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RESUMO

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

O nudcleo acumbens (Acb) é considerado uma das estruturas chave do sistema
de recompensa e € tradicionalmente subdividido em duas sub-regifes
principais denominadas core (AcbC) e shell (AcbSh). No entanto, ha evidéncias
gue as divisdbes 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 organizacdo dos
compartimentos do Acb e as bases celulares das interagcdes 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 distribuicdo do transportador de dopamina (DAT) no AcbSh em
camundongos geneticamente modificados que expressam uma proteina
fluorescente (tdTomato) em corpos celulares e axénios que contém DAT. Em
seguida, foi comparada a distribuicdo destes marcadores com a das
subunidades GIuA2/3 dos receptores de Glu do tipo AMPA, que também
exibem uma distribuicdo heterogénea no AcbSh. Finalmente, exploramos
através de métodos de rastreamento neural se as aferéncias vindas do cortex
pré-frontal (PFC) séo direcionadas a distintos compartimentos do AcbSh.Os
experimentos de dupla marcacdo de imunohistoquimica revelaram que: 1) As
regides que contém corpos celulares GluA2/3+ 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 &reas pouco inervadas por axénios TH+ e Calr+; 2)
Todos os MSNs DARPP-32+ no Acb contém as subunidades GIuA2/3, mas
uma minoria (7%) de neurdnios GIluA2/3 + ndo contém DARPP-32. Conforme
revelado no Acb de camundongos transgénicos, os axonios 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 anterdgrado indicaram
gue 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 que a cinética da
liberacéo e recaptacdo da DA é diferente do restante do Acb.

Palavras-chave: Neurotransmissores. Glutamato. Nucleo acumbens. Cortex
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 Biomédicas, Universidade
de Sao Paulo, S&o 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 microcircuits. 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 (MSNs). 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 GIuA2/3 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 GIluA2/3+ 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+ MSNs in the Acb contain the GIuA2/3
subunits, but a minority (7%) of GluA2/3+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



1 INTRODUCAO

O nudcleo acumbens (Acb) é parte integral do estriado (GROENEWEGEN et
al., 1999; HEIMER; WILSON, 1975; VOORN et al., 2004) situado na porgéo
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 motivagdo e acdo (MOGENSON et al.,, 1980). O Acb é envolvido em
comportamentos governados por reforcos naturais (alimentos) e é considerado
uma estrutura chave da neurocircuitaria envolvida nas acdes de drogas de
abuso e adicdo (DI CHIARA et al., 2004; KELLEY; BERRIDGE, 2002; KELLEY,
2004 a, b; KOOB; VOLKOW, 2010). Além disso, o Ach, 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 € subdividido em duas regibes principais,
denominadas core (AcbC) e shell (AcbSh), com o AcbSh localizado nas partes
mediais e ventrolaterais e o 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
divisbes do Acb vdo 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), hodologicos (BERENDSE et al, 1988, BERENDSE;
GROENEWEGEN; LOHMAN; 1992; WRIGHT; GROENEWEGEN, 1995; ZAHM
et al., 2013), e farmacoldgicos (CARELLI; WIGHTMAN, 2004; IKEMOTO; QIN;
LIU, 2005; PECINA; BERRIDGE, 2005) indicam que o AcbSh, e principalmente



0 AcbSh caudal se apresenta como uma estrutura altamente heterogénea, com
distintos compartimentos, areas de transicdo e microcircuitos (para revisao ver
GROENEWEGEN et al., 1999; ZAHM; BROG, 1992; ZAHM, 1999). Assim,
diversas substancias neuroativas como a acetilcolinesterase, receptores
opidides (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 organizacdo 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 padréo 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 néo 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 sao 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 padrdes distintos de
aferentacdo por axdnios corticais e subcorticais no AcbSh descritos em uma
seérie 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
técnicas de imunoistoquimica, um padrdo de distribuicdo altamente
heterogéneo das subunidades GIluA2/3 (anteriormente denominadas GIuR2/3,
ver COLLINGRIDGE et al., 2009) dos receptores ionotropicos de glutamato
(Glu) do tipo AMPA (iGluRs) no AcbSh.

Para esclarecer se 0 padréo de distribuicdo das subunidades GIuA2/3 pode
estar relacionado com o sistema de corredores descrito no Acb, no presente
estudo nés comparamos através de métodos imunoistoquimicos, a distribuicéo
das subunidades GIuA2/3 e GIuA2 dos iGIluRs com a distribuicdo de
marcadores existentes para corredores no Acb como TH e Calr. O fato que, em
contraste aos marcadores acima mencionados, a imunorreatividade para
GluA2/3 é intensa em corpos celulares, também permitiu comparar nossos
achados com a existéncia de aglomerados celulares. No caso do AcbSh,
direcionamos atencado especial a sua parte caudal, visto que a distribuicdo dos
marcadores acima mencionados tem sido descrita heterogénea particularmente
nessa regiao (JANSSON et al., 1999; SEIFERT et al., 1998).

Interacdes entre DA e Glu sao crucialmente implicadas no funcionamento do
estriado e foram exploradas detalhadamente no CPu, mas n&o 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 interagbes DA-Glu no Acb, considerando que a
neurotransmissdo dopaminérgica pode ser diferente entre os corredores e as
outras areas do Acb (JANSSON et al., 1999; REBEC et al., 1997), realizamos
duplas marcacbes para GIluA2/3 e DARPP-32. DARPP-32 foi descrita
primariamente como uma proteina citosélica que é fosforilada por AMPc
dependente de uma proteina cinase em resposta a ativagcao do receptor de DA
do tipo D1 (HEMMINGS; GREENGARD, 1986). Atualmente, ha evidéncias de
gue a fosforilacdo da DARPP-32 ndo € 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 funcles e
das interacdes 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 é
expressa por praticamente todos os neurdnios 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 colocalizacdo entre TH e o receptor do tipo D1 pode
apontar para o fato que a transmissao dopaminérgica nestes corredores néo
seja estritamente sinaptica, mas que ocorra principalmente através de
transmissao por volume (VT, ver, AGNATI et al., 1995; FUXE et al., 2005). Para
especificar se areas pobres em DAT sdao relacionadas aos corredores e se 0s
corredores também estdo presentes em outras espécies de roedores, nés
adicionalmente, investigamos a distribuicdo de axénios marcados para o DAT
em camundongos geneticamente modificados que expressam a proteina
fluorescente tdTomato em corpos celulares e axonios que expressam DAT.

O cortex pré-frontal medial (PFCm) projeta-se de maneira topogréafica 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.



6 CONCLUSOES

Em geral, nossos resultados mostram que GIluA2/3 é um marcador celular
confidvel 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 € preferencialmente inervado

por axonios oriundos do PFC.
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