para TH localizadas dorsalmente a insula de Calleja e uma
complexa area pobre em TH que prolonga-se na borda lateral com o AchC, ver
Fig.2D). Em paralelo, em secg¢des de Nissl, zonas pobres em TH do AcbSh medial
claramente se destacaram como aglomerados de alta densidade celular (comparar
Fig. 2B com Fig. 2D).Embora, a primeira vista, os aglomerados de alta densidade
celular ndo parecem ser continuos, em regides mais caudais, observa-se que as
zonas pobres em TH sdo continuas e formam os corredores lateral (IC) e medial
(mC), que séo interligados em alguns niveis e circundados pela regido do CONE
(Fig.2E,F). Em adicdo, o IC e o mC ndo sdo somente fracamente inervados por
axbnios TH+, mas também sdo extremamente pobres em Calr. Sendo assim, em
contraste a regido ao CONE ricamente inervada, o IC e mC em torno do CONE, sédo
praticamente desprovidos de axbénios Calr+ (Fig.2G). A existéncia de corredores no
AcbSh caudal foi demonstrada por Voorn et al. (1989; ver sua Fig. 9), e 0 IC e mC
foram primeiramente descritos por Seifert et al. (1998) como regides pobres em TH e
Calr (ver sua Fig.4). Finalmente, Jansson et al. (1999) descreveu que zonas pobres
em TH no AcbSh sdo continuas na direcdo rostro-caudal e em alguns niveis sédo
conectadas umas as outras por meio de pontes (ver sua Fig.7). Em suma, nossa
analise detalhada de séries de seccbes coronais adjacentes ao longo do AcbSh
imunomarcadas para Nissl, TH ou Calr (Fig.2) confirmou a existéncia de um
complexo sistema de corredores tubulares pobres em TH no AcbSh e delineou uma

sobreposicao deste sistema com zonas que exibem alta densidade celular.
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Figura 1- Fotomicrografias da marcacéo de imunoperoxidase para calbindina (Calb) no Acb.
S&o mostrados trés niveis consecutivos ao longo do eixo rostro-caudal do Acb, ilustrando as
principais subdivisbes dessa estrutura (A-C). Note que imunomarcagdo para Calb é mais
robusta e homogénea no acumbens core (AcbC) que no acumbens shell (AcbSh) e no polo
rostral (AcbRP). Os retangulos indicam as &areas onde as contagens das células foram
realizadas. Para outras abreviagdes, ver lista. Escala = 200 ym



Figura 2- Fotomicrografias ilustrativas das subdivisdes do AcbSh. (A) Imunomarcacéo para
tirosina hidroxilase (TH), ao longo do AcbSh incorporando as regides vertex (VERT), cone
(CONE), intermediéria (INT) e ventrolateral (LAT)=, assim como os corredores medial (mC)
e lateral (IC) delineados no presente estudo. (B) Colorac¢ao de Nissl, ilustrando a relacdo de
aglomerados celulares com os corredores (indicados pelas cabecas de seta) no AcbSh. (C-
F) Uma série de marcacdes de imunofluorescéncia para TH no AcbSh ao longo do eixo
rostro-caudal, ilustrando &reas e corredores pobres em TH (delineados pelas cabecas de
seta). Note que nos niveis rostrais, areas pobres em TH aparecem de forma isolada (C,D),
enquanto em direcdo caudal essas areas tornam-se interconectadas por corredores (E,F).
Detalhes da imunomarcacao para calretinina (Calr; G) e TH (H) no mC e IC circundando a
regido do CONE no AcbSh caudal. Asteriscos indicam a insula Magna de Calleja. Para
outras abreviacdes, ver lista. Escala = 400 um em A (aplicavel em A, B); 250 ym em F
(aplicavel em C-F); 200 um em H (aplicavel em G, H).
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4.1.2 Distribuicdo das subunidades GluA2/3 e GIuA/2 e sua relagdo com os

compartimentos do Acb.

Utilizando um anticorpo que reconhece um epitopo comum das subunidades
GIluA2 e GIuA3 dos iGIuRs do tipo AMPA, uma intensa imunorreatividade para
GluA2/3 foi observada em todas as regides do Acb (Fig.3). A imunorreatividade para
GluA2/3 foi presente em numerosos corpos celulares, poucos dendritos primarios e
também em axénios. Muitos dos neurdnios GluA2/3+ tem um corpo celular médio de
forma redonda ou oval, caracteristica dos MSNs (Fig.3B).

O padréo de marcacéo para GluA2/3 foi claramente heterogéneo ao longo do eixo
rostro-caudal do Acb. Os pericarios GluA2/3+ foram uniformemente distribuidos no
AcbRP (Fig.3A) e no AcbC (Fig.3C), com excecdo de um grupamento neuronal
GluA2/3+ que se destacou na parte basal do AcbRP (Fig.4B). No AcbSh a
imunomarcacao tornou-se progressivamente mais heterogénea e em secc¢des ao
longo do AcbSh caudal, os corredores (mC e IC) se destacaram por sua intensa
imunorreatividade para GIuA2/3 associada a alta densidade celular. De forma
similar, o VERT exibiu uma alta densidade de corpos celulares GluA2/3+ quando
comparado ao CONE (Fig.3C). Através da utilizacdo de um anticorpo que reconhece
seletivamente a subunidade GIuA2 nds obtivemos um padréo de distribuicdo muito
similar ao obtido com o anticorpo contra as subunidades GIuA2/3, sendo que
particularmente o AcbSh caudal também exibiu um padrdo de imunomarcacao
heterogéneo (Fig.3D). A fim de relacionar o padrédo heterogéneo de marcacgao para
GluA2/3 com os diferentes compartimentos do Acb, realizamos uma andlise
detalhada das duplas marcacdes para GIuA2/3 e TH e GIuA2/3 e Calr, e também
analisamos séries de Nissl adjacentes. Conforme observado nas simples marcacfes
para GluA2/3, na parte basal do AcbRP uma conspicua area com alta densidade
celular foi destacada por uma elevada densidade de elementos GIuA2/3 +
associados a uma baixa imunorreatividade para TH (Fig. 4A-A ", 4B). Esta parte
basal do AcbRP foi primariamente descrita por Zahm e Brog (1992) como uma area
rica em substancia P e desprovida de neurotensina e posteriormente destacada por
ser rica em proencefalina, prodinorfina e receptores de DA do tipo D1 (CURRAN,
WATSON, 1995).

No AcbSh caudal, a anédlise detalhada das duplas-marcacfes para GluA2/3 e TH

e GIuA2/3 e Calr, revelou que no mC e IC do AcbSh, areas de alta densidade de
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corpos celulares GIuA2/3+ coincidem perfeitamente com éareas de baixa
imunorreatividade para Calr. (Fig. 4C-C”, 4D). Entretanto, estas observagdes nao se
aplicam para o VERT, o qual exibe também uma alta densidade de neurdnios
GluA2/3+, embora seja robustamente, porém nao de forma homogénea, inervado
por axénios TH+ e Calr+. A andlise de marca¢fes de Nissl adjacentes ao longo do
AcbSh confirmou a sobreposicdo de areas intensamente imunomarcadas para
GluA2/3 no mC e IC com os aglomerados celulares, particularmente evidente no IC e
nos grandes grupos celulares perto da ICjM, que fazem parte do mC (Fig,2B). E
importante ressaltar que as partes estreitas do sistema de corredores muitas vezes
ndo podem ser facilmente identificadas nas marcacdes de Nissl, entretanto séo
reconheciveis como pontes celulares exibindo alta densidade de elementos
GluA2/3+.



® o / TEE o og |
de imunoperoxidase para GIluA2/3 (A-C) e GIuA2
(D) no AcbRP (A) e Acb caudal (B-D). Repare o similar padréo de distribuicdo heterogéneo
de GIluA2/3 (C) e GIuA2 (D) no AcbSh caudal. Notar no detalhe em C a densa marcacéo de
neurdnios GIluA2/3+ no IC. As cabecgas de seta indicam 0s mesmos vasos sanguineos.
Escala =200 um em A; 20 ym em B; 250 um em C (aplicavel também em D); 50 um no
detalhe.
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Figura 3- Fotomicrografias da marcacéao
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Figura 4- Fotomicrografias da dupla marcacdo de imunofluorescéncia para TH (A,
fluorescéncia verde) e GluA2/3 (A’, fluorescéncia vermelha) e coloragéo de Nissl adjacente
(B) ao longo do AcbRP. Note que na parte basal do AcbRP, uma area com alta densidade
de neurdnios GIluA2/3+ (indicada por cabecas de seta brancas em A”) € associada com
areas com baixa imunorreatividade para TH e regibes de aglomerados celulares (indicadas
por cabecas de seta vermelhas em B). Fotomicrografias da dupla marcacdo de
imunofluorescéncia para TH (C, fluorescéncia verde) e GIuA2/3 (C’, fluorescéncia vermelha)
e dupla marcacdo de imunofluorescéncia para Calr (fluorescéncia vermelha) e GIuA2/3
(fluorescéncia verde) no AcbSh caudal (D). Note que o mC e IC no AcbSh caudal
apresentam forte imunorreatividade para GIluA2/3 mas fraca imunorreatividade para TH (C”)
e Calr (D). Escala = 250 ym em A (aplicavel em A-B); 100 um em C (aplicavel C’); 50 um em
C” (aplicavel também em D).
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4.1.3 Distribuicdo de DARPP-32 e sua co-localizagdo com GluA2/3

Todas as sub-regides principais do Acb (AcbRP, AcbC e AcbSh) foram
intensamente marcadas para DARPP-32 (Fig. 5A, B). A imunorreatividade para
DARPP-32 no Acb foi encontrada em numerosos corpos celulares, dendritos
primarios, e também axbnios. Em geral, os neurbnios DARPP-32 + do Acb
apresentaram um corpo celular redondo ou oval de tamanho médio, de onde
emergiram alguns dendritos primarios intensamente marcados (Fig. 5C). Devido ao
fato da neuropila ser intensamente imunomarcada para DARPP-32, a primeira vista,
estruturas DARPP-32+ apresentaram uma distribuicdo relativamente homogénea
sem diferencas entre o AcbRP, AcbC e AcbSh. Todavia, na parte basal do AcbRP,
apenas poucos corpos celulares DARPP-32+ fracamente marcados puderam ser
detectados (Fig.5A). No AcbSh caudal, os corpos celulares DARPP-32+ eram mais
concentrados nas regides mediais. Em adic&do, na parte ventral da regiao INT, havia
pequenas areas quase desprovidas de corpos celulares DARPP-32+. Na borda
ventral do Acb, um padréo diferencial de marcacédo para DARPP-32, demarcou os
elementos estriatais dos elementos palidais dos ndcleos da base. Neste dltimo, a
imunomarcacdo para DARPP-32 foi claramente restrita a neurodpila intensamente
marcada (Fig.3B). A fim de estudar em que grau as amplamente distribuidas
subunidades GIluA2/3 séo expressas em MSNs DARPP-32+, nos realizamos dupla
marcacdo de imunofluorescéncia para DARPP-32 e GIuA2/3. Conforme semi-
quantificado nas principais regides do Acb (AcbRP, AcbC e AcbSh,ver Fig.1), ao
longo dos diferentes niveis do eixo rostro-caudal, quase todos neurénios DARPP-
32+ no Acb contém as subunidades GIluA2/3 (Fig.6). N&o ha diferencas
estatisticamente significativas com relacdo ao grau de co-localizacdo entre as trés
sub-regibes principais do Acb e entre os diferentes niveis rostro-caudais do Acb.
Nossos resultados indicam que 99,72 + 0,75% de todos os neurdnios DARPP-32 +
no Acb foram duplamente marcados para GIuA2/3. No entanto, uma minoria dos
neuronios GIluA2/3+ no Acb n&o continha DARPP-32. Além disso, cerca de 93%
(92,65 * 3,86%) dos neurdnios GluA2/3 + no Acb foram duplamente marcados para
DARPP-32. Em suma os respectivos valores foram: AcbRP: 92.65 + 1.34%; AcbSh:
92.18 + 4.98% e AcbC: 93.37 £ 3.99%. Contudo, no AcbSh os campos analisados
foram centrados nas subregides CONE e INT (ver Fig. 1) e assim foram excluidas as

regides de alta densidade celular, uma vez que séo localizadas em sua maioria nas
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bordas mediais e laterais do AcbSh. Em nossa andlise especifica das regides de alta
densidade celular, a porcentagem de células simples marcadas para GIuA2/3
apresentou um valor consideravelmente maior, alcancando 30% em areas
tradicionalmente descritas por apresentar aglomerados celulares como a parte basal

do AcbRP e os aglomerados celulares que fazem parte do IC.
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Figura 5- Imunomarcacgéo para DARPP-32 no AcbRP (A) e em um nivel medial do Acb (B,
C). Note na parte basal do AcbRP (indicada pelas cabecas de seta) um nimero reduzido de
corpos celulares DARPP-32+. Escala = 200 ym em A (aplicavel também em B); 20 ym em

C.
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DARPP-32 + GluA2/3

L CPu

Figura 6- Fotomicrografias da dupla marcacdo de imunofluorescéncia para DARPP-32
(fluorescéncia vermelha) e GIuA2/3 (fluorescéncia verde) no AcbRP (A, D) e em um nivel
medial do AcbSh (B, C, E). Note que todos os neurdnios DARPP-32+ no Acb contém
GluA2/3 (indicado pela fluorescéncia laranja) enquanto uma minoria de neurdnios GluA2/3+
no Acb ndo contém DARPP-32 (indicado pelas setas no detalhe em B). Note também que a
maioria das células simples marcadas para GIluA2/3 estédo localizadas na parte basal do
AcbRP (D) e no IC (indicado pelas cabegas de seta brancas em B, E). Escala = 250 ym em
A (aplicavel também em B); 40 ym em C; 100 ymem D e E.
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4.1.4 Distribuicado do DAT e suarelagcdo com os compartimentos do Acb

Visto que DAT é fundamental na regulacdo do tempo de vida da DA liberada
(CRAGG e RICE, 2004; RICE e CRAGG, 2008) e para examinar uma possivel
compartimentalizacdo do AcbSh em uma outra espécie, examinamos a distribui¢cdo
de DAT em camundongos geneticamente modificados que seletivamente expressam
uma proteina fluorescente (tdTomato) em neurdnios e axénios que expressam DAT.

Semelhante ao descrito para a distribuicdo de TH em ratos, o padrdao de
distribuicdo de DAT tornou-se progressivamente mais heterogéneo ao longo do eixo
rostro-caudal do AcbSh. Enquanto a distribuicdo de DAT no AcbRP e AcbC foi
bastante homogénea, no AcbSh médio-rostral, zonas fracamente marcadas para
DAT apareceram primeiramente em sec¢des coronais como areas isoladas de forma
e tamanho varidveis. Avancando em direcdo caudal, essas zonas pobres em DAT
ficaram cada vez mais proeminentes e no AcbSh caudal o mC e IC foram claramente

delineados pela sua fraca expresséo de DAT (Fig. 7).



Figura 7- Fotomicrografias ilustrativas do padrdo de distribuicdo do DAT ao longo do eixo
rostro-caudal do AcbSh (A-D), note que areas com baixa imunorreatividade para DAT
delineiam corredores. Escala = 200 pym




43

4.2 Experimentos de rastreamento neural

Tendo em vista que as entradas do PFC estdo entre as mais importantes e
robustas aferéncias do Acb (BROG et al.,, 1993; DING et al.,, 2001; HOOVER,
VERTES, 2011; SESACK et al., 1989; VERTES, 2004) e principalmente a fim de
esclarecer se as projecdes de distintas subregides do PFCm tem, como indicado
anteriormente (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992; WRIGHT,
GROENEWEGEN, 1995), relagdo com o sistema de corredores no AcbSh caudal,
reexaminamos as projecdes do PFCm para o Acb usando tragadores retrogrados e

anterogrados.

4.2.1 Experimentos de rastreamento retrogrado

Primeiramente, para investigar quais regides do PFCm aferentam o AcbSh
caudal, injecdes relativamente grandes do tracador retrégrado CTb foram feitas no
AcbSh. Em geral, esses experimentos retrégrados permitiram uma caracterizacao
precisa das subareas e da origem laminar dos neurénios do PFCm que se projetam
para o AcbSh caudal. De um total de 15 casos com inje¢cdes de CTb no Acb que
mostraram transporte satisfatorio, 2 casos tiveram injecdes principalmente restritas
ao AcbSh e foram selecionados para analise. Os resultados séo exemplificados em
seguida para o caso 14 que teve uma grande injecdo de CTb no AcbSh caudal com
somente um envolvimento periférico do AcbC (Fig. 8C).

Nesse caso foi observada densa marcacéo bilateral no PFC que se estendeu do
seu polo rostral até sua parte caudal no giro do cingulo. Em geral a marcacdo no
lado ipsilateral foi maior que o componente contralateral.

Os neurbnios retrogradamente marcados foram distribuidos de forma
heterogénea nas subareas do PFCm com destaque para o PL e IL. Nessas duas
areas, a imunomarcacao foi muito intensa com grande nuamero de células CTbh+
encontradas principalmente nas camadas V e VI (Fig. 8 A-C). Em contraste, somente
poucos neurdnios CTb+ foram encontrados dorsalmente no ACd e no PrCm. Na
camada V a maioria dos neurdnios CTh+ foi formada por células piramidais com o
dendrito apical posicionado em direcdo a superficie, enquanto na camada VI
prevaleceram neurbnios multiformes (Fig. 8D). Em todas as areas marcadas

algumas células CTb+ foram presentes nas camadas superficiais, principalmente na
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camada Il. Forte marcacdo de CTb também foi encontrada no cértex dorsal
peduncular, em torno do apice do AcbRP, e lateralmente no cortex ventrolateral
orbital e agranular insular. Além disso, as injecdes no AcbSh caudal resultaram em
grande numero de neurdnios retrogradamente marcados em distintas areas do
talamo, amigdala e hipocampo (Fig. 8E), bastante conhecidas como outras fontes
importantes de entradas do AcbSh (ver BRITT et al., 2012; BROG et al., 1993).



45

Figura 8- Fotomicrografias da distribuicdo de neurbnios CTh+ em trés niveis ao longo do
eixo rostro-caudal do PFC (A-C) e na regido CAl do hipocampo (E) resultante de uma
injecdo de CTb centrada no CONE do AcbSh caudal (ilustrada em C). Note que a maioria
das células CTb no PFCm é encontrada nas camadas profundas do PL e IL. Detalhes de
neurdnios piramidais retrégradamente marcados na camada V do IL (D). Note que a maioria
dos neurbnios CTh+ é formada por células piramidais. O asterisco indica 0 mesmo vaso
sanguineo em B e D. Escala = 400 um em A (aplicavel também em B e C); 50 um em D, 100
Mmem E
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4.2.2 Experimentos de rastreamento anterogrado

Utilizando os resultados dos experimentos de rastreamento retrogrado, as
injecdes do tragador anterégrado PHA-L visaram as camadas profundas V e VI da
parte ventral do PFCm. De um total de 20 casos de inje¢cdes de PHA-L no PFC, 7
foram escolhidas para analise por contemplarem distintas sub-regiées do PFC e
mostrarem transporte de tracador satisfatorio. Dentre as injecdes selecionadas, uma
foi centrada e restrita ao ACd (caso R41) e outra no PL (R26). Trés injecOes
envolveram principalmente o IL, uma delas confinada ao IL (R52), e as duas
restantes com envolvimento da parte dorsal do PL (R43) ou do cértex dorsal
peduncular (R48), respectivamente. Finalmente, duas inje¢cdes envolveram
principalmente o MO, uma delas quase confinada ao MO (R29), outra com
envolvimento do VO (R25).

As injecbes de PHA-L foram caracterizadas por um centro contendo um ndmero
variavel de corpos celulares intensamente impregnados com PHA-L, indicando o
centro da injegéo, rodeado por um halo difuso mais extenso. Em todos os casos, a
marcacado anterégrada resultante foi bilateral, porém no lado ipsilateral dominante.
No hemisfério contralateral uma area com maior densidade de marcagcdo destacou-
se em posi¢cdo homotdpica ao centro da injecao.

Em geral, nossos achados obtidos através dos experimentos de rastreamento
anterégrado corroboram perfeitamente com os resultados dos experimentos de
rastreamento retrégrado, confirmando que as aferéncias pré-frontais do AcbSh séo
principalmente provenientes do PL e IL.

Assim, no caso 41 em que a injecao foi restrita ao ACd (Fig. 9A), localizada
dorsalmente ao PL, o AcbSh apresentou somente rarissimas fibras PHA-L+ (Fig.
9B). Nesse caso, a maioria dos axdnios PHA-L+ foi encontrada na parte dorsolateral
do AcbRP (Fig. 9C). O AcbC apresentou uma inervagdo modesta por fibras PHA-L+
gue foi continuo com uma faixa de marcacao longitudinal bem definida no CPu (Fig.
9B). Cabe ressaltar que faixas longitudinais de marcacao anterégrada caracteristicas
foram encontradas no CPu de todos os casos, confirmando a organizagéo
topografica mediolateral peculiar das projecfes pré-frontais-estriatais (ver, Berendse
et al., 1992; Voorn et al., 2004).

No rato 26, a injecdo de PHA-L foi perfeitamente confinada ao PL (Fig. 10A),

envolvendo todas suas partes, exceto a parte mais ventral. Essa injecao resultou em
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proeminente marcagdo anteroégrada em todas as partes do AcbRP (Fig. 10C) com
um plexo de fibras PHA-L+ particularmente denso encontrado na sua parte dorsal.
Em contraste a intensa marcacdo no AcbRP, menos axoénios e terminais PHA-L+
foram encontrados no restante do Acb. No AcbC e AcbSh (Fig. 10D) a marcacao de
PHA-L foi heterogénea e significativamente mais robusta que no caso 41 (injecdo no
ACd). No AcbC, um denso plexo de axbnios PHA-L+ foi continuo com forte
marcacdo na parte dorsomedial do CPu. No AcbSh, intensa marcacédo para PHA-L
foi encontrada na divisa com o AcbC (Fig. 10D), uma &rea que faz parte do IC. Outro
foco de axonios PHA-L+ foi presente na parte medial do AcbSh. Em adicéo, fibras
dispersas PHA-L+ foram notadas na regido do CONE e no VERT. Em geral, em todo
0 Acb, os ax6nios PHA-L+ vindos do PFCm foram em sua maioria modestamente
ramificados apresentando varicosidades ao longo do seu curso (Fig. 10B). Nos
casos das injecdes que focaram o IL, o padréo geral de marcagdo encontrados nas
diferentes regides do Acb foi diferente do encontrado no caso 26 (injecao no PL). Em
geral, nesses casos a marcacao por fiboras PHA-L+ foi menos expressiva ho AcCbRP
e AcbC e em todos os principais setores do Acb (AcbRP, AcbSh, AcbC) centradas
em suas partes mediais.

No rato 43, o centro da injecdo de PHA-L foi localizado na parte dorsal do IL (Fig.
11A) com envolvimento significativo da parte ventral do PL. Novamente, a
distribuicdo das fibras PHA-L+ foi heterogénea ao longo do Acb. No AcbRP, foi
visualizada uma marcacdo mais intensa na regido dorsomedial (Fig. 11C) com
menos fibras distribuidas na regido ventral. No AcbSh foi notavel a grande presenca
de fibras PHA-L+ na parte ventromedial com destaque para a regiao INT (Fig. 11B).
Outros focos de fibras PHA-L+ foram encontrados na regido do CONE e em torno da
regido do IC do AcbSh. No AcbC, a inervacdo foi mais intensa nas regidbes mais
dorsais. De novo, uma densa inervacao foi notavel no CPu com a faixa intensamente
marcada localizada medial da faixa encontrada em caso 26.

O caso 52 teve uma injecdo mais restrita ao IL (Fig. 12A) quando comparado com
0 caso 43, resultando em densa marcacdo anterograda principalmente na parte
dorsomedial do AcbRP (Fig. 12C). No AcbC e AcbSh a marcacdo de PHA-L foi
heterogénea e mais expressiva no AcbSh que no AcbC. No AcbC, notou-se que as
fiboras PHA-L+ se concentraram na sua parte dorsomedial. Corroborando com a
topografia mediolateral, a faixa de marcacéo no CPu ficou ainda mais deslocada em

direcdo medial. No AcbSh, as fibras PHA-L+ foram heterogeneamente distribuidas,
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sendo que a marcacgao foi encontrada em maior propor¢éo nas partes ventromediais
com destaque para a regido INT. Outros focos de marcacao foram presente na parte
ventral do CONE, na regido de arco e na divisa com o AcbC , correspondente ao IC.
A distribuicdo de fibras PHA-L+ nos casos em que a injecdo principalmente
envolveu o MO foi bastante semelhante. O caso 25 teve uma inje¢ao centralizada na
parte lateral do MO envolvendo também parcialmente o VO (Fig.13A). O caso 29
teve uma injecdo menor e mais restrita ao MO (Fig. 13B). Essas duas injecdes
resultaram em um padrdo de marcacdo bastante semelhante, com
consideravelmente menos axdnios anterogradamente marcados em todas as partes
do Acb quando comparadas com as injec6es centradas no PL e IL. Assim, o AcbRP
(Fig. 13C) e 0 AcbSh apresentaram pouquissimas fibras imunomarcadas. No AcbSh
as fibras PHA-L+ foram quase restritas as suas regides INT e LAT (). No AcbC um
moderado plexo de fibras PHA-L+ foi encontrado na sua parte dorsal, que

novamente foi continuo com uma forte marcacéo anterégrada no CPu.
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Figura 9- Fotomicrografias de um local de injecdo de PHA-L centrada na regido ACd do
PFCm (A, R41), da marcacgéao resultante desta injecdo no AcbRP (C) e em um nivel caudal
do AcbSh e AcbC (B). Note que a as projecdes do ACd séo preferencialmente destinadas as

regibes dorsais do AcbRP eAcbC. Notar também a faixa de marcagédo bem definida no CPu.
Escala = 400 ym em A; 200 um em B, 300 um em C.
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Figura 10- Fotomicrografias de um local de injecdo de PHA-L, centrada no PL do PFCm (A,
R26), da marcacado resultante desta injecdo no AcbRP (B, C) e em um nivel caudal do
AcbSh e AcbC (D). Note a densa marcagéo para PHA-L no AcbRP e no AcbC, assim como
na divisa do AbC e AcbSh, regido que corresponde ao IC (indicado por asterisco em D).
Observar também Note também a densa marcagédo no distrito medial do CPu em D e a
morfologia varicosa dos axénios amplificados em B. Escala = 400 ym em A; 20 um em B,
300 pm em C (aplicavel também em D).
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R43

Figura 11- Fotomicrografias de um local de injecdo de PHA-L, centradas no IL do PFCm
com envolvimento do PL (A, R43), da marcacao resultante desta inje¢cdo no AcbRP (C) e em
um nivel caudal do AchSh e AcbC (B). Note que as proje¢cdes do IL apresentam uma
distribuicdo heterogénea no Acb, sendo que sdo destinadas principalmente as regides
dorsais do AcbRP e AcbC. Note também a densa marcagéo no distrito medial do CPu e na
sub-regido INT do AcbSh. Escala = 400 ym em A; 200 um em B, 300 um em C.
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Figura 12- Fotomicrografias de um local de injecdo de PHA-L, centrada no IL do PFCm (A,
R52), da marcacao resultante desta injecdo no AcbRP (C) e em um nivel caudal do AcbSh e
AcbC (D). Note a intensa marcacao para PHA-L na regido INT do AcbSh, e na divisa entre o
AchC e AcbSh, regido que corresponde ao IC. Note também as fibras PHA-L+ na regido do
“arco” (indicado pela seta branca em D) e a morfologia varicosa dos ax6nios
anterégradamente marcados na regido do IC em B. Escala = 400 um em A; 300 ym em B,

200 um em C (aplicavel também em D).




A R25 B gv ™. R29

-——
——— ——

Figura 13- Fotomicrografias de dois locais de injecdo de PHA-L, centradas na divisa entre
MO e VO (A, R25) e no MO (B, R29), respectivamente e da marcagao resultante em rato 25
no AcbRP (C) e em um nivel caudal do AcbSh e AcbC (D). Note que as projecbes do
MO/VO apresentam uma distribuicdo esparsa ao longo do eixo rostro-caudal do Acb, sendo
gue no AcbSh sao preferencialmente direcionadas as regides INT e LAT. Escala = 400 uym
em A (aplicavel também em B); 300 um em C (aplicavel também em D).
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4.2.3 Experimentos de dupla marcacao para PHA-L e TH

A relacéo entre axdnios pré-frontais corticais e a compartimentalizacdo do Acb foi
também estudada em dois casos (R26 e R43) através de dupla-marcacdes de
imunofluorescéncia para PHA-L e TH. Esses experimentos foram realizados com o
intuito de relacionar melhor a inervacdo vinda do PFC como os corredores
delineados em nosso estudo.

Em geral, os resultados desses experimentos de dupla-marcagcdo acrescentaram
pouca informacéo adicional se comparados com os resultados ja obtidos através de
marcacdo simples para PHA-L, confirmando que as aferénciais pré-frontais
apresentam pouca relacdo com o sistema de corredores.

Os resultados da imunomarcagdo no caso 26 em qual a injegcdo de PHA-L foi
centrada no PL indicam que as fibras PHA-L+ pouco coincidem com as regides com
fraca imunorreatividade para TH. Nesse caso as fibras PHA-L+ apresentam uma
distribuicdo esparsa no AcbSh sendo preferencialmente destinadas as regifes
dorsais do AcbC. O caso 43, no qual a injecdo de PHA-L foi centrada no IL do PFC
apresentou resultados divergentes. Enquanto, a regido do mC foi claramente evitada

pelas fibras PHA-L+, algumas delas foram direcionadas ao IC.
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APHA-L +TH

Figura 14- Fotomicrografias da dupla marcacdo de imunofluorescéncia para PHA-L(A,
fluorescéncia vermelha) e TH (fluorescéncia verde) em um nivel caudal do AcbSh e AchC,
resultante da injecdo de PHA-L no PL do PFC (R26). Notar que as fiboras PHA-L+ pouco
coincidem com as regides com fraca imunoreatividade para TH e apresentam uma
distribuicdo esparsa no AcbSh sendo preferencialmente destinadas as regides dorsais do
AcbC. Escala = 200 um em A (aplicavel também em B).
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Figura 15- Fotomicrografias da dupla marcacdo de imunofluorescéncia para PHA-L(A,
fluorescéncia vermelha) e TH (fluorescéncia verde) em um nivel caudal do AcbSh e AcbC,
resultante da injecdo de PHA-L no IL do PFC (R43). Notar que as fibras PHA-L+ séo
preferencialmente destinadas as regides dorsais do AcbC e a regido INT do AcbSh as vezes
circundando a area dos corredores. Escala = 200 ym em A (aplicavel também em B).
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5 DISCUSSAO

Tendo em vista o fato que o AcbSh é uma estrutura altamente heterogénea,
descrevemos aqui que as regides intensamente imunomarcadas para GIluA2/3 nao
somente coincidem com aglomerados celulares isolados e com areas fracamente
inervadas por axoénios Calr+ e TH+, mas também formam um complexo sistema de
corredores no AcbSh caudal. Em adicdo, enquanto no restante das subareas do Acb
somente uma minoria de neurbnios GIuA2/3+ ndo contém DARPP-32, a
porcentagem de neurbnios que nao contém DARPP-32 foi maior nos corredores.
Adicionalmente, detectamos que em camundongos, regides equivalentes aos
corredores, sao fracamente inervadas por ax6nios DAT+. No outro lado, os
resultados de nossos experimentos de rastreamento anterégrado mostraram que as
aferéncias pré-frontais ndo sdo especificamente direcionadas aos corredores.
Nossos achados indicam que os corredores aqui descritos sdo neuroquimicamente
bastante distintos dos outros compartimentos do AcbSh e ressaltam a importancia
das interagcbes DA-Glu no Acb. Esses achados serdo discutidos em relacdo aos
resultados de prévios estudos imunoistoquimicos e hodoldgicos que investigaram a
compartimentalizacdo do Acb assim como 0sS mecanismos que governam a

neurotransmissao dopaminérgica e glutamatérgica nos corredores.

5.1 Distribuic&o das subunidades GluA2/3 e GIuA2 no Acb

A distribuicdo e co-localizacdo das principais subunidades dos iGIuRs dos tipos
AMPA e NMDA em diferentes populacdes neuronais estriatais de ratos tem sido
descrita em varios estudos anteriores (BERNARD; SOMOGYI; BOLAM,1997;
BERNARD; BOLAM, 1998; CHEN; VEENMAN; REINER,1996; DENG et al., 2007;
KWOK et al., 1997; TALLAKSEN-GREENE, ALBIN, 1994;). No entanto, quase todos
esses estudos foram realizados no CPu sendo que nao existe um estudo
imunoistoquimico abrangente a respeito da distribuicdo de GIuA2/3 e GIuA2 no Acb.
Em geral, grandes partes dos nossos achados estdo em concordancia com o0s
estudos citados acima e os estendem em alguns importantes aspectos. As principais
descobertas reveladas neste estudo incluem a distribuicdo diferencial dos corpos
celulares GluA2/3+ no AcbSh caudal e o fato que os neurdnios GluA2/3+ sao

particularmente enriquecidos em compartimentos especificos do AcbSh caudal que
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correspondem aos corredores. Em todos os estudos acima mencionados, GluA2/3
e/ou GIuA2 tém sido descritas similarmente distribuidas por todas as partes do
estriado. Dado que encontramos uma distribuicdo muito semelhante para GIUA2 e
GluA2/3, os nossos achados acrescentam que a maioria dos MSNs no Acb contém a
subunidade GluA2 (ver DENG et al., 2007; LAVERGHETTA et al.,, 2006). Os
receptores de AMPA sdo tetrdmeros compostos de combinacdes distintas das
subunidades GluA1-4 (KEW; KEMP, 2005; CULL-CANDY; KELLY; FARRANT,2006).
E importante notar que a presenca da subunidade GIuA2 em tetrAmeros confere
baixa permeabilidade ao Ca?* nestes receptores (GREGER; KHATRI; ZIFF, 2002). A
abundéancia de GIuA2 também é indicada por estudos moleculares gquantitativos
sobre a composicdo das subunidades de receptores do tipo AMPA (DINGLEDINE et
al., 1999; HOLLMANN; HARTLEY; HEINEMANN,1991; REIMERS; MILOVANOVIC,;
WOLF,2011). No entanto, os resultados de um recente estudo conduzido em
distintas regides do cérebro envolvidas com a dependéncia, incluindo o Acb indicam
gue GIluA2 pode parcialmente existir como dimeros no Acb ao invés de receptores
funcionais tetraméricos (REIMERS; MILOVANOVIC; WOLF,2011).

5.2 Distribuicdo de DARPP-32 e sua co-localizagdo com GluA2/3

Embora nenhum estudo imunoistoquimico sobre a distribuicdo de DARPP-32
tenha focado especificamente o Acb, os atuais resultados estdo em linha com as
principais conclusdes dos prévios estudos imunoistoquimicos (OUIMET et al., 1984;.
OUIMET; GREENGARD, 1990) ou estudos de hibridizacdo in situ (SCHALLING et
al., 1990) que descrevem a distribuicdo e a localizacdo celular de DARPP-32 no
cérebro de ratos. Conforme observado nestes estudos, corpos celulares e neurodpila
DARPP-32+ foram enriquecidos em todas as partes do estriado, incluindo o Acb.
Além disso, conforme descrito no CPu (OUIMET; GREENGARD, 1990), neurbnios
DARPP-32+ no Ach apresentam caracteristicas morfologicas tipicas de MSNs. Dado
gue existem evidéncias que quase todos os MSNs do CPu e do Acb, contém
DARPP-32, independentemente se eles expressam receptores D1 ou D2,
(BERTRAN-GONZALEZ et al., 2008; LANGLEY et al.,, 1997; MATAMALES et al.,

2009; OUIMET et al., 1998), foi utilizada dupla-marcacdo de imunofluorescéncia
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para DARPP-32 e GIuA2/3 para esclarecer, em que grau, as subunidades GIluA2/3
estao presentes em MSNSs.

Estudos sobre a co-localizacdo de diferentes subunidades dos iGluRs, incluindo
GluA2/3, com a fosfoproteina DARPP-32 estdo restritos a uma breve descri¢céo
generalista no cérebro de ratos (WANG et al., 2004) e uma descri¢cdo detalhada nos
ganglios da base de aves (LAVERGHETTA et al., 2006). Em geral, os nossos
resultados estdo de acordo com os principais resultados dos estudos acima
mencionados, mostrando que a grande maioria (mais que 99%) dos neurdnios
DARPP-32+ no Acb também continham GIluA2/3. O fato que encontramos uma
pequena porcentagem (cerca de 7%) de neurbnios GIluA2/3+ que ndo continham
DARPP-32, pode ser explicado pela falta da expressdo de DARPP-32 em
interneurdnios do estriado. No estriado dorsal, a grande maioria (cerca de 90-95%)
sdo neurdnios GABAérgicos de projecao referidos como MSNs (DIFIGLIA, 1985;
GRAVELAND; GERFEN, 2004; KEMP; POWELL, 1971) que sdo modulados de uma
maneira complexa por diferentes tipos de interneurénios, incluindo trés tipos de
interneurbnios GABAérgicos que co-expressam parvalbumina, Calr ou
somatostatina, respectivamente, bem como um tipo de interneurdnio colinérgico.
(KAWAGUCHI et al., 1995; KAWAGUCHI, 1997; TEPPER; BOLAM, 2004; WILSON,
2007). Recentemente, foi demonstrado através de estudos imunoistoquimicos e
morfométricos, que esses quatro tipos diferentes de interneurdnios ndo expressam
DARPP-32 (BERTRAN-GONZALEZ et al., 2008; MATAMALES, 2009). Todavia, a
maior parte, porém nao todos os interneurdénios no CPu contém GIuA2/3 (CHEN;
VEENMAN; REINER,1996; DENG et al., 2007; LAVERGHETTA et al., 2006).

No6s podemos apenas especular sobre o fato que até 30% dos neurénios GIluA2/3
no IC/mC e na parte basal do AcbRP n&o continha DARPP-32. Nao se sabe se estes
neurdnios ndo expressam DARPP-32, ou se a concentragdo de DARPP-32 é inferior
ao limite de deteccdo de métodos imunoistoquimicos, ainda ndo estao esclarecidos.
E pouco provavel que os neurdnios simples marcados para GIuA2/3 representam
interneurdnios, uma vez que nenhum dos diferentes tipos de interneurdnios no Acb
foi mostrado ser especificamente enriquecido nestas areas (HUSSAIN; JOHNSON;
TOTTERDELL,1996; MEREDITH et al., 1989; ZAHM et al., 2003). Outra
possibilidade intrigante € que os neurdnios nas areas de alta densidade celular ndo

sdo, ou sao apenas em parte de origem estriatal. Nesse sentido, a existéncia de
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células palidais no estriado de aves foi convincentemente documentada com
marcadores genéticos (ABELLAN; MEDINA, 2009).

Em seu estudo pioneiro sobre aglomerados celulares do Acb, Herkenham et al.
(1984), argumentaram que estes neurbnios poderiam ser considerados como um
tipo especializado de MSNs. Esta visdo baseou-se em suas observacdes que o0s
neurbnios impregnados por Golgi dos conglomerados celulares exibem uma
aparéncia similar aos MSNs, mas tendem a ser menores que seus homologos em
outras areas do estriado (ver também MEREDITH et al., 1992). Em suma, com
excecdo dos aglomerados celulares que parecem estar ausentes no CPu (CURRAN;
WATSON, 1995; HERKENHAM; EDLEY; STUART,1984), nossos resultados sobre a
expressdo de DARPP-32 e sua co-localizagdo com GIuA2/3 apresentam uma
evidéncia adicional (ver BERTRAN-GONZALEZ, 2008) que a composicdo da
populacdo neuronal do Acb é essencialmente semelhante a do CPu. Além disso, a
presenca de iGluRs do tipo AMPA em praticamente todos os MSNs DARPP-32+ do
Acb ressalta a importancia das interacdes DA-Glu no Acb e estd em linha com os
achados de estudos eletrofisiolégicos e de microscopia eletrdnica demonstrando a
convergéncia de entradas dopaminérgicas e glutamatérgicas nos MSNs do estriado

dorsal e ventral.

Assim, varios estudos ultra-estruturais (FREUND; POWELL; SMITH,1984;
MOSS; BOLAM., 2008; PINTO; JANKOWSKI; SESACK,2003; SESACK; PICKEL,
1990, 1992; TOTTERDELL; SMITH, 1989) tem mostrado que predominantemente
terminais cortico-estriatais e talamo-estriatais, mas também em menor grau terminais
do hipocampo e da amigdala basal convergem com terminais TH+ nos espinhos e
hastes dendriticas de MSNs no Acb e CPu (para revisdes, ver MORALES; PICKEL,
2012; SESACK et al., 2003). Além disso, desde os estudos pioneiros de Cepeda et
al. (1993), uma série de estudos eletrofisiolégicos tém demonstrado que a atividade
dos MSNs do Acb e do CPu é regulada de forma complexa por entradas
glutamatérgicas e dopaminérgicas convergentes. (CALABRESI et al., 2007; NICOLA
et al., 2000; O' DONELL; GRACE, 1996; SURMEIER et al., 2007; WEST et al.,
2003).
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5.3 Compartimentalizagdo do nucleo accumbens

Os resultados de prévios estudos histoquimicos e imunoistoquimicos (HARTIG et al.,
2003; HERKENHAM; EDLEY; STUART,1984; JANSSON et al., 1999; SEIFERT et
al., 1998; TODTENKOPF; STELLAR, 2000; VOORN et al., 1986;. 1989), assim como
de estudos de rastreamento neural (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN;
1992; GROENEWEGEN; WRIGHT, 1995; GROENEWEGEN et al., 1999), tem
indicado que o AcbSh é uma estrutura altamente complexa, que pode ser
subdividida em compartimentos distintos, zonas de transi¢cdo, e microcircuitos. Em
geral, muitos dos nossos achados sobre possiveis subdivisdes do AcbSh estdo em
concordancia com os estudos mencionados, e 0s estendem em varios aspectos.
Aqui mostramos pela primeira vez que as areas de alta densidade celular que
contém grande quantidade de corpos celulares GluA2/3+ ndo apenas colocalizam
com aglomerados celulares isolados, mas formam uma rede continua de corredores
gue coincidem com areas pouco inervadas por axénios TH+ e quase desprovidas de
axonios Calr+. A distribuicdo diferencial de DA ou TH no AcbSh e sua estreita
relacdo com aglomerados celulares isolados fracamente inervados para TH ja foram
descritas em uma série de estudos anteriores (HERKENHAM; EDLEY;
STUART,1984; VOORN et al., 1986, 1989). Seifert et al. (1998) demonstrou que as
zonas pobres em TH/Calr no AcbSh caudal ndo estédo restritas aos aglomerados
celulares isolados, mas formam dois corredores, denominados IC e mC. Os
presentes achados confirmaram seus resultados e indicam que este sistema de
corredores € mais complexo e amplo que assumido anteriormente. Assim, em nossa
opinido, o IC e mC estao interligados em alguns niveis do AcbSh caudal através da
caracteristica regido do arco fracamente imunomarcada para TH, formando a
interconexao mais proeminente entre eles. Por conseguinte, ndo consideramos a
regido do arco uma sub-regido separada do AcbSh, conforme proposto por
Todtenkopf e Stellar (2000), mas uma parte integral do sistema de corredores ricos
em GluA2/3 e pobres em TH e Calr descritos aqui.

Nossa visdo de um sistema de corredores continuo no AcbSh caudal concorda
com um estudo imunoistoquimico conduzido por Jansson et al. (1999), que
descreveram corredores pobres em TH no AcbSh que sdo continuos em direcao
rostro-caudal e interligados através de pontes celulares. Em adicéo, a existéncia de

compartimentos distintos em torno da regido do CONE do AcbSh também € apoiada
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pelos resultados de uma série de estudos de rastreamento neural do grupo do
Groenewegen (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992;. WRIGHT,;
GROENEWEGEN 1995; WRIGHT et al.,, 1996). Examinando especificamente o0s
padrdes de terminacdo de aferéncias corticais, talamicas e amigdaléides do Acb, os
estudos acima mencionados demonstraram que diferentes partes do AcbSh e AcbC
tém distintos padrdes de entradas e saidas. E importante notar que no AcbSh, foi
previamente descrito um conjunto de entradas especificas que sao relacionadas ou
evitam os corredores descritos aqui. Assim, os resultados de estudos anteriores de
rastreamento anterdgrado indicaram que os axbénios que emergem da parte ventral
do PL e da amidala basal parvicelular sdo preferencialmente direcionados aos
aglomerados celulares fracamente imunorreativos para encefalina e areas em torno
da regido do CONE do AcbSh (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN;
1992; WRIGHT et al., 1996;.ver Fig. 12 de WRIGHT e GROENEWEGEN, 1995 para
resumo destas conexoes).

Para especificar se as aferéncias do PFC para o Acb séo realmente direcionadas
ao sistema de corredores, reexaminamos estas projeces através de métodos de
rastreamento neural. Em geral, o padrdo da marcacédo anterograda observado em
Nnossos casos resultante de inje¢cdes em distintas sub-areas do PFCm é bastante
semelhante aquele descrito em estudos anteriores examinando as projecdes dessas
areas pre-frontais para o Acb (BROG et al.,, 1993; DING et al.,, 2001; HOOVER,;
VERTES, 2011; SESACK et al., 1989; VERTES, 2004). Assim, conforme
anteriormente descrito observamos que o AcbRP e AcbC s&do massivamente
inervados pelo PL, enquanto as aferéncias do IL sdo seletivamente direcionadas
para o setor caudo-medial do AcbSh (ver SESACK et al., 1989; VERTES, 2004). De
forma importante, todas as nossas inje¢cdes também confirmaram e sublinharam a
intrigante topografia médio-lateral das projecdes pré-frontais-estriatais descritos
anteriormente (BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992; MCGEORGE;
FAULL, 1989; VOORN et al., 2004). Por outro lado, nossos dados confirmaram
apenas parcialmente os achados de estudos anteriores postulando que parte das
aferéncias oriundas do PFC é seletivamente direcionada ou evita os corredores
(BERENDSE; GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992; WRIGHT et al., 1996; ver Fig. 12
de Wright e Groenewegen, 1995 para resumo dessas conexdes). Nesse sentido, 0s
resultados de Berendse et al. (1992), indicaram que ao longo do AcbSh, fibras

provenientes do PL se concentram em areas de alta densidade celular (equivalente
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aos corredores) enquanto fibras oriundas do IL evitam essas areas. N0SS0S
achados, ndo corroboram com essa descricdo. Assim, observamos que uma parte
das aferéncias vindas do PL inerva o IC, enquanto axénios vindos do IL claramente
evitam o mC, porém inervam a regido do CONE. Em nossa opinido, ndo existe uma
inervagdo preferencial dos corredores por distintas sub-areas do PFC. Nossos
achados claramente confirmaram que a inervacdo do Acb e do estriado dorsal é
organizada em uma maneira topografica intrigante, sendo que o padrdo concreto de
inervacao por fibras pré-frontais parece menos dependente da sub-area injetada que
da exata localizacao e extensdo da injecdo na direcdo médio-lateral e dorso-ventral.

Por outro lado, foi mostrado anteriormente que os axénios provenientes do talamo
anterior claramente evitam os corredores e preferencialmente terminam no CONE do
AcbSh (HERKENHAM; EDLEY; STUART,1984;. WRIGHT; GROENEWEGEN, 1995).
Tendo em vista que o nucleo paraventricular é a principal fonte talamica do AcbSh
(BERENDSE; GROENEWEGEN, 1990; BROG et al., 1993; MOGA et al., 1995) e
gue tem sido demonstrado que a maioria da inervacdo calretinérgica do Ach é
derivada deste nucleo (BUBSER et al., 2000), uma inervacgao preferencial por fibras
talamicas é também indicada por nossos resultados da distribuicdo de axbnios Calr+
no AcbSh. Assim, enquanto o IC e mC foram praticamente desprovidos de axdnios
Calr+, a regido do CONE foi fortemente inervada (ver SEIFERT et al., 1998). Estes
achados séo corroborados pelos resultados de um estudo imunoistoquimico que
examinou a distribuicdo de diferentes subtipos de VGLUTs (HARTIG et al., 2003).
Neste estudo, a imunorreatividade para VGLUT2 foi bastante alta no CONE,
enquanto a imunorreatividade para VGLUTL1 delineou o IC e mC. Dado que VGLUT?2
€ em sua maioria expresso em neurénios do talamo e do tronco cerebral (FREMEAU
et al., 2001), a distribuicdo diferencial de VGLUT1 deve refletir a distribuicdo de

entradas talamicas no AcbSh.

Outra possibilidade intrigante, porém altamente possivel, € que neurdnios
glutamatérgicos da area tegmental ventral (VTA) formam outra fonte principal das
entradas glutamatérgicas do Acb. Recentemente, foram descritos neur6nios
puramente glutamatérgicos na VTA que sao caracterizados pela expressdo de
VGLUT2 e sdo em sua maioria encontrados perto da linha mediana (KAWANO et al.,
2006; NAIR-ROBERTS et al., 2008; YAMAGUCHI et al., 2007;). Entretanto, foi

demostrado que esses neurdnios VGLUT2+ enviam projecdes funcionais excitatérias
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para alvos importantes, como o PFC e o0 Acb (GORELOWA et al., 2012; HNASKO et
al., 2012; YAMAGUCHI et al., 2011). De forma interessante, no AcbSh, as projecées
provenientes especificadamente de neurdnios glutamatérgicos/ndo-dopaminérgicos
da VTA parecem estar direcionadas preferencialmente aos corredores. Assim, huma
recente publicacdo pioneira usando camundongos transgénicos, Hnasko et al.
(2012) mostraram em uma das suas figuras (Figura. 4) que no AcbSh caudal,
axbnios VGLUT2+ provenientes da VTA evitam a regido do CONE e inervam
preferencialmente os corredores e o VERT. Visto que se trata de uma técnica
inovadora (TSAI et al., 2009) que, quando bem feita, € altamente eficiente para
marcar todas as projecdes de uma populacdo especifica de neurdnios, esses
achados indicam que os corredores sdo, como o restante do Acb, alvo preferencial
de projecdes da VTA, porém ndo de neurbnios dopaminérgicos, mas
glutamatérgicos.

5.4 Consideracdes funcionais

Em suma, nossos resultados sobre a distribuicdo de GIluA2/3 ddo uma maior
evidéncia para o conceito que o AcbSh caudal constitui uma cole¢do de conjuntos
neuronais com padrbes de conexdes, caracteristicas funcionais e neuroquimicas
distintas (GROENEWEGEN et al.,1999; PENNARTZ; GROENEWEGEN; LOPES DA
SILVA,1994). E tentador especular que a neurotransmissdo dopaminérgica e
glutamatérgica nos corredores possa ser governada por outros mecanismos que no
restante do Acb. Baseado nas observacfes que zonas pobres em TH no AcbSh
coincidem com areas exibindo fraca imunorreatividade para o DAT assim como o
receptor D2, mas forte imunorreatividade para o receptor D1. Jansson et al. (1999)
sugeriu que a transmissdo dopaminérgica nestes corredores pode ocorrer
principalmente através de transmissao por volume (VT), baseada na difusao lenta da
DA nos corredores pobres em TH (para revisao ver AGNATI et al., 1995; ZOLI et al.,
1999). Nossos achados preliminares sobre a distribuicdo do DAT em camundongos
geneticamente modificados, estdo plenamente em acordo com os resultados em
ratos, mostrando que as regides correspondentes ao mC e IC sédo fracamente
inervadas por axénios DAT+. De forma importante, esses achados indicam que o

sistema de corredores também esta presente em outra espécie de roedores e
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sublinham um possivel papel predominante para a transmissdo por volume nos
corredores.

No passado, a neurotransmissao no estriado era predominantemente considerada
como um fenémeno sinaptico. Esta visdo era baseada nos resultados de estudos
ultraestruturais em que uma configuracdo de triade altamente caracteristica de
entradas excitatérias nas extremidades dos espinhos dendriticos e entradas
dopaminérgicas nos espinhos dendriticos de MSNs tem sido destacadas e
discutidas como o substrato morfoldgico para acdes DA espacialmente localizadas
em sinapses corticais e tdlamoestriatais (para revisdo, ver MOSS; BOLAM, 2010).
Contudo, atualmente existem fortes evidéncias que a transmissao por volume pode
ser o modo predominante de transmissdo dopaminérgica no estriado (para revisédo
ver, ABUTHNOTT; WICKENS, 2007; DESCARRIES et al.,, 2008; RICE; CRAGG,
2008; MOSS; BOLAM, 2010; RICE; PATEL; CRAGG,2011). Esta visdo € baseada
em resultados de estudos ultra-estruturais, demonstrando uma ampla distribuicéo
extrassinaptica de receptores do tipo D1 (YUNG et al., 1995) e D2 (WANG; PICKEL,
2002) no CPu. Outras fortes evidéncias para um modo de sinalizacdo dopaminérgica
nao seletiva, e baseada na transmissédo por volume, vém de um recente estudo
guantitativo de microscopia eletrbnica conduzido no estriado dorsolateral (MOSS;
BOLAM, 2008).

Examinando a relagdo de terminais axonais VGLUT1+ e VGLUT2+ com sinapses
e aposicdes TH+, estes autores descreveram: 1) que apenas uma pequena fragcéo
(9%) dos espinhos dendriticos contatados por terminais corticais ou talamicos
também recebeu entradas sinapticas de um terminal axénico dopaminérgico e 2.)
gue a inervacédo do estriado por axénios dopaminérgicos € tdo densa que todas as
microestruturas no estriado estédo a aproximadamente 1 ym de um sitio de liberagéo
da DA, e portanto, ao alcance de concentracfes de DA que transbordam da fenda
sinaptica e sao suficientes para estimular receptores de DA de alta e baixa afinidade
(RICE; CRAGG, 2008). Apesar destas importantes evidéncias apontando que a DA
age por meio de transmissdo por volume em todas as areas do estriado, 0s
corredores descritos no presente estudo podem, todavia, constituir compartimentos
neuroquimicos altamente especializados em que a cinética da liberacdo e
recaptacdo da DA podem ser diferentes do restante do Acb. Assim, Jansson et al.

(1999) relatou uma fraca imunorreatividade para DAT em regides pobres em TH.
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Dado que o DAT néo funciona como portdo para o excesso de DA nos locais de
liberacdo, mas pode regular o tempo de vida da DA liberada (CRAGG; RICE, 2004;
RICE; CRAGG, 2008), uma acdo mais persistente de DA pode ocorrer nos
corredores. Em favor de tal visdo, um estudo voltamétrico mostrou uma lenta e
persistente mudanca DA em resposta a novidade se comparado ao restante do Acb,
principalmente na regido da divisa entre o AcbSh e AcbC (REBEC et al., 1997). Esta
regido, as vezes chamado de Acb “shore” (PRINSSEN et al., 1994), sem duvida,
parcialmente se sobrepde ao IC.

Podemos apenas especular sobre o aglomerado de corpos celulares GIuA2/3+
nos corredores. E tentador especular que as &areas intensamente marcadas para
GluA2/3 podem ser interligadas por conexinas, que poderiam sincronizar suas
eferéncias. No entanto, mesmo considerando que agora existem evidéncias que as
conexinas estdao presentes no Acb e podem desempenhar um papel em
mecanismos de recompensa (KOKAROTSEVA et al.,, 2009; MC CRACKEN et al,
2005; ONN; GRACE, 2000), esta hipotese ainda necessita de confirmacao
anatbmica e eletrofisiolégica. Em suma, nossos resultados esclarecem a
compartimentalizacdo do Acb delineando uma rede complexa de corredores
neuroguimicamente distintos no AcbSh caudal.

No entanto, estudos hodoldgicos, farmacoldgicos, neuroquimicos e de
expressao genética que visem especificamente este sistema de corredores séo

necessarios para esclarecer seu exato papel funcional.
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6 CONCLUSOES

Em geral, nossos resultados mostram que GIluA2/3 é um marcador celular
confiavel para delinear um sistema complexo de corredores no AcbSh caudal.
Nossos dados sobre a distribuicdo de TH, Calr, DARPP-32 e DAT no AcbSh caudal
indicam que esse sistema de corredores provavelmente constitui um compartimento
neuroquimico altamente especializado do AcbSh em que a cinética da liberacdo e
recaptacdo da DA é diferente do restante do Acb. Nossos dados a respeito da
terminacdo das aferéncias pré-frontais no Acb indicam que o compartimento dos

corredores nao é preferencialmente inervado por axénios oriundos do PFC.
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