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RESUMO
LIMA, L. B. Organizacao das projecoes da area tegmental ventral para o estriado.
Um estudo no rato com a técnica de rastreamento anterégrado da leucoaglutina do
Phaseolus vulgaris. 2010. 92 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Instituto de

Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

A drea tegmental ventral (VTA) contém neurdnios dopaminérgicos do
grupamento A10 e envia projecdes muito densas para o estriado ventral. Esta circuitaria
estd crucialmente envolvida em mecanismos de recompensa. Recentemente, a
organizacdo destas projecoes foi reexaminada por Ikemoto S. (Brain Res. Rev., 56:27-
78, 2007), em um estudo de rastreamento retrogrado minucioso, sendo proposto a
subdivisdo destas projecdes em um sistema dopaminérgico mesoestriatal ventromedial
que inerva a concha medial do accumbens e o tubérculo olfatério medial, € um sistema
dopaminérgico mesoestriatal ventrolateral que inerva o cerne e a concha lateral do
accumbens e o tubéculo olfatdrio lateral. Afim de complementar o conhecimento destas
projecdes, no presente estudo elas foram examinadas com a técnica anterégrada da
leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris (PHA-L). Nossos resultados indicam que hd um
extenso embricamento dos campos terminais estriatais inervados por diferentes
setores/nucleos da VTA e reforcam a nocdo de que as eferéncias da VTA podem ser
subdivididas em um sistema mesoestriatal ventromedial e um sistema mesoestriatal
ventrolateral. Eles revelam ainda que as projecdes da VTA para o estriado ventral tém
uma organizacdo topogrifica médio-lateral mais complexa do que previamente
reconhecido, a faixa médio-lateral do estriado ventral inervada depende de uma
combinacdo da regido médio-lateral e dorsoventral da VTA. Assim, as regides mais
ventrais e mediais da VTA (correspondendo ao nucleo interfascicular) inervam os
distritos mais mediais do estriado ventral (a concha dorsomedial do accumbens e a
extremidade medial do tubérculo olfatério), e as regides mais dorsais e laterais da VTA
(correspondendo a regido dorsolateral do nuicleo parabraquial pigmentoso) se projetam
para os distritos mais laterais do estriado ventral (o cerne lateral e a concha lateral do
accumbens, o caudado-putdmen ventral e o tubérculo olfatério lateral). Por outro lado,
as projecoes da VTA para o estriado ventral ndo possuem uma organizacio topogréfica
rostrocaudal. Outro fato a ser destacado € que a organizacdo das projecdes

mesoestriatais da VTA lembra o padrao das proje¢des cortico-estriatais, sendo



observado no estriado, além de um campo terminal principal, pequenos focos isolados

de marcacdo.
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ABSTRACT
LIMA, L. B. Organization of ventral tegmental area projections to the striatum. An
anterograde tracing study in the rat with the Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
technique. 92 p. Master thesis (Physiology). Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

The ventral tegmental area (VTA) contains dopaminergic neurons of the A10
group and sends dense projections to the ventral striatum. This circuitry is critically
involved in reward mechanisms. Recently, the organization of these projections was
reexamined by Ikemoto S. (Brain Res. Rev., 56:27-78, 2007) in a detailed retrograde
tracing study, being proposed that these projections can be subdivided into two main
systems, a ventromedial mesostriatal dopaminergic system that innervates the medial
shell of the accumbens and medial olfactory tubercle, and a ventrolateral mesostriatal
dopaminergic system that targets the core and lateral shell of the accumbens and lateral
olfactory tubercle. In order to complement these data, in the present study the VTA
mesostriatal projections were examined with a sensitive anterograde tracing technique
using the Phaseolus vulgaris leucoaglutinina (PHA-L). Our results indicate that there is
an extensive overlap of terminal fields innervated by different sectors / nuclei of the
VTA and reinforce the notion that VTA efferents can be subdivided into a ventromedial
and a ventrolateral mesostriatal system. They also show that the VTA projections to the
ventral striatum have a mediolateral topographical organization more complex than
previously acknowledged. In fact, projections along the mediolateral dimension of the
ventral striatum depends on a combination of the mediolateral and dorsoventral axis of
the VTA. In other words, the most ventral and medial parts of the VTA (corresponding
to the interfascicular nucleus) innervates the most medial districts of the ventral striatum
(corresponding to the dorsomedial shell of the accumbens and medial tip of the
olfactory tubercle), and the most dorsal and lateral parts of the VTA (corresponding to
the dorsolateral region of the parabrachial pigmented nucleus) project to the most lateral
districts of the ventral striatum (lateral core and lateral shell of the accumbens, ventral
caudate-putamen and lateral olfactory tubercle). Moreover, VTA projections to the
ventral striatum do not seem to have a rostrocaudal topographical organization. It is also

of note that the organization of the VTA mesostriatal projections shares features with



cortico-striatal projections, in the sense that both fiber systems have a main terminal

field and also give rise to small, scattered isolated foci of terminal labeling.

Keywords: Ventral tegmental area. Ventral striatum. Olfactory tubercle. Accumbens.

A10 group. Dopamine. PHA-L. Reward.



1 INTRODUCAO

1.1 Estriado

1.1.1 Defini¢ao

O estriado do rato € uma estrutura telencefalica que ocupa partes profundas do
hemisfério cerebral. E o principal alvo dos grupamentos dopaminérgicos do
mesencéfalo ventral (SWANSON, 1982; IKEMOTO, 2007). E dividido em estriado
dorsal e estriado ventral por uma linha imagindria passando dorsalmente a comissura
anterior (HEIMER et al., 1995; VOORN et al., 2004) (Fig. 1). Deve se ter em mente,
entretanto, que a fronteira entre o estriado dorsal e o estriado ventral € estabelecida de
forma um tanto quanto arbitrdria, assim como é a fronteira entre a drea tegmental
ventral e substincia negra compacta, que inervam respectivamente o estriado ventral e o
estriado dorsal.

O estriado dorsal é constituido pelo caudado e putimem que, em primatas e
carnivoros, sdo separados entre si pela cdpsula interna. Em roedores, devido ao
desenvolvimento incipiente da cdpsula interna, estas duas estruturas sio comumente
consideradas uma entidade, designada caudado-putdmen (HEIMER et al., 1995) (Fig.
1).

O estriado ventral € composto pelo accumbens, pelos elementos estriatais do
tubérculo olfatério localizados na lamina II e pela parte ventro-medial do caudado-
putaimen (HEIMER et al., 1995) (Fig. 1). O accumbens estd localizado
rostroventralmente ao caudado-putamen. Ele se diferencia deste dltimo pela escassez de
feixes de fibra mielinicas, porém ambos possuem uma composi¢io celular semelhante.
O accumbens foi originalmente subdividido em cerne e concha. Esta distingdo foi
estabelecida originalmente com base na reacdo histoquimica para acetilcolinesterase e
na imunorreatividade para colecistocinina, sendo a concha mais intensamente reativa do
que o cerne para estes compostos (ZABORSZKY et al., 1985). Atualmente, varios
outros atributos neuroquimicos (por exemplo, neurotensina, calbindina e substancia P)
permitem diferenciar a concha do cerne (DEUTCH et al., 1993; HEIMER et al., 1995).
A concha e o cerne podem ser identificados apenas nos trés quartos caudais do
accumbens, ou seja, em niveis onde a comissura anterior se afasta medialmente da

capsula externa. A porcao






Figura 1. Fotomicrografia de um corte transverso do telencéfalo rostral corado com uma técnica de Nissl ilustrando o
estriado. ac: comissura anterior; AcC: cerne do accumbens; AcbSh: concha do accumbens; CPu: caudado-

putdmen; TU: tubérculo olfatdrio. Figura adaptada de Paxinos e Watson, 2004.



mais rostral do accumbens pode ser considerada um terceiro subterritério, denominado
polo rostral (ZAHM e HEIMER, 1993). Do ponto de vista hodolégico, o pdlo rostral
compartilha caracteristicas tanto com a concha como com o cerne do accumbens.
Assim, as proje¢des da regido medial do pdlo rostral se assemelham as projecdes da
concha, enquanto que as projecdes da regido lateral do polo rostral se assemelham as
projecdes do cerne (ZAHM e HEIMER, 1993). A regido lateral do pélo rostral do
accumbens, assim como o cerne, € muito marcada com calbindina, ja a regido medial do
polo rostral do accumbens, assim como a concha, € pouco marcada com calbindina
(ZAHM e BROG, 1992). Foi ainda reconhecido um outro distrito do accumbens,
denominado polo septal, que corresponde ao setor caudomedial da concha. Este distrito
recebe uma inervacdo dopaminérgica muito densa (VOORN et al., 1986). Possui
também conexdes reciprocas com estruturas somadticas e viscerais do tronco encefélico
mais profusas do que as demais partes da concha do accumbens (BROG et al., 1993).
Em funcdo desta caracteristica, o pdlo septal é frequentemente considerado uma regiao
de transicdo entre o estriado ventral e o continuo formado pelos nicleos amigdaléides
central e medial e o nudcleo intersticial da estria terminal, designado amigdala
expandida. Com base na intensidade da imunorreatividade para tirosina hidroxilase
(TH), o pdlo septal foi ainda sub-dividido em trés regides, o cone, o arco € o vértice,
sendo o cone e o vértice intensamente imunoreativo para TH e o arco pobre em TH
(VOORN et al., 1986; TODTENKOPF e STELLAR, 2000). Citoarquitetonicamente, a
regido do arco possui alta densidade neuronal, correspondendo a um agregado celular
estriatal. Ainda com base na imunorreatividade para TH, a concha do accumbens foi
sub-dividida em uma regido medial (que inclui o pélo septal, cuja heterogeneidade,
como ja foi mencionado, € amplamente reconhecida), uma regido intermédia, também
denominada concha ventromedial, € em uma regido ventrolateral. A regidao intermédia
da concha € menos intensamente imunoreativa para TH do que a regido medial e
ventrolateral da concha (VOORN er al., 1986; ZAHM e BROG, 1992;
GROENEWEGEN et al., 1999). Estas diferentes sub-regides da concha do accumbens,
bem como a parte medial e lateral do cerne do accumbens recebem diferentes
combinacdes de aferencgas corticais e sub-corticais, e se projetam para diferentes alvos
palidais, hipotalamicos e mesencefalicos (GROENEWEGEN et al., 1999).

Em estudos comportamentais, a concha e o cerne do accumbens
apresentam diferentes respostas relacionadas com drogas de abuso, onde a uma maior

auto-administracdo na regido da concha medial, e o animal apresenta também uma



maior locomoc¢ao, ao contrario, a regido do cerne e da concha lateral do accumbens,
parecem sofrer pouco ou nenhum efeito (McBRIDE et al., 1999; DI CHIARA, 2002;
IKEMOTO, 2002; RODD-HENRICKS et al., 2002a,b; IKEMOTO e WITKIN, 2003;
IKEMOTO et al., 2005; IKEMOTO, 2007; MARCHANT et al., 2009). O accumbens
foi ainda subdividido em uma regido anterior e uma regido posterior. A regido anterior
se estende desde o pdlo rostral até o aparecimento da insula magna de Calleja e esta
relacionada com comportamentos apetitivos. A regido posterior coexiste com a insula
magna de Calleja e se estende até o pdlo caudal do accumbens e estd relacionada com
comportamentos defensivos (REYNOLDS e BERRIDGE, 2001, 2003; DONGEN et al.,
2005).

O tubérculo olfatério estd localizado na regido ventral do cérebro do rato que é
constituido de trés camadas, a camada I, também chamada camada molecular ou
plexiforme, a camada Il com células espinhosas de tamanho médio compactamente
dispostas e a camada III ou camada multiforme que contém células de diferentes tipos, e
que inclui os elementos palidais do tubérculo olfatério. Sdo ainda identificados no
tubérculo olfatério, pequenos aglomerados compactos de células granulares, geralmente
localizados na camada III e comumente referidos como insulas de Calleja
(MILLHOUSE e HEIMER, 1984). O tubérculo olfatério recebe projecdes diretas do
bulbo olfatério e de outras estruturas do sistema olfatério, entretanto, diferentemente do
resto do sistema olfatério, ele ndo se projeta de forma significativa para estruturas do
sistema olfatério, mas inerva densamente distritos do palido ventral. Devido a estas
caracteristicas bem como a outros atributos morfolégicos, e neuroquimicos, €

geralmente considerado parte do estriado ventral (HEIMER et al., 1995; MA, 1997).

1.1.2 Citoarquitetura e neuroquimica

A grande maioria dos neurdnios estriatais (95%) € representada por neur6nios
GABAérgicos de projecao, denominados neurdnios espinhosos de tamanho médio, que
também expressdo encefalina ou substincia P (MILLHOUSE e HEIMER, 1984;
HEIMER et al., 1995; GERFEN, 2004). Os outros 5% sao interneurdnios que incluem:
1) neur6nios colinérgicos; 2) neurdnios contendo GABA e parvalbumina; 3) neurdnios
contendo GABA e calretinina; 4) neurdnios contendo GABA, co-localizado com

somatostatina, neuropeptidio-Y e 6xido nitrico sintase, para uma revisao ver Deng et al.



(2007) (ZAHM e BROG, 1992; KUBOTA e KAWAGUCHI, 1993; ZABORSZKY et
al., 1985; ZHOU et al., 2001).

Embora o estriado aparenta ser uma estrutura homogénea em coloragdo de Nissl,
ele é formado de compartimentos neuroquimicos distintos, denominados estriossomos e
matriz. A matriz, regido que envolve os estriossomos se caracteriza por neurOnios ser
rica em acetilcolinesterase, calbindina, somastostatina, e por ser predominantemente
inervada por fibras dopaminérgicas mesencefdlicas do tipo A (fibras finas com
pequenas varicosidades), oriundas da porcdo dorsal do complexo nigral (i.e. VTA,
nicleo retrorubral e substancia negra compacta). Em contraste, o estriossomo se
caracteriza por ser pobre em acetilcolinesterase, calbindina e substincia P, e rico em
opidides do tipo p. O estriossoma recebe predominantemente fibras dopaminérgicas
mesencefdlicas do tipo B (mais grosso e mais varicosos do que as fibras do tipo A),
proveniente da por¢cao ventral do complexo nigral (i.e. substidncia negra compacta
ventral e células dopaminérgicas presentes na substancia negra reticulada) (GERFEN et

al., 1985; WHITE, 1989; GERFEN et al., 1987).

1.1.3 Funcodes

O estriado estd envolvido na regulacio da motricidade somdtica e atividade
locomotora (IKEMOTO, 2002; IKEMOTO e WITKIN, 2003), em varias formas de
aprendizado e memoria, como aprendizado de uma associagdo estimulo resposta ou
aprendizado de hébitos e aprendizado emocional (PACKARD e KNOWLTON, 2002),
assim como em mecanismos de recompensa (BAKER et al., 1998; DI CHIARA, 2002)
e de adi¢do a drogas de abuso (DI CHIARA, 2002; IKEMOTO et al., 2005). Estudos de
auto-administracdo de drogas demonstram a existéncia de uma diferenciacdo entre a
concha medial e o cerne, e também entre a regido medial e lateral do tubérculo olfatério
(DI CHIARA, 2002; RODD-HENRICKS et al., 2002a,b; IKEMOTO et al., 2005).
Assim, os setores mediais do estriado ventral (i.e., a concha medial do accumbens ¢ a
regido medial do tubérculo olfatério) sdo locais mais efetivos para a auto-administragao
de droga do que os setores laterais do estriado ventral (i.e., a concha lateral e o cerne do

accumbens e a regido lateral do tubérculo olfatério).

1.2 A area tegmental ventral



1.2.1 Defini¢ao

A darea tegmental ventral (VTA) tem despertado grande interesse por ser um elo
crucial na circuitaria envolvida em mecanismos de recompensa (IKEMOTO et al.,
2006; ZANGEN et al., 2006), atividade locomotora IKEMOTO et al., 2003; ZANGEN
et al., 2006) e acdo de drogas de abuso (IKEMOTO e WISE, 2004; IKEMOTO et al.,
2006). Tem como um dos principais alvos o estriado ventral (BECKSTEAD et al.,
1979; FALLON e MOORE, 1978; SWANSON, 1982; IKEMOTO, 2007) que participa
destes mesmos processos (IKEMOTO et al., 2002; IKEMOTO e WISE, 2004).

A VTA esta localizada na regido ventro-medial do mesencéfalo entre o nicleo
interpeduncular, a substincia negra e o nicleo rubro (OADES e HALLIDAY, 1987)
(Fig. 2). Nao existe um consenso na literatura a respeito de sua delimitacdo precisa e de
suas possiveis subdivisdes. A VTA é considerada por alguns (SWANSON, 1982) uma
entidade anatdomica, mas frequentemente € vista como um territério heterogéneo,
composto de diferentes niicleos. Apesar de Swanson (1982) reconhecer que os nucleos
da linha média, rostral linear, caudal linear e interfascicular contém neuroénios do
grupamento A10 e possuirem projecdes semelhantes a VTA, ele ndo os considera parte
da VTA, mas sim ntcleos adjacentes a VTA. De acordo com Virginia Pickel (1990), a
VTA ocupa o setor ventromedial do mesencéfalo correspondendo aos nucleos
paranigral e parabraquial pigmentoso (ver e.g., BAYER e PICKEL, 1990), delimitacdo
também adotada por Paxinos e Watson (1986). Deve ser notado que, de acordo com 0s
autores acima referidos, a VT A ndo inclui nicleos situados ao longo da linha média. Em
contraposi¢do a esta no¢do, de acordo com Philipson (1979a,b), a VTA € constituida de

4 nucleos, os nuicleos paranigral e parabraquial pigmentoso, localizados na



Figura 2. Localizagdo da VTA. Corte coronal do mesencéfalo ventral imunorreativa para acetilcolinesterase. Para
mostrar as relacdes topografica com estruturas adjacentes IP: niicleo interpeduncular; R: niicleo rubro; SNc:

substancia negra compacta; SNr: substancia negra reticulada. Figura adaptada de Paxinos e Watson, 2004.



reigdo lateral da VTA e os ntcleos caudal linear da rafe e interfascicular, situados na
linha média, formando a regido medial da VTA. Oades e Halliday (1987) incluem ainda
na VTA, além dos quatro nuicleos acima mencionados, o nucleo rostral linear da rafe.

Dahlstrom e Fuxe (1964), com a técnica de histofluorescéncia, identificaram
pela primeira vez no tronco encefdlico e diencéfalo do rato, diferentes grupamentos
catecolaminérgicos, denominados Al-Al2 e grupamentos serotoninérgicos,
denominados B1-B9. No mesencéfalo ventral, foram reconhecidos 3 grupamentos
dopaminérgicos A8, A9 e A10, ndo existindo um limite preciso entre eles. O
grupamento A8 estd contido a grosso modo no nicleo retrorrubral, o grupamento A9 na
substancia negra compacta, ¢ o grupamento A10 na VTA (DAHLSTROM e FUXE,
1964; FALLON e MOORE, 1978). De acordo com Dahlstrom e Fuxe (1964), a VTA se
diferencia da substancia negra compacta e do nucleo retrorrubral por suas profusas
conexdes com o sistema limbico. Phillipson (1979a) observou no rato a presenca de
neurdnios dopaminérgicos nos nucleos interfascicular e caudal linear. Swanson (1982)
mapeou a distribui¢do de neurdnios imunopositivos para TH no mesencéfalo ventral do
rato. Tendo em vista que os neurénios do mesencéfalo ventral ndo expressam dopamina
beta hidroxilase, a enzima que converte dopamina em noradrenalina, neste territdrio, a
presenca de tirosina hidroxilase sinaliza neur6nios dopaminérgicos. Assim, Swanson
(1982) identificou a presenca de neurdnios dopaminérgicos nos nucleos rostral linear,
interfascicular e caudal linear. Deve ser ressaltado que o distrito mesencefdlico que
contém o grupamento A10 nao pode ser usado como critério para definir com rigor a
VTA, pois este grupamento invade rostroventralmente a regido supramamilar e
dorsocaudalmente, o niicleo dorsal da rafe e a substincia cinzenta periaquedutal
(HOKFELT et al., 1984).

A VTA pode ser dividida em uma porcao rostral e uma por¢ao caudal baseado
em estudos funcionais usando auto-administracdo de droga de abuso. Essas drogas
parecem exercer efeitos reforcadores intensos na VTA caudal e pouco ou nenhum efeito
na VTA rostral, para uma revisdo ver lkemoto (2007). O aparecimento do nucleo
interpeduncular € utilizado como critério topografico para demarcar a VTA rostral da
VTA caudal.

Trabalhos recentes sugerem que a VTA tem uma extensdo caudal maior do que
classicamente admitido. Este territério ¢ denominado polo caudal da VTA (“VTA tail”)
(PERROTTI et al., 2005), esta localizado dorsolateralmente ao nicleo interpeduncular,

ao nivel transverso da regido posterior do nucleo paranigral, e caudal a este nivel,



estende-se dorsalmente até a decussacdo do pedinculo cerebelar superior (KAUFLING
et al., 2009a). Este territorio é virtualmente desprovido de neur6nios dopaminérgicos,
sendo principalmente constituido de neurdnios parvicelulares GABAérgicos
(PERROTTI et al., 2005; OLSON e NESTLER, 2007; KAUFLING et al., 2009a).
Kaufling et al. (2009a), em um estudo de rastreamento retrégrado, verificaram que o
polo caudal da VTA possui aferéncias muito semelhantes ao resto da VTA, fato que
refor¢a a nocdo deste territério ser parte da VTA. Além disto, hd de se notar que o polo
caudal da VTA se projeta densamente para o complexo VTA-negra (FERREIRA et al.,
2008). Perrotti et al. (2005) relataram o aumento da expressio de um fator de
transcricdo AFosB em neur6nios do pélo caudal da VTA, apds tratamento cronico com
psicoestimulantes (cocaina e anfetamina) (WINSTANLEY et al., 2007; PERROTTI et
al., 2008), de forma que o polo caudal da VTA parece estar envolvido em circuitos
cerebrais de recompensa (McBRIDE et al., 1999).

Ikemoto (2007), ao analisar as projecdes mesoestriatais, usando o Fluoro Gold
como tragador retrégrado, subdividiu a VTA em VTA rostral e VTA caudal, as quais
foram subdivididas em um setor medial e lateral, usando como critério topogréfico a
borda lateral do fasciculo retroflexo. Ele também identificou em seu estudo o pélo
caudal da VTA, que curiosamente ndo parece se projetar substancialmente para o
estriado ventral (IKEMOTO, 2007). No nosso estudo, usaremos como base as
subdivisdes da VTA delineadas por Ikemoto (2007). Procuraremos, no entanto, fazer
um paralelo entre a terminologia de Ikemoto (2007), e a terminologia de Oades e
Halliday (1987), que considera a VTA constituida por 5 nucleos (os nucleos rostral

linear, caudal linear, interfascicular, parabraquial pigmentoso e paranigral).

1.2.2 Citoarquitetura da VTA

Embora os neur6nios do grupamento dopaminérgico A10 aparentam ser um
grupo homogéneo, estudos citoarquitetonicos revelam diferencas quanto a forma e
tamanho de seus neurdnios, assim como diferencas quanto a seu grau de compactacao
(PHILLIPSON, 1979a,b; OADES e HALLIDAY, 1987). Com base nestes estudos a
VTA foi subdivida em 5 nicleos distintos. O nucleo interfascicular contém os menores
neurdnios da VTA, de forma estrelada ou fusiforme e cujos dendritos varicosos se
irradiam em vdrias dire¢cdes. O nucleo caudal linear exibe neur6nios de tamanho

pequeno a médio, de forma estrelada ou fusiforme e cujos dendritos sdo notavelmente



varicosos. O nucleo paranigral tem neurdnios de tamanho pequeno a médio, de forma
estrelada ou fusiforme e que, em plano transverso, sdo orientados horizontalmente. O
nucleo parabraquial pigmentoso contém neurdnios de tamanho médio com alguns de
tamanho pequeno e sem orientacdo preferencial (PHILLIPSON 1979ab). A regido
rostral da VTA, que inclui os nucleos rostral linear e parabraquial pigmentoso possui
neurdnios maiores do que os encontrados nos nucleos interfascicular e caudal linear,
esses neurdnios também exibem campos dendriticos maiores (OADES e HALLIDAY,
1987).

Os neurdnios do grupamento A10 sdao de tamanho pequeno a médio, sendo a
maioria deles pequenos (DAHLSTROM e FUXE, 1964).

Os neurdnios da VTA té€m caracteristicas de cerne isodendritico (RAM()N—
MOLLINER e NAUTA, 1966; GEISLER e ZAHM, 2005). Seus dendritos sdo grossos,
longos e pouco ramificados e recebem um grande nimero de aferéncias de multiplos
locais (PHILLPSON, 1979c; GEISLER e ZAHM, 2005) e seus ax6nios também emitem
numerosos colaterais destinados a diversos alvos. Estas caracteristicas anatdmicas sao

responsaveis pela funcao integradora do cerne isodendritico.

1.2.3 Neuroquimica da VTA

O grande interesse que a VT A desperta se deve em grande parte a populacio de
neurdnios dopaminérgicos do grupamento A10. Além de neur6nios dopaminérgicos, a
VTA contém um nudmero aprecidvel de neurdnios GABAérgicos, havendo pouca co-
localizagdo de neurdnios dopaminérgicos com GABA (OLSON et al., 2005; OLSON e
NESTLER, 2007; NAIR-ROBERTS et al., 2008). Foi observado que neurdnios
dopaminérgicos da VTA podem também expressar neurotensina (principalmente no
nucleo rostral linear) (JAYARAMAN et al., 1990), colecistocinica (principalmente no
nicleo caudal linear) (JAYARAMAN et al., 1990), proteinas ligantes de célcio
(McRITCHIE et al., 1996), 6xido nitrico (principalmente no nucleo rostral linear)
(KLEJBOR et al., 2004). Recentemente foi descrito uma pequena populacdo de
neurdnios glutamatérgicos na VTA, que representa 3% dos neuronios, sendo raramente
observado co-localizacdo de glutamato em neur6nios dopaminérgicos (KAWANO et
al., 2006; YAMAGUCHI et al., 2007; NAIR-ROBERTS et al., 2008).

A populacdo de neurdnios GABAérgicos representa cerca de 35% dos neuronios

VTA (OLSON e NESTLER, 2007; NAIR-ROBERTS et al., 2008). A propor¢do



relativa de neurénios GABAérgicos e dopaminérgicos varia na VTA tanto ao longo de
sua extensao rostro-caudal como entre seus diferentes niicleos (NAIR-ROBERTS et al.,
2008). A maior densidade de células dopaminérgicas estd localizada na VTA caudal e
diminui progressivamente em direcdo rostral (SWANSON, 1982). Por outro lado, a
propor¢ao de células GABAérgicas na VTA caudal € pequena, ocorrendo um aumento
progressivo destas células na VTA rostral. Deve ser ressaltado que no pélo caudal da
VTA foi observado um agregado de células GABAérgicas e raras células
dopaminérgicas (OLSON et al., 2005; PERROTTI et al., 2005; OLSON e NESTLER,
2007; KAUFLING et al., 2009a).

Os nucleos localizados na linha média da VTA tém baixa concentracao
do transportador de dopamina (DAT), responsével pela recaptacdo do neurotransmissor
pelo terminal pré-sindptico. O gradiente de DAT no mesencéfalo ventral diminui da
regido caudo-ventrolateral para a regido rostro-dorsomedial (GONZALEZ-
HERNANDEZ et al., 2004). Isto talvez explique porque os neurdnios dopaminérgicos
localizados na linha média da VTA possuem maior resisténcia a agdo toxica da 6-
hidroxidopamina do que os neur6nios dopaminérgicos da VTA localizados mais

lateralmente (OKAMURA et al., 1995).

1.3 Conexoes da VTA

A VTA recebe aferéncias de um grande nimero de estruturas, que inervam
difusamente toda a VT A, com excec¢do das aferéncias do accumbens que possuem uma
organizacdo topogrifica médio-lateral em rato (PHILLIPSON, 1979c; GEISLER e
ZAHM, 2005). Caracteristicamente, vdarias aferéncias da VTA provém do cerne
isodendritico (GEISLER e ZAHM, 2005). Diversas técnicas neuroanatomicas foram
utilizadas ao longo dos anos para estudar as conexdes eferentes da VTA, como a
utilizacdo de histofluorescéncia associada a lesdes (DAHLSTROM e FUXE, 1964),
radioautografia (FALLON e MOORE, 1978; BECKSTEAD et al., 1979; SIMON et al.,
1979) e tracadores retrogrados (SWANSON, 1982; BJORKLUND e LINDVALL,
1984). Estes estudos cldssicos sugerem que a VTA origina dois sistemas principais de
projecdo: o sistema mesocortical e o sistema mesolimbico. O sistema mesocortical
inclui projecOes para dreas pré-frontais, cingular anterior, agranular insular, piriforme e
entorrinal; o sistema mesolimbico engloba projecdes para o nicleo septal, a amigdala, o

accumbens e o tubérculo olfatério (BJORKLUND e LINDVALL, 1984; OADES e



HALLIDAY, 1987; FALLON e LOUGHLIN, 1995). Ha evidéncias sugerindo que os
setores rostro-dorsais da VTA estdo mais estreitamente relacionados com o sistema
mesocortical e os setores ventro-caudais da VTA com as dreas do subcorticais
mesolimbicas (SCHEIBNER e TORK, 1987).

Foi mostrado que a VTA inerva ainda o pélido ventral (KLITENICK et al.,
1992), o nicleo da banda diagonal e o nucleo intersticial da estria terminal, nicleos
talamicos (a divisdo lateral da habénula lateral, o nicleo reuniens, o nicleo central
medial e o nicleo médio-dorsal), o nicleo hipotaldmico posterior, e possivelmente
também a drea pré-Optica lateral e o hipotdlamo lateral (BECKSTEAD et al., 1979). A
VTA possui projecdes descendentes bem mais modestas do que as projecdes
ascendentes e que tem por alvo a substancia cinzenta periaquedutal, a drea parabraquial

e o 16cus certleos (BECKSTEAD et al., 1979).

1.3.1 ProjecOes mesoestriatais da VTA

A VTA tem como um dos seus principais alvos o estriado ventral. Essas
projecdes sao topograficamente organizadas. Assim, os territérios mais laterais da VTA
se projetam preferencialmente para estruturas estriatais laterais e os territérios mediais
da VTA para estruturas estriatais mais mediais, incluindo o accumbens (BECKSTEAD
et al., 1979; SWANSON, 1982; BROG et al., 1993; HASUE ¢ SHAMMAH-
LAGNADO, 2002), Projecdes da VTA para o accumbens obedecem a um padrao dorso-
ventral invertido, de forma que os setores mais dorsais da VTA se projetam para as
porcdes mais ventrais do accumbens, € os setores mais ventrais da VTA estdo
conectados aos setores mais dorsais do accumbens (FALLON e MOORE, 1978; BROG
et al., 1993; HASUE e SHAMMAH-LAGNADO, 2002). Esta organizacdo segue 0s
principios de organizacdo topogréfica das projecdes dopaminérgicas mesotelencefélicas
(FALLON e MOORE, 1978; BJORKLUND e LINDVALL, 1984). O sistema
mesoestriatal como um todo exibe ainda uma topografia rostrocaudal, a VTA inervando
distritos estriatais mais rostrais e a substancia negra, distritos estriatais mais caudais.
Nao estd claro, entretanto, se as projecoes da VTA para o estriado ventral possuem uma
organizagdo rostrocaudal. Curiosamente, de acordo com o estudo de rastreamento
retrogrado de Lynd-balta e Haber (1994), em primatas, as projecoes da VTA para o

estriado ventral ndo parecem ser topograficamente organizadas.



Os neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo formam 2 sistemas que inervam
compartimentos estriatais distintos. O sistema dopaminérgico dorsal, que inclui a VTA,
o nucleo retrorrubral e substancia negra compacta dorsal, inerva a matriz do estriado,
enquanto que o sistema dopaminérgico ventral, que inclui a substancia negra compacta
ventral e neuro6nios dopaminérgicos localizados na substincia negra reticulada, se
distribui predominantemente para os estriossomos do estriado (GERFEN, 2004). Além
disso, a matriz e os estriossomos possuem aferéncias corticais que se originam de
regides diferentes da camada V, e também inervam territérios mesencefalicos
diferentes. Assim, a matriz do estriado se projeta para a substincia negra reticulata, o
que lhe permite atuar sobre os alvos dos ganglios da base. Por outro lado, os
estriossomos se projetam para a substincia negra compacta, e, portanto influenciam vias
dopaminérgicas que modulam processos estriatais.

De acordo com o estudo radioautografico cldssico de Beckstead et al. (1979), a
VTA rostral projeta-se amplamente para o estriado, a maior densidade de marcacdo
sendo observada no ndcleo accumbens, no tubérculo olfatério e no fundo do estriado. A
partir destes setores ventrais, a marcacao diminui de densidade em dire¢do dorsal,
evitando somente a regido dorsolateral do estriado. Assim, as fibras da VTA parecem
inervar quase toda metade ventromedial do estriado, incluindo rostralmente o
accumbens. A marca¢do no accumbens continua-se ventralmente sobre o tubérculo
olfatério, em todas as camadas desta estrutura, mas evitando as insulas de Calleja.
Beckstead et al. (1979) fizeram uma descri¢do minuciosa das projecdoes da VTA como
um todo, porém, com a técnica radioautografica, as injecdes sdo relativamente grandes e
pouco definidas se comparada as injecdes com tragadores anterégrados
contemporaneos, € em particular, com a leucoaglutinina do Phaseolus vulgaris. Desta
forma, a técnica radioautografica nao se presta tanto para uma anélise de uma possivel
organizag¢do topogréfica das projecdes da VTA para o estriado ventral.

Experimentos de rastreamento retrégrado permitem definir com clareza a origem
de uma proje¢do, e, no caso do sistema mesoestriatal ventral, o distrito particular da
VTA que estd conectado com o distrito estriatal injetado. De acordo com experimentos
de rastreamento retrégrado, os nucleos interfascicular, rostral linear, caudal linear,
paranigral e a parte medial do parabraquial pigmentoso se projetam para a regido medial
da concha do accumbens. Ja a regido lateral da VTA, se projeta para a concha lateral do
accumbens (BROG et al., 1993; HASUE e SHAMMAH-LAGNADO, 2002). Hasue e

Shammah-Lagnado (2002), usando o Fluoro-Gold como tracador, observaram que



injecdes na concha medial do accumbens produzem marcagdo retrégrada nos nicleos
parabraquial pigmentoso (parte ventral), paranigral, interfascicular e caudal linear. Por
outro lado, injecdes na regido ventral da concha do accumbens marcam mais a regido
dorso-lateral da VTA, incluindo a parte lateral do nicleo parabraquial pigmentoso e a
parte dorsal do nicleo paranigral, havendo uma marcacao aprecidavel no nicleo caudal
linear e uma marca¢do modesta no nucleo interfascicular. Inje¢cdes na concha lateral do
accumbens originam uma marcagdo retrograda confinada a regido dorso-lateral do
nucleo parabraquial pigmentoso, ndo sendo detectada marca¢ao no nicleo paranigral.

Em um estudo de rastreamento anter6grado, usando PHA-L como tragador, Del-
Fava et al. (2007) relataram que as projecdoes do nucleo rostral linear terminam
principalmente nos elementos palidais do tubérculo olfatorio, e, em bem menor grau,
nos elementos estriatais do tubérculo olfatério lateral, bem como no pdlo rostral e na
concha lateral do accumbens. Assim, o nucleo rostral linear, diferentemente do resto da
VTA, projeta-se robustamente para regides palidais do tubérculo olfatério (DEL-FAVA
et al., 2007).

Em uma revisao, Groenewegen et al. (1999), descrevem que a VTA se projeta
predominantemente para a parte ventral e medial da concha do accumbens, mas ela
inerva também, ainda que menos densamente, a regido medial do cerne do accumbens e
regides caudado-putamen adjacentes ao accumbens.

Em estudo usando como tracador anter6grado a leucoaglutinina do Phaseolus
vulgaris, Gerfen et al. (1987) demonstraram que a VTA origina um denso plexo de
fibras no accumbens e no caudado-putdmen ventro-medial, que inerva a matriz,
evitando os estriossomos. As fibras que compde esta projecdo sdo em sua grande
maioria fibras do tipo A, ou seja fibras finas com pequenas varicosidades. Foram
também observadas ocasionalmente fibras do tipo C, ou seja fibras de grosso calibre
com grandes varicosidades na matriz.

Voorn et al. (1986) demonstram que a inervacdo dopaminérgica no estriado
ventral € altamente compartimentalizada, de modo que regides com baixa densidade
celular apresentam alta imunorreatividade para dopamina e regides de agregados
celulares sdao fracamente imunorreativas para dopamina. O pdélo septal e a regido ventro-
medial do accumbens, que sdo regides de baixa densidade celular sdo altamente
imunorreativos para dopamina. H4, contudo uma exce¢do a esta regra, a regido apical do
polo septal possui com alta densidade celular é rica em dopamina (VOORN et al.,

1986).



Um plexo dopaminérgico denso também foi observado no tubérculo olfatério
em toda extensdo rostro-caudal e abrange todas as trés camadas, a camada plexiforme
(camada I) sendo a camada mais intensamente imunorreativa para dopamina. Nas
insulas de Calleja, foi observada uma marcacdo dopaminérgica moderada no
compartimento de células granulares. Na insula magna de Calleja também foram
notadas pequenas regides altamente imunorreativas para dopamina tanto em sua regiao
dorsal como ventral. As pontes celulares estriatais que se estendem do accumbens para
o tubérculo olfatério também apresentam rica imunorreatividade para dopamina
(VOORN et al., 1986).

A organizac¢do do sistema dopaminérgico mesolimbico foi recentemente revista
por lkemoto em um estudo minucioso de rastreamento retrogrado, usando como
tracador o Fluro-Gold (IKEMOTO, 2007). Com base nos resultados obtidos, Ikemoto
propds a existéncia de dois sistemas de projecdo da VTA para o estriado ventral: o
sistema dopaminérgico mesoestriatal ventromedial que se origina da VTA pdstero-
medial que inclui os nucleos, interfascicular, paranigral e caudal linear e inerva
seletivamente o estriado ventro-medial (i.e., o tubérculo olfatério medial e a concha
medial do accumbens); e o sistema dopaminérgico mesoestriatal ventro-lateral que
provém da VTA antero-lateral que corresponde a por¢do lateral do nicleo parabraquial
pigmentoso e inerva amplamente o estriado ventro-lateral (i.e., o tubérculo olfatério
lateral, o cerne e a concha lateral do accumbens). Hé4 evidéncias de que cada um destes
sistemas desempenha funcdes distintas em comportamentos motivados, o sistema de
projecdao medial sendo mais importante para a acdo reforcadora de drogas.

Drogas de abuso parecem exercer efeitos reforcadores intensos na VTA
posterior (parte do sistema dopaminérgico mesoestriatal ventromedial) e pouco ou
nenhum efeito na VTA anterior (parte do o sistema dopaminérgico mesoestriatal
ventrolateral) (RODD-HENRICKS er al., 2000, 2002a,b; ZANGEN et al., 2002;
IKEMOTO e WISE, 2004; ZANGEN et al., 2006). Drogas de abuso parecem exercer
efeitos refor¢cadores também no estriado ventromedial (parte do sistema dopaminérgico
mesoestriatal ventromedial). Ao contrario, as regides do estriado ventrolateral (parte do
sistema dopaminérgico mesoestriatal ventrolateral) se assemelham a VTA anterior, por
também sofrerem pouco ou nenhum efeito de drogas de abuso (RODD-HENRICKS et
al., 2002a,b; IKEMOTO et al., 2005). Assim, o padrdo de projecdo da VTA para o
estriado ventral se coaduna com estudos funcionais, de forma que dreas com padrdes

semelhantes de auto-administra¢do de droga sdo conectadas entre si (IKEMOTO, 2007).



Nos estudos de rastreamento anterégrado que descreveram as projecdes da VTA
para o estriado, foram feitas injecOes grandes da VTA (BECKSTEAD et al., 1979;
GEREFEN et al.,1987). Assim, algumas questdes sobre a organizacdo das projecdes da
VTA para o estriado ventral permanecem em aberto, em particular, se existe 1) uma
topografia rostrocaudal das projecdes da VTA para o estriado ventral, 2) um
embricamento das projecdes de subnucleos ou distritos adjacentes da VTA no estriado
ventral; 3) verificar se de fato, como relatado por Ikemoto (2007), o pdlo caudal da
VTA nao inerva o estriado ventral. A auséncia destas projecoes € bastante curiosa visto
que as aferéncias da VTA caudal se assemelham as aferéncias do resto da VTA. Tendo-
se em mente a grande extensao do estriado ventral € até concebivel que o pdlo caudal da
VTA inerve um distrito estriatal que ndo foi explorado no estudo de Ikemoto (2007).

Complementando o estudo de Ikemoto (2007), este trabalho tem como
finalidade estudar as projecdes da VTA para o estriado através de pequenas inje¢des de
PHA-L (tracador anter6grado) em regides/subnucleos da VTA, podendo assim, mapear

de forma minuciosa a distribui¢@o das fibras marcadas em toda a extensao do estriado.



6. CONCLUSOES

Os presentes resultados confirmam e estendem os estudos anteriores sobre a
organizacao das projecdes da VTA para o estriado ventral.

1) Nossas observagdes anterogradas reforcam a no¢do de que as eferéncias da
VTA podem ser subdivididas em um sistema mesoestriatal ventromedial, que tem por
alvo o tubérculo olfatério medial e a concha medial do accumbens, e um sistema
mesoestriatal ventrolateral, que termina primariamente no cerne e na concha lateral do
accumbens e no tubérculo olfatério lateral, como sugerido por Ikemoto (2007).

2) As projegdes da VTA para o estriado ventral tém uma organizagao
topografica médio-lateral mais complexa do que previamente reconhecido, determinada
tanto pela posi¢do médio-lateral como pela posi¢ao dorsoventral da VTA. Assim as
regides ventrais e mediais da VTA inervam os distritos mais mediais do estriado ventral
e as regides dorsais e laterais da VTA os distritos mais laterais do estriado ventral.

3) Injecdes pequenas na VTA originam projecdes densas para territorios
relativamente extensos do estriado ventral e também focos bastante restritos de

projecdes para territérios estriatais distantes do campo terminal principal.
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