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RESUMO

SAMBE, N. A. Distribuicao de receptores ionotrépicos de glutamato e sua co-
localizacao com a fosfoproteina neural DARPP-32 no cortex pré-frontal de
ratos. 2009. Tese (Doutorado em Fisiologia). - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2009.

O cértex pré-frontal medial (PFCm) é caracterizado por entradas glutamatérgicas e
dopaminérgicas que muitas vezes convergem sobre 0os mesmos neurbnios alvos. Existe
uma extensa literatura de trabalhos eletrofisioldgicos e moleculares que mostram que a
estimulacdo de receptores de dopamina (DA) do tipo D1 facilita a neurotransmisséao
glutamatérgica em neurdnios piramidais do PFCm e apontam para um importante papel da
fosfoproteina DARPP-32 na mediagcao dessas interagdes. Em contraste, s6 ha escassa
informagao a respeito da base anatémica das interagées DA — glutamato (Glu) no PFCm.
Assim, investigamos nesse estudo, através de técnicas de marcagcdo simples de
imunoperoxidase primeiramente a distribuicio das mais comuns subunidades dos
receptores de Glu do tipo AMPA (GIuR1, GluR2, GIuR2/3, GluR4), NMDA (NMDAR1) e
kainato (GIuR5/6/7) e depois através de métodos de dupla-marcacgao de imunofluorescéncia
a co-localizagao dessas subunidades entre-se, com a fosfoproteina DARPP-32, assim como
marcadores de interneurénios. Nossos resultados mostram uma distinta distribuigdo laminar
no PFCm de alguns das subunidades investigadas. As subunidades GluR2 e GluR2/3 sao
as mais amplamente distribuidas no PFCm, enquanto as subunidades GluR1 e GluR4
mostram uma distribuicdo esparsa. Os principais resultados que obtivemos através dos
nossos estudos de co-localizacao sao: (1.) todos os neurbnios positivos DARPP-32 também
expressam as subunidades GluR2/3; (2.) receptores de Glu do tipo AMPA, NMDA e kainato
sdo amplamente co-localizados em neurénios piramidais no PFCm; (3.) as subunidades
GluR1 e GluR4 sao principalmente expressas em neurbnios GABAérgicos. Resumido,
nossos resultados indicam que os neurdnios piramidais e interneurénios do PFCm diferem
quanto a combinagdo das subunidades do tipo AMPA expressas. Enquanto GIuR2 e
GluR2/3 sao amplamente expressas em neurfnios piramidais do PFCm, GluR1 e GluR4
parecem ser preferencialmente expressas em interneurdnios. O fato que receptores de Gilu
do tipo AMPA e NMDA sdo amplamente co-expressos com a DARPP-32 em neurbnios
piramidais do PFCm, torna os neurdnios DARPP-32+ candidatos privilegiados para
processos de neuroplasticidade como a LTP.

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



ABSTRACT

SAMBE, N. A. Distribution of ionotropic glutamate receptors and their co-
localization with the phosphoprotein DARPP-32 in the medial prefrontal cértex
of rats. 2009. Doctoral thesis (Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

The medial prefrontal cortex (PFCm) is characterized by glutamatergic and
dopaminergic inputs that often converge on the same target cells. There is a bulk of
electrophysiological and molecular studies demonstrating that the stimulation of dopamine
(DA) D1 receptors facilitates glutamatergic neurotransmission in pyramidal neurons of the
PFCm and indicating an important role for the neuronal phosphoprotein DARPP-32 as a
mediator of these interactions. In contrast, there is only limited information about the
anatomical bases of DA — glutamate (Glu) interactions in the PFCm. For this purpose, we
investigated in the present study using immunoperoxidase techniques first the distribution of
the most common AMPA (GluR1, GluR2, GluR2/3, GluR4), NMDA (NMDAR1), and kainate
(GluR5/6/7) type Glu receptor subunits and second by double-immunofluorescence
techniques the co-localization of these subunits with each other, with the phosphoprotein
DARPP -32, as well as markers of interneurons. Our results show a distinct laminar
distribution of some of the subunits investigated. The subunits GluR2 and Glur2/3 are the
most widely distributed within the PFCm, whereas GluR1 and GluR4 show a more restricted
distribution. The main findings obtained in our co-localization studies are: (1.) all DARPP-32+
neurons also express the GluR2/3 subunits; (2.) Glu receptors of the AMPA, NMDA, and
kainate type are widely co-localized in pyramidal neurons of the PFCm; (3.) the GIuR1 and
GluR4 subunits are preferentially expressed in interneurons. These findings indicate that
pyramidal neurons and interneurons of the PFCm differ with respect to the combination of
AMPA type subunits expressed. Whereas GluR2 and GIluR2/3 are widely expressed in
pyramidal neurons of the PFCm, GluR1 and GluR4 seem to be preferentially expressed in
interneurons. The fact that AMPA and NMDA receptors are commonly co-expressed with
DARPP-32 in pyramidal neurons of the PFCm, turns the DARPP-32+ neurons privileged
candidates for neuroplasticity processes such as LTP.

Key words: Neurotransmitters. Prefrontal cortex. Dopamine. Glutamate. DARPP-32. AMPA.
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1 INTRODUCAO

O cortex cerebral é organizado de maneira hierarquica. No arranjo da
organizacao cortical se encontram areas sensoriais e motoras primarias e
secundarias, relacionadas com fungdes sensoriais € motoras especificas e areas
associativas mais elevadas, com maior desenvolvimento filogenético e ontogenético,
relacionadas com as fungdes integrativas (FUSTER, 1997). Atualmente, considera-
se que o cértex pré-frontal (PFC) em primatas e humanos tenha atingido o mais alto
grau de desenvolvimento filogenético (UYLINGS e VAN EDEN, 1990). Tem sido
proposto que essa area cortical se encontra no topo da hierarquia sensoério-motora e
se destina a integracdo de informacgdes sensoriais de todas as modalidades para a
representacdo e execucdao de acgdes (PASSINGHAM, 1993; FUSTER, 1997;
FUSTER, 2001). A funcdo integrativa do PFC é refletida no padrdao de sua
conectividade. O PFC possui poucas conexdes diretas com d&reas sensoriais
primarias e com o cortex motor primario, entretanto é densamente conectado com
areas associativas de todas as modalidades sensoriais, com estruturas limbicas,
como a amigdala e o hipocampo, o nucleo médiodorsal do tdlamo (MD) e com
estruturas motoras, como o0s ganglios da base e o cértex pré-motor
(GROENEWEGEN 1988; SESACK et al, 1989; CONDE et al, 1995;
GROENEWEGEN e UYLINGS, 2000; HEIDBREDER e GROENEWEGEN 2003).

Estudos de lesdo em primatas e ratos tém indicado que o PFC, em particular
sua regido medial (PFCm), participa dos aspectos mais complexos da selecéo,
ordenacao e seqlenciamento comportamental, ou seja, na organizacao temporal de
complexas seqliéncias de comportamentos direcionados a um objetivo (FUSTER
1997; DALLEY et al., 2004). Um dos principais mecanismos discutidos como sendo
subjacente a essas fungdes é a capacidade do PFC em reter tragcos de memdéria de
curta duracgao, referida como meméria de trabalho (“working memory”), com base
nas informagdées do mundo externo (GOLDMAN-RAKIC 1990; 1995; KESNER,
2000; REPOVS e BADDELEY, 2006). Esse distinto tipo de memoria, principalmente
associado a areas pré-frontais, tem se mostrado criticamente dependente de um
balanceamento perfeito do sistema dopaminérgico no PFC (BROZOSKI et al., 1979;
SAWAGUCHI e GOLDMAN-RAKIC 1991). O direcionamento do comportamento pelo
PFC também é claramente dependente de tracos de distintas memdrias de longa

duracao, armazenadas principalmente em areas do sistema limbico, e acessiveis ao
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PFC através de suas ricas interconexdes com essas estruturas. O ultimo conceito
sobre o funcionamento do PFC foi referido como “trabalhando com meméria”
(“working with memory”) por Schacter, (1994).

O PFCm em rato também tem sido associado a diversas outras funcoes
cognitivas, incluindo mecanismos de atencdo, tomada de decisGes e associacdes
acao—recompensa (DALLEY et al., 2004). Além disso, em particular a subarea mais
ventral do PFCm, o cértex infra-limbico (IL), € claramente envolvido em varias
fungdes viscero-motoras (NEAFSEY, 1990).

1.1 Anatomia do cortex pré-frontal

O PFC de mamiferos tem sido descrito e classificado através de diversos
critérios anatbmicos, tais como a citoarquitetura (BRODMANN, 1909), a
conectividade com o nucleo médiodorsal do talamo (ROSE e WOOLSEY 1948;
KRETTEK e PRICE 1977a; GROENEWEGEN, 1988; RAY e PRICE, 1992), e a
presenca de uma inervacdo dopaminérgica proveniente do mesencéfalo ventral
(THIERRY et al, 1973; UYLINGS e VAN EDEN, 1990; WILLIAMS e GOLDMAN-
RAKIC, 1998).

Os estudos classicos de Brodmann (1909) foram baseados principalmente em
critérios citoarquitetdnicos (caracteristicas agranular versus granular). Em primatas,
o PFC pode ser delineado pela presenca de uma camada cortical IV bastante
proeminente. Outros mamiferos, incluindo muitos roedores, ndo possuem uma
camada IV bem delineada nas &reas frontais do cortex cerebral. Em ratos, uma
camada granular IV é ausente em todas as areas consideradas como pertencentes
ao PFC (KRETTEK e PRICE, 1977a; VAN EDEN e UYLINGS, 1985;
GROENEWEGEN, 1988). A auséncia de outros critérios anatémicos ou funcionais
para definir o PFC levou, no passado, a diferentes visdes, e em alguns casos
controvérsias sobre a existéncia e extensdao do PFC em mamiferos nao primatas,
particularmente em ratos (PREUSS, 1995; UYLINGS et al, 2003; WISE, 2008).
Recentemente, se tornou consenso geral que todos os mamiferos possuem um
PFC, e que uma combinacdo de critérios anatébmicos e funcionais deve ser
considerada para a definicho do PFC em diferentes espécies de animais.
Atualmente, a definicdo mais usada para essa area cortical € a que considera o PFC

como principal alvo cortical comum das fibras oriundas do nucleo médiodorsal do
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talamo e das fibras dopaminérgicas provenientes da area tegmental ventral (VTA) do
mesencéfalo (UYLINGS e VAN EDEN, 1990, UYLINGS et al., 2003).

Baseado nesses critérios, o PFC do rato pode ser subdividido em trés
divisdes principais (Fig. 1). Primeiro, uma regido medial, o PFC medial que ocupa
quase toda a parede medial do cortex rostral e dorsal ao joelho do corpo caloso. O
presente trabalho focou a regido medial do PFC. O PFCm, por sua vez, consiste de
pelo menos quatro subareas distintas. Essas sao, de dorsal para ventral, o cortex
pré-central medial (PrCm), o cortex do cingulado anterior (AC), o cortex pré-limbico
(PL) e o cértex infra-limbico (IL). Segundo, a regido localizada ventralmente ao
PFCm, denominada de PFC orbital (PFCo), que ocupa a superficie inferior do pdlo
frontal, dorsal ao tubérculo olfatério (TO). O PFCo também consiste de pelo menos
cinco subareas, denominadas de medial para lateral, de cértex orbital medial (MO),
coértex orbital ventral (VO), cértex orbital ventro-lateral (VLO) e cértex orbital lateral
(LO). Imediatamente na porcado dorsal do LO encontra-se ainda uma regidao do
cortex orbital, referida como cértex orbital dorso-lateral (DLO). O DLO se diferencia
do LO por sua camada cortical Il mais densa (RAY e PRICE, 1992).

Rostralmente ao PFCm e PFCo no polo frontal do hemisfério cerebral, situa-
se o cortex polar frontal, que é subdividido em partes medial e lateral. O c6rtex polar
frontal medial (FPm) substitui o MO, PL e AC e apresenta caracteristicas
citoarquitetbnicas semelhantes as do PL. O cértex polar frontal lateral (FPI) é
semelhante ao DLO tanto em termos de projecdes talamo-corticais como em termos
de citoarquitetura (RAY e PRICE, 1992). Terceiro, uma regidao cortical lateral,
denominada de cértex pré-frontal lateral (PFCl), que ocupa a area da insula
agranular e pode ser subdividida em cértex da insula agranular ventral (Alv), cortex
da insula agranular dorsal (Ald), rostralmente localizado, € o cértex da insula
agranular posterior (Alp), situado mais caudalmente (VAN De WERD e UYLINGS,
2008). Algumas areas, como cortex da insula desgranular (Dl), sdo consideradas
suplementares ao PFC. O DI se situa dorsalmente ao Ald, entre este e o cértex da
insula granular (Gl) (CECHETTO e SAPER, 1987).
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Figura 1 - Desenhos de cortes coronais do encéfalo do rato ao nivel do PFC. A figura ilustra
aproximadamente os trés niveis ao longo do eixo rostro-caudal do PFC nos quais foram
realizadas as analises quantitativas. Os valores indicam o nivel a partir do Bregma.
Consultar lista de abreviaturas, para abreviagées.

1.2 Conectividade do PFC

Como descrito acima, o PFCm do rato consiste de varias subregidoes
citoarquitetonicamente distintas. Essas areas podem ser claramente diferenciadas
com base nos distintos padrdes de conexdes aferentes e eferentes com outras areas

corticais e estruturas subcorticais.

1.2.1 Conexoes com o talamo

Conexfes talamo-corticais tém sido usadas como importante critério para
definir o PFC em diferentes espécies. Desde os estudos classicos de Rose e
Woolsey (1948), sabe-se que o MD inerva densamente o PFC em diferentes
espécies. Estudos subsequentes tornaram evidente que diferentes segmentos do
MD enviam eferéncias topograficamente organizadas para diferentes subareas do
PFC (LEONHARD, 1969; KRETTEK e PRICE, 1977a; GROENEWEGEN, 1988;
HURLEY et al., 1991; RAY e PRICE, 1992). As conexdes entre o PFC e o MD séao
reciprocas, e o PFC envia extensas projecdes de volta para o talamo que nao sao
restritas ao MD (SESACK et al, 1989; VERTES, 2002; RAY et al., 1992). As
projecoes cortico-talamicas estdo topograficamente organizadas a partir de um
gradiente ventro-dorsal no PFCm para um gradiente médio-lateral no talamo dorsal.
Nesse sentido, as projecdes pré-frontais mediais envolvem principalmente a linha
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média, os nucleos anteromedial e médiodorsal e os nucleos intralaminares. O IL e a
parte ventral do PL (PLv) na divisdo ventral do PFCm alcangam principalmente os
nucleos da linha média e o0 segmento medial do MD, enquanto que a parte dorsal do
PL (PLd), o ACd e o PrCm na divisdo dorsal do PFCm se projetam para o segmento
lateral do MD e os nucleos intralaminares (GROENEWEGEN e UYLINGS, 2000;
VERTES, 2002). As projecdes cértico-talamicas se originam predominantemente da
camada VI, enquanto as projecdes reciprocas oriundas do MD sao principalmente
direcionadas para a camada lll e V do PFCm (RAY et al., 1992; KURODA et al.,
1995; ROTARU et al., 2005). Além do MD, varios nucleos do grupo da linha média e
dos nucleos intralaminares projetam densamente para o PFC (VAN der WERF et al.,
2002; HOOVER e VERTES, 2007). Atualmente, existem amplas evidéncias de que
todas as conexbes entre o talamo e PFC usam o glutamato (Glu) como
neurotransmissor (RAY et al., 1992; FREMEAU et al., 2004).

1.2.2 Conexoes com o cerne limbico

O PFC recebe importantes aferéncias glutamatérgicas de estruturas do cerne
limbico (HEIMER e VAN HOESEN, 2006), em especial do hipocampo e do complexo
amigdaldide basal. Essas estruturas estdo predominantemente conectadas com
subareas na divisao ventral do PFCm, embora partes especificas da amigdala
também inervem as subareas na divisao dorsal do PFCm. As relacbées do PFCm
com a formacdo hipocampal (préprio hipocampo e subiculo) sdo em geral
unidirecionais. Densas projecoes hipocampais originadas do subiculo e da area CA1
sao direcionadas diretamente para o IL e PL (JAY e WITTER, 1991; SWANSON,
1981; CARR e SESACK, 1996; GABBOTT et al., 2002; HOOVER e VERTES, 2007),
enquanto, escassas fibras pré—frontais alcancam diretamente a formacéao
hipocampal (SESACK et al., 1989; HURLEY et al., 1991). A maioria das projecoes
do PFC alcanca indiretamente a formacao hipocampal, via cértex entorrinal ou via
talamica (VERTES, 2006, 2007). As conexbes entre o PFCm e o cértex para-
hipocampal séo bi-direcionais. Por sua vez, o cortex peririnal projeta principalmente
para o IL e PLv, enquanto que a area entorrinal dorso—lateral alcanca todo o PFCm
(VAN EDEN et al., 1992; DELATOUR e WITTER, 2002, HOOVER e VERTES, 2007).

As projecdes do PFCm para o cértex entorrinal se originam predominantemente do
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IL, enquanto que o PL, ACd e PrCm enviam densas projecdes para o cortex peririnal
(SESACK et al., 1989; HURLEY et al., 1991).

As projecoes da amigdala para o PFCm se originam principalmente da divisao
caudal do complexo amigdaldide basal, e em menor grau no cortex periamigdaldide
(KRETTEK e PRICE, 1977b; MCDONALD, 1987; McDONALD, 1991). As projecdes
oriundas do complexo amigdaldide para o PFCm exibem um evidente arranjo
topografico (CASSELL e WRIGHT, 1986). Assim, as partes caudais do nucleo basal
parvicelular projetam primariamente para as camadas profundas do IL e do PL
ventral, enquanto que a parte caudal do nucleo basal acessério projeta para grande
parte do PFCm, incluindo particularmente o IL e o PL e, em menor grau, o ACd e
PrCm (KRETTEK e PRICE, 1977b; PETROVICH et al., 1996). As conexdes do
PFCm com o complexo amigdaldide sédo reciprocas e mais densas do que as
conexdes com o hipocampo. Desta forma, o IL se projeta para os seguintes nucleos:
lateral capsular, central, medial, acessério basal e nucleo amigdalbide cortical
(HURLEY et al., 1991; McDONALD, 1991; McDONALD et al., 1996). A parte ventral
do PL apresenta um padrédo de distribuicdo muito semelhante ao do IL, enquanto
que a divisdo dorsal do PL, assim como o ACd, alcangam apenas regides restritas
dos nucleos basal e lateral e, em menor grau, o nucleo central da amigadala. O
PrCm envia fibras para as mesmas restritas regides da amigdala, envolvendo
principalmente o nucleo central (SESACK et al, 1989; McDONALD, 1996;
McDONALD, 1998).

1.2.3 Conexoes cortico-corticais

Outra caracteristica do PFCm é a sua riqueza de conexdes cortico-corticais.
Varios estudos com tracadores retrégrados e anterégrados demonstraram que as
distintas subareas do PFCm estdo interconectadas principalmente com areas
secundarias de todas as modalidades sensoriais, assim como com &reas sensorio-
motoras (SEESACK et al., 1989; REEP et al., 1990; VAN EDEN et al., 1992; CONDE
et al, 1995; HEIDBREDER e GROENEWEGEN, 2003; VERTES et al, 2004;
HOOVER e VERTES, 2007). Grande parte dessas conexdes estdo organizadas
topograficamente com as diferentes subareas do PFCm, estabelecendo conexdes
especificas. Em suma, pode ser constatada uma subdivisdo principal no PFCm em
um componente dorsal, que abrange o PrCm, ACd e a parte dorsal do PL (PLd), e
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um componente ventral que abrange a parte ventral do PL (PLv), o IL e o MO
(HEIDBREDER e GROENEWEGEN, 2003). Assim, as regides dorsais do PFCm
(PrCm e ACd) apresentam principalmente interconexdes com areas corticais
sensério-motoras e associativas, e por isso tém sido implicadas em varios
comportamentos motores, enquanto que a regido ventral do PFCm (IL e PL)
apresenta principalmente interconexées com o cortex temporal e outros cértices
associativos limbicos, sendo assim, associada a varios processos relacionados a
emocéo, cognicao e memoria (VAN EDEN et al., 1992; HOOVER e VERTES, 2007).

1.2.4 Conexoes com o estriado

Como o resto do manto cortical, o PFC envia eferéncias topograficamente
organizadas para o estriado em ratos (SEESACK et al, 1989; McGEORGE e
FAULL, 1989; BERENDSE et al.,, 1992; REEP et al., 2003) e macacos (HABER et
al., 2000). No estriado dorsal, cada uma das distintas subareas do PFC possui um
campo terminal longitudinal distinto que mostra certo grau de convergéncia com o0s
campos terminais de areas adjacentes (BERENDSE et al., 1992). As areas pré-
frontais, em conjunto com as areas pré-motoras, encontram-se numa posi¢cao Unica
pelo fato de somente elas ndo apenas se projetarem para os ganglios da base, mas
também receberem informacdes do estriado, via diferentes complexos circuitos de
retro-alimentacdo chamados circuitos ganglios da base-talamo-corticais
(ALEXANDER et al., 1990; GROENEWEGEN et al., 1997). As eferéncias do PFCm
nao sao restritas ao estriado dorsal, mas também alcangcam de maneira topografica
0 nucleo acumbens (Acb) no estriado ventral. O subterritério medial do Acb,
denominado concha, recebe principalmente entradas do IL, enquanto as eferéncias
do PL sdo mais direcionadas para a parte lateral do Acb, denominada cerne
(BERENDSE et al., 1992; BROG et al., 1993; WRIGHT e GROENEWEGEN, 1995).

1.2.5 Conexoes com grupos celulares dopaminérgicos do mesencéfalo

Além das conexdes com o tdlamo, o PFCm do rato é caracterizado por uma
densa inervagdo dopaminérgica (THIERRY et al., 1973; VAN EDEN et al., 1987;
KALSBEEK et al.,, 1988). Em ratos, a inervagdo dopaminérgica do PFC se origina

principalmente da VTA (grupo A10), que da origem ao sistema mesocorticolimbico
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da dopamina (DA; ver BJOERKLUND e DUNETT, 2007), o qual em ratos, inerva
principalmente o PFC, o ndcleo acumbens (Acb) e a amigdala. Em um grau muito
menor, a substancia negra compacta (SNc; grupo A9) também contribui para as
projecoes dopaminérgicas para o PFC (DIVAC et al, 1978; FALLON, 1981;
SWANSON, 1982; FALLON e LOUGHLIN 1982; CONDE et al., 1995). O n(cleo
retrorrubral (grupo A8) parece nao contribuir para a inervacdo dopaminérgica do
PFCm em ratos (DEUTCH et al, 1988). Diferentemente, as projecbes meso-
préfrontais em macacos mostram uma origem muito mais ampla, com todos os
grupos dopaminérgicos do mesencéfalo (A8, A9, A10) contribuindo substancialmente
para essas projecdes (WILLIAMS e GOLDMAN-RAKIC 1998). Além do componente
dopaminérgico, existem também projecoes GABAérgicas da VTA para o PFCm em
ratos (CARR e SESACK, 2000a) e macacos (WILLIAMS e GOLDMAN-RAKIC,
1998). Em geral, foi observada uma tendéncia para uma topografia invertida nas
projecoes da VTA para o PFC. Nesse sentido, neurbnios dopaminérgicos localizados
nas divisdes dorsais da VTA inervam predominantemente sitios no PFCm ventral,
enquanto que os neurdnios localizados na VTA ventral projetam preferencialmente
para a divisdo dorsal do PFCm (DEUTCH, 1993).

Interessantemente, o PFCm parece ser uma das poucas areas corticais que
nao so6 recebe aferéncias, mas que também eferenta a VTA e SNc (SESACK et al.,
1989; CARR e SESACK, 2000b; GABBOTT et al., 2005). A via do PFC para a VTA
parece ser muito seletiva na medida em que as eferéncias do PFC se dirigem
preferencialmente para neurdnios dopaminérgicos que projetam para o PFC e
neurénios GABAérgicos que projetam para o nucleo acumbens (CARR e SESACK,
2000Db).

Estudos de imuno-eletrbnica conduzidos em diversas areas corticais,
incluindo o PFC de diferentes espécies, tém mostrado que o0s axoénios
dopaminérgicos contatam preferencialmente espinhos e hastes dendriticas, e em
menor grau, os corpos celulares de neurbnios piramidais (VAN EDEN et al., 1987;
SMILEY et al., 1992; SMILEY e GOLDMAN-RAKIC, 1993). Apenas uma minoria dos
terminais axénicos dopaminérgicos contatam interneurénios GABAérgicos (SESACK
et al, 1995). A grande maioria das sinapses formadas pelos terminais
dopaminérgicos é do tipo simétrica, entretanto, ocorrem também sinapses
dopaminérgicas assimétricas (VAN EDEN et al., 1987; SMILEY et al., 1992; SMILEY
e GOLDMAN-RAKIC, 1993). Nem todos os terminais dopaminérgicos, no entanto,
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parecem formar sinapses morfologicamente definidas. Existem evidéncias de que
além da neurotransmissdo sinaptica, a DA também pode agir através da
neurotransmissao volumétrica (DESCARRIES et al, 1996; PASPALAS e
GOLDMAN-RAKIC, 2004).

Uma peculiaridade importante € que as sinapses dopaminérgicas nos
espinhos e hastes dendriticas freqientemente sdo encontradas imediatamente ao
lado de sinapses assimétricas supostamente formadas por terminais
glutamatérgicos. Essa condicido caracteristica tem sido descrita em diversas areas
corticais e estriatais em diversas espécies (FREUND et al., 1984; SMILEY et al.,
1992; SMILEY e GOLDMAN-RAKIC, 1993; METZGER et al., 2002). Partindo da
observacdo dessas “triades sinapticas” foi postulado que a DA deve
preferencialmente modular as entradas glutamatérgicas nos neurdnios piramidais
(SMILEY et al, 1992; SMILEY e GOLDMAN-RAKIC, 1993; GOLDMAN-RAKIC,
1995).

1.2.6 Conexoes com outras estruturas subcorticais

Além de entradas dopaminérgicas provenientes da VTA, o PFC recebe outras
aferéncias monoaminérgicas, incluindo densas projecoes serotonérgicas oriundas
principalmente do nucleo dorsal da rafe (VERTES, 1991) e projecbes menos densas
noradrenérgicas do lécus ceruleos (FOOTE et al.,, 1983). Interessantemente, como
no caso da VTA, o PFC é uma das poucas areas corticais que projetam de volta
para o nucleo dorsal da rafe (PEYRON et al., 1998; GABBOTT et al., 2005;
GONCALVES et al., 2009) e lo6cus ceruleos (LUPPI et al., 1995; LEE et al., 2005). O
PFCm também recebe aferéncias colinérgicas do telencéfalo basal oriundas
principalmente da regido da banda diagonal de Broca (SAPER, 1984), assim como
outras projecdes colinérgicas do nucleo tegmental latero-dorsal (LDT) do tegmento
mesopontino (SATOH e FIBINGER, 1986; HOOVER e VERTES, 2007). Além disso,
o PFCm esta reciprocamente conectado com o hipotalamo (SESACK et al., 1989;
FLOYD et al, 2001; SAPER, 1985) e projeta principalmente através das suas
subareas ventrais para varios centros autonémicos subcorticais (SESACK et al.,
1989; GABBOTT et al., 2005).
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1.3 Neuroquimica do PFCm

Como detalhado acima, as entradas glutamatérgicas e dopaminérgicas sao
essenciais para caracterizar anatomicamente e funcionalmente o PFC. Em seguida,
sdo apresentados dados anatémicos, fisiolégicos e funcionais desses dois
importantes sistemas de neurotransmissores, assim como de seus receptores e das

principais cascatas de sinalizagao intracelulares que medeiam seus efeitos.

1.3.1 Glutamato

O glutamato (Glu) é atualmente considerado o neurotransmissor excitatério
mais amplamente distribuido no sistema nervoso dos mamiferos (FREMEAU et al.,
2004; WATKINS e JANE, 2006). Esse aminoacido & provavelmente a substancia
transmissora usada na maioria das sinapses no cérebro, sozinho ou em conjunto
com neuropeptideos e outros compostos neuro—ativos com os quais € co—localizado.
Assim, Glu medeia a grande maioria da neurotransmissdo excitatéria rapida
necessaria para o processamento de informagéao no cérebro (BROMAN, 2000). Além
disso, mecanismos glutamatérgicos estao criticamente envolvidos em processos de
neuroplasticidade como a potenciacédo (LTP) e depressdo (LTD) de longo prazo
(BLISS e COLLINGRIDGE, 1993; MALENKA e NICOLL, 1999; MALENKA e BEAR,
2004).

O efeito excitatério do Glu no cérebro foi reconhecido pela primeira vez na
década de 50 por Hayashi (1954) e Curtis e Watkins (1960), entretanto, apenas
alguns anos depois Glu foi aceito como tendo funcdo de neurotransmissor.
Diferentemente da maioria dos outros neurotransmissores que sao sintetizados
apenas por neurdnios que 0os usam como neurotransmissores, o Glu esta presente
em todas as células, exercendo também papel na sintese protéica, no metabolismo
intermediario e como constituinte das proteinas (FREMEAU et al., 2001). Devido as
altas concentracdes e a distribuicdo ubiqua de Glu encontradas no cérebro e outros
tecidos, tornou-se dificil distinguir o Glu com fungcdo de neurotransmissor do Glu
usado no metabolismo celular.

Novas técnicas de imuno-eletrénica desenvolvidas por Storm-Mathisen e
colaboradores (1983) permitiram pela primeira vez a identificacdo de Glu em

sinapses, e assim uma distincdo entre Glu usado como neurotransmissor e Glu
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usado no metabolismo celular. Porém, sé a recente descoberta e caracterizacao de
uma familia de transportadores vesiculares de Glu (VGLUT 1-3) abriram a
possibilidade de uma identificacdo inequivoca das vias glutamatérgicas no cérebro.
Anticorpos seletivos contra esses transportadores permitem uma marcacao seletiva
de “clusters” de vesiculas nas vias caracterizadas como glutamatérgicas
(TAKAMORI et al., 2000; FREMEAU et al., 2001). Esses estudos comprovaram que
o Glu é, como previamente assumido, usado como principal neurotransmissor em
grande parte do sistema eferente neocortical, incluindo as conexdes cortico-
talamicas, cortico-corticais, cértico-estriatais, e cértico-espinais. O Glu medeia suas
acoes no SNC dos mamiferos via ativacao de uma grande variedade de receptores
ionotrépicos (ligantes dos canais idnicos de cations) e metabotrdpicos (acoplados a
proteinas Gs) (KEW e KEMP, 2005).

1.3.2 Receptores ionotrépicos de glutamato

Estudos bioquimicos e neurofarmacolégicos identificaram trés grandes
familias (Fig. 2) de receptores ionotrépicos de Glu (iGluRs), que sdo designados de
acordo com o primeiro agonista ativado de forma seletiva, sendo assim
denominados de N-metil-D—-aspartato (NMDA), acido a—amino—3-hidroxi—5—metil—
4—isoxazol propibnico (AMPA) e 2-carboxi—3—carboximetil-4-isopropenilpirrolidina
(Kainato). O receptor nativo em todas essas familias parece um tetrdmero, composto
na maioria dos casos de mais de um tipo de subunidade. Em geral, as subunidades
dos receptores ionotrépicos de Glu apresentam alta identidade de seqiéncias de
aminodcidos e homologias entre si (DINGLEDINE et al, 1999; MAYER e
ARMSTRONG, 2004).
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Figura 2 - Classificagdo dos subtipos de receptores de glutamato. O esquema foi adaptado
de Meador-Woodroff e Kleinman (2002).

1.3.3 Receptores do tipo AMPA

A maioria dos receptores do tipo AMPA sao tetrameros heteroméricos
compostos por quatro subunidades GIuR1 a GluR4 (ou GIuRA-D) que sao
codificadas por genes separados e combinam-se em diferentes estequiometrias para
formar tetrameros funcionais (HOLLMANN e HEINEMANN, 1994; DINGLEDINE et
al., 1999; KEW e KEMP, 2005; CULL-CANDY et al., 2006; GREGER, 2007). Cada
subunidade possui um grande dominio N-terminal extracelular, trés dominios trans-
membrana e um dominio C-terminal intracelular. As subunidades GluR possuem alta
identidade bioquimica entre si, divergindo particularmente no dominio C-terminal
intracelular. O C-terminal dessas subunidades é critico para a regulagao da funcao
do receptor AMPA. Muitos receptores AMPA contém a subunidade GIuR2, que
desempenha um papel central na determinagdo da permeabilidade dos receptores
heteroméricos ao Ca?*. Assim, os receptores AMPA que ndo contém a subunidade
GluR2 sdo permeaveis ao Ca** e exibem uma marcada retificacdo linear resultante
de um bloqueio voltagem dependente do canal ibnico pela poliamina intracelular
(BOWIE e MAYER, 1995), enquanto heterbmeros contendo pelo menos uma
subunidade GIuR2 sdo impermeaveis ao Ca?*. O amino4cido arginina, localizado em
um sitio critco no poro da alca no dominio m2, parece determinar a

impermeabilidade ao Ca®" em receptores do tipo AMPA que contém a subunidade
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GluR2. Nas outras subunidades esse sitio é ocupado pela glutamina (DINGLEDINE
et al.,, 1999; SEEBURG e HARTNER, 2003). A composicao das subunidades dos
receptores do tipo AMPA varia de acordo com o tipo celular, desenvolvimento e
regiao do cérebro.

Varios estudos tém examinado a distribuicdo das diferentes subunidades dos
receptores de Glu do tipo AMPA no cértex de mamiferos, em particular ratos e
macacos, pelas técnicas de “hibridizacao in situ” (CONTI et al. 1994; KONDO et al.,
1997) e imunohistoquimica (PETRALIA e WENTHOLD, 1992; VICKERS et al., 1993;
CONTI et al., 1994; HOF et al., 1996; PETRALIA et al.,, 1997). Porém, a grande
maioria desses estudos descreveu a distribuicdo no cortex em geral (PETRALIA e
WENTHOLD, 1992; PETRALIA et al., 1997) ou foi conduzido no coértex somato-
sensorial primario (CONTI et al. 1994; KONDO et al., 1997). Assim, poucos estudos
focam a distribuicdo de receptores do tipo AMPA no PFCm, sendo o Unico deles
realizado em macacos (VICKERS et al., 1993). Em geral, todos os estudos citados
acima demonstraram que neurOnios corticais exibem um marcado grau de
heterogeneidade em relagdo a composicdo e numero das subunidades dos
receptores do tipo AMPA. A grande maioria dos estudos aponta as subunidades
GluR2/3 como as mais amplamente distribuidas no cértex cerebral. Em contraste, as
subunidades GIuR1, e em particular GluR4, foram demonstradas como sendo as
menos abundantemente distribuidas (PETRALIA e WENTHOLD, 1992; CONTI et al.,
1994; KONDO et al., 1997). Os estudos de imunohistoquimica também apontaram
qgue a grande maioria dos neurdnios GluR2/3-positivos (+) € composta de neurbnios
piramidais, enquanto que a maioria das células GluR1+ e GluR4+ apresentam
caracteristicas morfologicas de células nao-piramidais (PETRALIA e WENTHOLD,
1992; CONTI et al., 1994; KHARAZIA et al., 1996; PETRALIA et al., 1997).

1.3.4 Receptores do tipo NMDA

Até o presente sdo conhecidos sete genes separados que codificam para as
subunidades do receptor de NMDA: NR1, NR2A, NR2B, NR2C, NR2D e NR3A e
NR3D. Além disso, muitas variantes de “splicing” alternativos funcionais e nao
funcionais também foram identificadas (McBAIN e MAYER, 1994). Do ponto de vista
molecular, as subunidades dos receptores NMDA apresentam alta identidade de
sequéncias de aminoacidos e homologias entre si (KUTSUWADA et al., 1992; ISHII
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et al., 1993). A subunidade NR1 é essencial para o funcionamento do receptor.
Assim, um receptor do tipo NMDA funcional precisa ser composto de subunidades
NR1 combinado com pelo menos uma subunidade NR2, ou de NR1 combinado com
NR2 e NR3. A co—expressao da subunidade NR1 com uma ou mais subunidades de
NR2 confere distintas propriedades funcionais e farmacoldgicas semelhantes as
observadas no receptor nativo (KUTSUWADA et al., 1992; MONYER et al., 1992).
Assim, o requerimento minimo para um receptor de NMDA funcional € um arranjo
tetramérico de dimeros de subunidades NR1 e NR2 (SCHORGE e COLQUHOUN,
2003; MAYER e ARMSTRONG, 2004). A subunidade NR3 parece ndo formar um
receptor de NMDA funcional quando expressa apenas em combinagdo com NR1 ou
NR2. Entretanto, a combinagdo heteromérica das trés subunidades forma um
receptor funcional (NISHI et al., 2001; SASAKI et al., 2002).

O receptor do tipo NMDA é o unico receptor ionotrépico que requer dois
ligantes, contendo sitios de ligacao para a glicina e sitios para o Glu, localizados nas
subunidades NR1 (KURYATQV et al., 1994; WAFFORD et al., 1995; KEW et al.,
2000) e NR2, respectivamente (LAUBE et al., 1997; ANSON et al., 1998). Estudos
eletrofisiolégicos também tém demonstrado que a ativacdo dos receptores NMDA
requer a ocupacao tanto dos sitios da glicina como os do Glu (BENVENISTE e
MAYER, 1991; CLEMENTS e WESTBROOK,1991). Outra caracteristica importante
do receptor do tipo NMDA é que sua atividade é altamente dependente de voltagem.
Em estado de potencial de repouso, o canal se encontra bloqueado pelo MG?*
(NOVAK et al., 1984; WOLLMUTH et al., 1998), e a remocao deste sé ocorre quando
a membrana fica despolarizada (BLISS e COLLINGRIDGE, 1993).

Estudos de hibridizagdo “in situ” e imunohistoquimica em ratos (MONYER et al.,
1994; RUDOLF et al., 1996), macacos e humanos (HOF et al., 1996; HUNTLEY et
al., 1997, CONTI et al., 1999) demonstraram que os receptores de Glu do tipo NMDA
estdo amplamente distribuidos no cértex cerebral, onde estdo preferencialmente
expressos em neurbnios piramidais. Todos esses estudos apontaram que entre as
subunidades dos receptores de NMDA conhecidas, a subunidade NR1 é a mais
amplamente distribuida. Andlises quantitativas de hibridizagdes “in situ” indicaram
que a subunidade NR1 é expressa em quase todos os neurdnios do sistema nervoso
central, enquanto que as subunidades NR2A, NR2B, NR2C e NR2D mostraram uma
distribuicdo mais restrita e também diferencial durante o desenvolvimento (MONYER
et al., 1994). Estudos de imunohistoquimica no cortex cerebral de macacos
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(HUNTLEY et al.,, 1997) e humano (CONTI et al., 1999) revelaram que neurdnios
NMDART1+ estdo presentes em todas as areas neocorticais examinadas. Estudos de
imunoeletrénica no coértex cerebral de humanos mostraram intensa marcagao para a
subunidade NR1 nos dendritos e espinhos dendriticos, mas também evidenciaram
marcacao em terminais de axonios e em processos gliais (CONTI et al., 1999).

1.3.5 Receptores do tipo kainato

Cinco genes separados codificam para as diferentes subunidades dos
receptores de kainato: GIuR5, GIuR6, e GIuR7, assim como KA1 e KA2. O receptor
nativo parece ser um tetramero que pode ser formado tanto pela combinagao
homomérica como pela combinacdo heteromérica dessas subunidades. (KEW e
KEMP, 2005). Enquanto as combinacdes apenas de subunidades KA1 ou KA2 nao
formam um receptor funcional, a combinacédo dessas subunidades com GluR 5-7
parecem formar o receptor nativo (BLEAKMAN et al., 2002). Entretanto, na auséncia
das subunidades KA, as subunidades GluR 5—-7 podem, por si s, formar receptores
homoméricos de kainato funcionais, tal como ocorre na combinacao das diferentes
subunidades. Assim como as subunidades dos receptores do tipo AMPA, GluR 5, 6
e 7 estdo sujeitos a “splicing” alternativo e “editing” de RNA que podem introduzir
novas isoformas (DINGLEDINE et al., 1999). A composi¢ao precisa do receptor do
kainato, no entanto, ainda nao esta definitivamente determinada (KEW e KEMP,
2005).

Além dos receptores ionotropicos de Glu, oito tipos de receptores
metabotropicos de Glu acoplados a proteina G foram identificados (mGlu 1-8). Com
base em suas seqléncias de aminoacidos, seus acoplamentos a diferentes sistemas
de segundo mensageiros e seus perfis farmacoldgicos, eles foram divididos em trés
grupos; Grupo | (mGluR1 e mGIuR5); grupo Il (mGIluR2 e mGIuR3) e grupo Il
(mGluRs 4, 6, 7, 8) (ver KEW e KEMP, 2005). Variantes de “splicing” alternativo
também foram identificadas entre os receptores metabotrépicos de Glu (PIN et al.,
2003). Os receptores metabotropicos de Glu ndo foram tema do presente trabalho.



33

1.3.6 Dopamina

A DA é a catecolamina predominante no cérebro e controla uma variedade de
funcdes, incluindo atividade locomotora, cognicdo, emocao, ingestdao de alimentos,
mecanismos de recompensa e regulagdo enddécrina (JAY, 2003; SEAMANS e
YANG, 2004). Hoje em dia, a DA é o neurotransmissor mais investigado, em
particular por causa do seu envolvimento em doencas como a doenca de Parkinson
(PD), esquizofrenia e quadros de hiperatividade (WEINBERGER et al., 1988; ABI-
DARGHAM et al., 2002; IVERSEN e IVERSEN, 2007). Além disso, mecanismos
dopaminérgicos contribuem para as agdes de reforcos naturais (KELLEY e
BERRIDGE, 2002) e drogas de abuso (DI CHIARA e IMPERATO, 1988). Porém,
atualmente existe um debate intenso sobre o exato papel da DA em mecanismos de
recompensa (BERRIDGE e ROBINSON, 1998; SPANAGEL e WEISS, 1999;
UNGLESS, 2004; SCHULTZ 2007). A DA é um regulador chave para mecanismos
de plasticidade sinaptica, incluindo a LTP e a LTD, e esta envolvida em varios
aspectos da formacdo de meméria (FREY et al, 1990., JAY, 2003). No PFC, a
neurotransmissao dopaminérgica é crucial para uma cognicao normal (BROZOSKI et
al., 1979; WILLIAMS e CASTNER, 2006), e particularmente receptores de DA do tipo
D1 sao criticos para um perfeito funcionamento da meméria de trabalho (WILLIAMS
e GOLDMAN-RAKIC, 1995; MULLER et al., 1998).

Um papel especifica da DA como neurotransmissor foi primariamente
proposto por Carlson e colaboradores (1957, 1958) na Suécia. Eles descobriram que
os efeitos acinéticos da reserpina poderiam ser revertidos pela DOPA, a precursora
da DA e noradrenalina, e foram relacionados com a recuperacao das concentracoes
de DA, mas ndo de noradrenalina. Logo em seguida foi descoberto que o estriado
contém uma rica inervacao dopaminérgica (BERTLER e ROSENGREN, 1959; SANO
et al., 1959), dando evidéncias para um papel desse novo neurotransmissor no
controle de fungcées motoras. Ehringer e Hornykiewicz (1960) entdo descobriram que
as concentracbes de DA sao altamente reduzidas em pacientes com PD, e
estimularam assim os primeiros testes com L-DOPA como tratamento em pacientes
de PD (BIRKMAYER E HORNYKIEWICZ, 1961). O novo método de
histofluorescéncia de catecolaminas desenvolvido por Falck e Hlillarp (CARLSSON
et al., 1962; FALCK et al., 1982) permitiu pela primeira vez a visualizagdo e

mapeamento de grupamentos de neurbnios monoaminérgicos no ceérebro
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(DAHLSTROM e FUXE, 1964). Com os avancos da técnica de imunohistoquimica e
a introducédo de anticorpos especificos contra a tirosina hidroxilase (TH), a enzima
critica para a sintese de DA, e anticorpos contra a prépria DA (GEFFARD et al.,
1984), foi pela primeira vez possivel distinguir as diferentes catecolaminas e refinar o
mapeamento das células dopaminérgicas no cérebro (HOFKELT et al., 1984).
Atualmente, estd estabelecido que a inervacdo dopaminérgica do telencéfalo
consiste de dois ou trés sistemas dopaminérgicos ascendentes distintos
(BJORKLUND e LINDVALL, 1984) oriundos de células dopaminérgicas nos grupos
A8, A9, e A10 do mesencéfalo (BJORKLUND e DUNNETT, 2007). Enquanto a
inervacdo dopaminérgica do estriado (sistema mesostriatal) tem sua origem
principalmente na SN (grupo A9), o coértex (sistema mesocortical) e areas limbicas
como a amigdala (sistema mesolimbico) sdo inervados principalmente pela VTA
(grupo A10) (SWANSON; 1982; FALLON e LOUGHLIN, 1982). No SNC a DA
medeia as suas acdes complexas atuando sobre pelo menos cinco diferentes
subtipos de receptores de DA, todos receptores metabotrépicos acoplados a
proteinas Gs (MISSALE et al., 1998).

1.3.7 Receptores de dopamina

O primeiro passo para a demonstracao de receptores especificos para a DA
foi dado através de estudos bioquimicos mostrando que a DA estimula a adenilil
ciclase (AC) no cérebro (KEBABIAN et al, 1972). Alguns anos depois foi
primariamente proposto através de estudos farmacolégicos e bioquimicos que
existem duas populacdes diferentes de receptores de DA uma estimulando a AC e a
outra inibindo a AC (SPANO et al., 1978). Esses dois subtipos de receptores foram
entdo chamados receptores do tipo D1 (aqueles que estimulam a AC) e D2 (aqueles
gue nao sao acoplados a AC) (KEBABIAN e CALNE, 1979). Estudos subseqlentes
identificaram trés outros membros da familia dos receptores de DA: D3, D4 e D5.
Atualmente existe consenso que os subtipos D1 e D5 formam juntos a subfamilia
dos receptores de DA do tipo D1, enquanto os subtipos D2, D3, e D4 formam a
subfamilia dos receptores do tipo D2 (MISSALE et al., 1998, WERKMAN, 2006).
Avancos para a demonstracao de receptores de DA no cérebro foram obtidos com o
desenvolvimento de ligantes radioativos para os receptores do tipo D1 e D2
(SEEMAN, 1975; CREESE et al, 1976; LIDOW et al, 1991) e finalmente de
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anticorpos contra esses receptores (LEVEY et al., 1993; MULY et al., 1998; WANG e
PICKEL, 2002). Através de estudos de receptor autoradiografia e imunohistoquimica,
a maioria deles conduzidos em macacos, emerge o0 seguinte padrao da distribuicdo
de receptores de DA do tipo D1 e D2 no PFC. Enquanto receptores do tipo D2 séo
apenas fracamente expressos no PFC (NEGYESSY e GOLDMAN-RAKIC, 2005),
receptores do tipo D1 sdo moderadamente expressos em dendritos e espinhos de
neurdnios piramidais nas camadas I-1ll e V-VI (LIDOW et al., 1991; SMILEY et al.,
1994). Porém, os ligantes radioativos mais usados (LIDOW et al., 1991) assim como
muitos anticorpos (comunicac6es pessoais de Anita Aperia e Virginia Pickel) contra
distintos tipos de receptores de DA ainda sofrem com problemas de especificidade.

Como mencionado acima, todos os diferentes subtipos de receptores de DA
sao receptores metabotrépicos acoplados a proteinas Gs. Isso significa que a
ligacdo do neurotransmissor ao receptor ndo abre imediatamente (em torno de
milisegundos) canais i6nicos presente na membrana da célula pds-sinaptica como
no caso da neurotransmissao rapida, mediada por receptores que formam o proprio
canal ibnico como por exemplo os receptores ionotropicos de Glu e os receptores do
tipo GABA A. A neurotransmissao, mediada por receptores metabotrépicos como as
de DA é muito mais complexa e demorada ja que o neurotransmissor age primeiro
sobre proteinas Gs, enzimas, segundo mensageiros como a AMP ciclico (cCAMP) e
proteinas cinases dependentes de sistemas de segundo mensageiros. Assim, a
neurotransmissao dopaminérgica é considerada como um exemplo tipico de
neurotransmisséo sinaptica demorada (“slow sinaptic transmisson”) (GREENGARD,
2001). No caso da neurotransmissdao dopaminérgica foi demonstrado que a ligacao
da DA aos seus receptores causa um aumento dos niveis de AMPc, ativacdo da
proteina cinase A (PKA) e fosforilacdo de fosfoproteinas. Entre as fosfoproteinas
envolvidas, em particular uma denominada DARPP-32 parece crucial para mediar os
efeitos da DA (GREENGARD et al., 1999; GREENGARD, 2001).

1.3.8 DARPP-32

A DARPP-32 é uma fosfoproteina modulada por DA e monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc), com um peso molecular de cerca de 32 kD (WALAAS et al,,
1983; OUIMET et al., 1984). DARPP-32 ¢ fosforilada pelo AMPc através de uma

proteina cinase A (PKA), em resposta a ativacao do receptor de DA do tipo D1. Por
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outro lado, a proteina calcineurina, ativada pela estimulacdo do receptor de DA do
tipo D2, desfosforila a DARPP-32 (NISHI et al., 1997, 1999a, b). No seu estado
fosforilado (mas ndao no desfosforilado), a DARPP-32 € um potente inibidor da
proteina fosfatase-1, a PP-1 (HEMMINGS et al., 1984). A PP-1 por sua vez, € uma
das mais importantes fosfatases serina-treonina que controlam, no sistema nervoso
central, o estado de fosforilacdo e a reducdo dindmica de varios efetores da
atividade fisiologica (Fig. 3), incluindo receptores de neurotransmissores, canais e
bombas ibnicas, além de fatores transcripcionais (GREENGARD et al, 1998;
GREENGARD, 2001; SVENNINGSSON et al., 2004).
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Figura 3 - Papel central da cascata DARPP-32/PP-1 em integrar vias de sinalizagao
intracelulares ativados pela DA, o Glu e outros neurotransmissores. Ver texto da
dissertagdo, para detalhes e abreviaturas. O esquema foi adaptado de Greengard e
colaboradores (1999).

A distribuicdo da DARPP-32 foi estudada através de técnicas de
imunohistoquimica no cérebro de ratos (OUIMET e GREENGARD, 1990a, b),
primatas (BERGER et al., 1990; OUIMET et al., 1992), e aves (SCHNABEL et al.,
1997). Em todas as espécies examinadas, a DARPP-32 foi demonstrada estar
enriguecida nas regibes do cérebro que receberam densas aferéncias
dopaminérgicas e em particular em regides contendo receptores do tipo D1. Devido
ao seletivo enriquecimento da DARPP-32 em neurdnios dopaminoceptivos

expressando o receptor D1, e sua regulacao pela DA, acreditava-se inicialmente que
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a DARPP-32 seria principalmente envolvida com a neurotransmissdo dopaminérgica
mediada pelo receptor da DA do tipo D1. Por esta razdo, a DARPP-32 tem também
sido freqUentemente usada no passado em estudos neuroanatdmicos como um
marcador para neurbnios que expressam receptores do tipo D1 (WALAAS e
GREENGARD, 1984; OUIMET e GREENGARD, 1990b; BERGER et al., 1990;
OUIMET et al., 1992). Estudos recentes de dupla-marcacdo no estriado dorsal (=
caudado-putamen; CPu) de ratos mostraram que virtualmente todos os neurénios
que expressam o receptor D1 também expressam DARPP-32 (LANGLEY et al.,
1997). Entretanto, quase a metade dos neurénios DARPP-32 positivos (+) no CPu
ndao mostrou expressdao do receptor D1. Esse resultado fornece evidéncias
adicionais de que a fosforilacgo da DARPP-32, ndo pode ser regulada
exclusivamente pelos mecanismos mediados pelos receptores do tipo D1, mas
também por mecanismos mediados pelos receptores do tipo D2 (NISHI et al,
1999b), e outros fatores além da DA (HALPAIN et al., 1990), incluindo a serotonina
(SVENNINGSSON et al., 2002) e o Glu (NISHI et al., 2002, 2005).

Quase tudo do que se sabe a respeito do papel fisiolégico da DA e da
DARPP-32 €& proveniente de estudos “in vivo” e “in vitro” feitos no CPu de
mamiferos. As altas densidades de DA e DARPP-32 encontradas no CPu, assim
como a grande homogeneidade neuronal desta estrutura, tem facilitado
enormemente o estudo do papel funcional da DA e da DARPP-32, assim como das
interacdes entre diferentes sistemas de neurotransmissores. Esses estudos em
particular indicaram um papel chave da DARPP-32 na integracdo de vias de
sinalizacao intracelulares ativadas pela DA e pelo Glu. Em todas as espécies
examinadas a DARPP-32, assim como a DA, estdo altamente enriquecidas no CPu,
nucleo acumbens e no tubérculo olfatério. Em torno de 95% de todos os neurdnios
no CPu sdo neurbnios de projecdo GABAérgicos que exibem uma morfologia
neuronal similar e sdo referidos como neurdnios espinhosos de tamanho médio
(MSNs) (SMITH e BOLAM, 1990). Quase todos os MSNs (em torno de 96%) contém
DARPP-32 (OUIMET et al., 1998). O restante das células neoestriatais séo
interneurdénios sem espinhos, incluindo um tipo de tamanho grande que libera
acetilcolina e ndo contém DARPP-32 (ANDERSON e REINER, 1991).

Com respeito aos receptores dopaminérgicos, os MSNs no CPu contém tanto
receptores da classe D1 quanto da classe D2. Essas duas subclasses de receptores
de DA parecem largamente segregadas em duas subpopulacdes de MSNs
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(GERFEN, 1992; YUNG et al., 1995). Enquanto os receptores da classe D1 sao
expressos predominantemente em MSNs que se projetam para a substancia negra e
que co-expressam os neuropeptideos dinorfina e substancia P, receptores da classe
D2 sao predominantemente encontrados em MSNs que se projetam para o globo
palido e que co-expressam encefalina. Entretanto, recentes estudos demonstraram
que uma parcela significante dos MSNs expressa tanto receptores da classe D1
quanto da classe D2 (SURMEIER et al., 1996; WONG et al., 1999; DENG et al.,
2006). Além das ricas aferéncias dopaminérgicas vindas da substancia negra e da
area tegmental ventral, os MSNs recebem entradas excitatérias glutamatérgicas do
cértex cerebral e do tadlamo, assim como aferéncias GABAérgicas através de
colaterais recorrentes (GERFEN, 1992b; SMITH et al, 1998). Os terminais
glutamatérgicos agem tanto nos receptores de Glu do tipo NMDA como nos
receptores do tipo AMPA (BERNARD et al., 1997; BERNARD e BOLAM, 1998).
Quase todos os MSNs parecem conter a subunidade NR1 dos receptores de Glu do
tipo NMDA (BERNARD e BOLAM, 1998), assim como as subunidades GluR2/3 dos
receptores de Glu do tipo AMPA (BERNARD et al., 1997; DENG et al., 2007).
Estudos de dupla-imunomarcacédo no CPu revelaram que mais de 80% das sinapses
axoespinhosas imunopositivas para a subunidade NR1 também foram
imunopositivas para GluR2/3. Entretanto, sinapses marcadas somente com GluR2/3
também foram detectadas (BERNARD e BOLAM, 1998). Interessantemente, a
ativacdo dos receptores do tipo NMDA induziu desfosforilagdo da DARPP-32 em
cortes de neoestriado do rato (HALPAIN et al., 1990). Estes resultados indicam que
os efeitos opostos da DA e do Glu na excitabilidade de neurbnios neoestriatais €
refletido nos efeitos opostos destes neurotransmissores sobre o estado da
fosforilacdo da DARPP-32, e que a desfosforilacdo da DARPP-32 pode ter também
um papel importante na modulacado da cascata DARPP/PP-1 (GREENGARD et al.,
1999; NISHI 1999a). Estudos eletrofisiologicos e de microscopia eletronica indicaram
um papel complexo para a DA na modulacdo da neurotransmissdo excitatoria
mediada pelo Glu em MSNs (ver revisdes de CEPEDA e LEVINE,1998; NICOLA et
al., 2000, WEST e GRACE, 2003).

Recentes estudos bioquimicos e eletrofisiologicos em camundongos nos qual
a expressao do gene para DARPP-32 foi suprimida (“knock-out”) tém contribuido
bastante para o entendimento do papel funcional da DARPP-32. Diversas alteracdes
significativas nas respostas moleculares e comportamentais dependentes da DA,
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drogas de abuso, e medicamentos antipsicoticos foram descritas nesses animais
“knock-out” (GREENGARD et al, 1998, 1999; FIENBERG et al, 1998;
SVENNINGSSON et al., 2004). Entre outros efeitos importantes, esses estudos
revelaram que a cascata DARPP-32/PP-1 esta criticamente envolvida na regulagéao
da fosforilacao dos receptores de Glu dos tipos NMDA e AMPA. Assim, em cortes do
tecido neuronal (slices) do nucleo acumbens de camundongos selvagens mantidos
“‘in vivo”, a DA aumenta normalmente em trés ou quatro vezes a fosforilacdo da
subunidade NR1 do receptor de Glu do tipo NMDA. Nos camundongos DARPP-32
“knock-out”, esse efeito foi totalmente abolido (FIENBERG et al, 1998;
GREENGARD et al.,, 1998). Além disso, as duas formas mais importantes de
plasticidade sinaptica, a LTP e a LTD sao completamente abolidas em camundongos
DARPP-32 “knockout” (CALABRESI et al., 2000).

Diferentemente do que ocorre com o neoestriado, muito pouco se sabe sobre
a expressao das diferentes subunidades dos receptores de Glu do tipo AMPA e
NMDA, assim como a expressdo dos receptores de DA dos tipos D1 e D2, em
neurdbnios DARPP-32+ no cértex cerebral. Um Unico estudo examinou a co-
localizacao de receptores de Glu do tipo AMPA e NMDA com a DARPP-32 no cortex
de ratos (WANG et al, 2004). Esses autores descreveram um alto grau de co-
localizacdo de DARPP-32 com as diferentes subunidades de receptores de Glu do
tipo AMPA e NMDA no cortex e no CPu. Entretanto, em relagdo ao cértex, no estudo
de Wang e colaboradores (2004), as areas corticais nas quais a co-localizacéo foi
estudada ndo foram especificadas.

A distribuicdo da DARPP-32 no cortex cerebral tem sido investigada pela
técnica de imunohistoquimica em ratos (OUIMET e GREENGARD, 1990b) e
macacos (BERGER et al., 1990; QUIMET et al., 1992). Todos esses estudos
investigaram a distribuicdo da DARPP-32 no cortex cerebral em geral, e nenhum
deles foi focado no PFC. Os resultados desses estudos sugerem fortemente que
embora a distribuicdo da DARPP-32 em areas corticais ndo seja tao proeminente
como no CPu, parece existir um padrdao tipico de distribuicdo de neurbnios
DARPP32+ no cortex, que é comum a todas as espécies investigadas. Assim, na
maioria das areas corticais, neurdnios DARPP-32+ mostraram um padrao bilaminar,
com expressao moderada nas camadas Il e Il e expressao intensa nas camadas V e
particularmente VI, enquanto a marcagao para DARPP-32 é escassa ou ausente na
camada IV. Além disso, a maior parte dos neurbnios DARPP-32+ nesses estudos
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apresentou caracteristicas morfolégicas de células piramidais. No entanto, foram
descritas diferencas importantes quanto a intensidade da imunomarcacdo para
DARPP-32 entre diferentes populacdes de células piramidais.

O fato de que a grande maioria dos neurdénios DARPP-32+ no cértex cerebral
de mamiferos sao células piramidais, assim como a sua distribuicdo laminar peculiar,
claramente indica que a maioria dos neurénios DARPP-32+ deve ser composta de
neurbnios de projecdo. Até o momento, isto foi demonstrado apenas para uma
grande populagdo de neurdénios DARPP-32+ na camada VI do giro do cingulo de
ratos que manda projecées para o talamo (OUIMET, 1991).

1.3.9 Interacoes dopamina-glutamato

Os primeiros indicios de uma real interacdo entre o sistema dopaminérgico e
o sistema glutamatérgico vieram das observacdes ultra-estruturais acima referidas.
Posteriormente, varios estudos eletrofisioldgicos, realizados principalmente no
neoestriado e no PFC, mostraram que a DA altera a resposta celular pés-sinaptica
para entradas glutamatérgicas de uma maneira altamente dependente dos tipos de
receptores de Glu e DA envolvidos (CEPEDA et al., 1992, 1993). Estes estudos
revelaram que a DA pode tanto excitar (CEPEDA et al., 1993) como inibir (CEPEDA
et al., 1993; CALABRESI et al., 1997) as respostas das células pds-sinapticas
induzidas pelo Glu. Foi postulado que estes resultados conflitantes podem ser
devido ao fato de que a combinagédo concreta dos subtipos de receptores de Glu e
DA envolvidos determina a dire¢do da modulagdao subsequente (CEPEDA et al,
1993). Estudos farmacoldgicos/eletrofisiolégicos fortalecem esta hipétese (LEVINE
et al., 1996) e atualmente a opinido mais aceita € a de que a DA potencializa as
respostas evocadas pela ativacéo dos receptores de Glu do tipo NMDA e atenua as
respostas evocadas pela ativacao dos receptores de Glu do tipo AMPA (CALABRESI
et al, 1997; CEPEDA e LEVINE, 1998b; NICOLA et al, 2000; FLORES-
HERNANDEZ et al., 2002; PRALONG et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que
o efeito da DA na excitabilidade de MSNs no CPu é também altamente dependente
do valor do potencial da membrana destes neurénios, e deste modo também da
complexa regulacao de multiplas condutancias i6nicas (WILSON e KAWAGUCHI,
1996). Também foi especificado que a potenciacao de receptores do tipo NMDA
depende criticamente da ativagcdo dos receptores de DA do tipo D1 (WANG e
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O'DONNELL, 2001; FLORES-HERNANDEZ et al., 2002; CHEN et al., 2004), e que a
ativacao de receptores do tipo D2 produz efeitos opostos (WEST e GRACE, 2002).
Em conjunto, todas essas observagdes indicam que a DA nao deveria ser
considerada um neurotransmissor classico, com efeitos sempre inibitérios ou
excitatérios, mas como um neuromodulador, cujas acbes dependem de multiplos
fatores, particularmente da composicdao de receptores em suas células alvos
(SESACK et al., 2003; SEAMANS e YANG, 2004).

Muitos estudos mostraram que as complexas interagdes bi-direcionais entre
DA e Glu envolvem a ativacado de cascatas de sinalizacdo intracelulares e que a
fosfoproteina DARPP-32 tem um papel chave na mediacdo dessas interacoes
(GREENGARD et al, 1999). Recentemente, foi demonstrado no neoestriado
(FLORES-HERNANDEZ et al., 2002) e no PFC (CHEN et al.,, 2004) que a DA e a
DARPP-32 estao envolvidas tanto na modulagédo das correntes de receptores de Glu
do tipo NMDA como na fosforilagdo da subunidade NR1 dos receptores de Glu do
tipo NMDA (SNYDER et al., 1992), assim como na fosforilagdo da subunidade GluR1
dos receptores do tipo AMPA (SNYDER et al., 2000; HAKANSON et al., 2006). Por
outro lado, tem sido demonstrado que a ativacao de receptores de Glu do tipo AMPA
e NMDA diminui o estado de fosforilacdo de DARPP-32 mediado por proteinas
fosfatases como a calcineurina e a proteina fosfatase-2A (NISHI et al., 2002).

Além disso, elegantes estudos ao nivel molecular claramente indicam que
receptores de neurotransmissores ndo sao entidades estaticas, mas altamente
dindmicas, que podem ser inseridas ou retiradas da membrana pés-sinaptica através
dos mecanismos de endocitose e exocitose,assim como através da difusdo lateral
(COGNET et al., 2006). Em particular, os numeros de receptores de Glu do tipo
AMPA podem ser rapidamente alterados nas sinapses em decorréncia de
fendbmenos de neuroplasticidade como LTP e LTD (BREDT e NICOLL, 2003; KIM e
SHENG, 2004; SHEPERD e HUGANIR 2007). Recentes estudos sugerem que
interacdes entre a DA e o Glu nao envolvem apenas a ativacao de diversas cascatas
de sinalizacao intracelular ativadas pelos dois tipos de neurotransmissores (NISHI et
al., 2005), mas também ocorrem interacoes fisicas diretas, proteina-proteina entre
distintos tipos de receptores de DA e Glu que resultam na insercdo de novos
receptores nas membranas e sinapses (CEPEDA e LEVINE 2006; SCOTT e
APERIA, 2009). Por exemplo, as duas regides do dominio terminal-C dos receptores
de DA do tipo D1 podem se acoplar fisicamente as subunidades NR1 e NR2A dos
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receptores de Glu do tipo NMDA, e assim seletivamente modular as funcdes dessas
subunidades (LEE et al., 2002). A interacado entre receptores de DA do tipo D1 e
receptores de Glu do tipo NMDA parece funcionar de maneira bi-direcional, e
envolve o deslocamento e insercdo desses dois tipos de receptores em sinapses.
Assim, numerosos estudos moleculares demonstraram que a ativacao de receptores
do tipo D1 pode afetar a localizacdo subcelular de receptores do tipo NMDA
(DUNAH e STANDAERT, 2001; DUNAH et al., 2004). Da mesma forma, tem sido
demonstrado que a ativacdo de receptores do tipo NMDA aumenta o niumero de
receptores do tipo D1 na superficie celular (PEIl et al., 2004) e nos espinhos
sinapticos (SCOTT et al., 2002, 2006). Esse aumento de receptores do tipo D1 nos
espinhos envolve mudancas alostéricas no receptor do tipo NMDA, difusédo lateral
nas membranas dos receptores do tipo D1 e recrutamento desses receptores para
espinhos sinapticos (SCOTT et al., 2006).

Atualmente, se torna cada vez mais evidente que disturbios psiquiatricos
como a esquizofrenia, assim como fenbmenos como a dependéncia de drogas de
abuso, que no passado foram atribuidos principalmente a mecanismos
dopaminérgicos, também envolvem mecanismos glutamatérgicos e a interagéo entre
esses dois sistemas de neurotransmissores. Recentes estudos comportamentais e
de ressonancia magnética revelaram que alteragdes adaptativas ao longo prazo na
neurotransmissao glutamatérgica do PFC para o nucleo acumbens podem estar
criticamente envolvidas em mecanismos de dependéncia (McFARLAND et al., 2003;
KALIVAS, 2004; KALIVAS et al., 2005), fornecendo mais substrato para teorias
integrativas sobre o fenébmeno da dependéncia, que postulam circuitos e
mecanismos comuns ou semelhantes para mecanismos de meméria e dependéncia
(KELLEY 2004; HYMAN et al., 2006; KALIVAS e O'BRIEN, 2008). De maneira
similar, as principais teorias sobre a fisiopatologia da esquizofrenia deram uma
guinada de teorias que implicam principalmente em uma hiperfuncao do sistema
dopaminérgico nessa enfermidade (CARLSSON e LINDQUIST, 1963; CARLSSON,
1977; SEEMAN e LEE, 1975; MELTZER e STAHL, 1976) para teorias mais
abrangentes, implicando anormalidades em micro- e macrocircuitos do cérebro
(WINTERER e WEINBERGER, 2004), e dando enfoque para a importancia de
interacdes entre os sistemas dopaminérgico, glutamatérgico e GABAérgico na
fisiopatologia dessa doenga (LARUELLE et al., 2003; CARLSSON, 2001; 2006;
STONE et al., 2007).



43

Em conjunto, todos esses dados mostram a enorme diversidade e
complexidade das interacdes entre DA e Glu e sublinham um papel chave para a
fosfoproteina DARPP-32 na integracdo dos efeitos da DA e do Glu em neurbnios
dopaminoceptivos. Conhecimentos detalhados a respeito da distribuicao das
principais subunidades dos receptores de Glu dos tipos AMPA, NMDA e kainato no
PFC, e sobre o grau de co-localizacdo dessas subunidades com a DARPP-32 e
entre si, poderiam fornecer uma base anatémica para uma melhor compreensao das
complexas interagcbes DA — Glu no PFC. O fato de a DARPP-32 parecer ser
expressa em todos os neurbnios dopaminoceptivos fez da DARPP-32 uma
ferramenta ideal para o estudo da co-localizacéo de receptores de Glu em neurdnios
dopaminoceptivos. Esses conhecimentos poderiam também se tornar Uteis para uma
melhor compreensdo de mecanismos de neuroplasticidade induzidos por
aprendizagem ou uso de drogas de abuso no PFCm, assim como para o
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. Tais drogas poderdo virar agentes
Uteis no tratamento da esquizofrenia, diferentes formas de dependéncia de drogas
de abuso e outras desordens neuropsiquiatricas que envolvem uma
neurotransmissao dopaminérgica e glutamatérgica alterada no PFC.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram uma distinta distribuicdo laminar no PFCm de
alguns das subunidades dos receptores de Glu investigadas e indicam que as
subunidades GIuR2 e GIuR2/3 sdo as mais amplamente distribuidas no PFCm,
enquanto as subunidades GIuR1 e GluR4 exibem uma distribuicao esparsa. Os
principais resultados que obtivemos através dos nossos estudos de co-localizacao
sdao que todos os neurbnios positivos DARPP-32 também expressam as
subunidades GIuR2/3. Além disso, nos neurbnios piramidais no PFCm, as
subunidades GluR2/3 dos receptores de Glu do tipo AMPA sdo amplamente co-
localizados com as subunidades NMDAR1 dos receptores de Glu de tipo NMDA e
GluR5/6/7 dos receptores de Glu de tipo kainato. Em contraste, as subunidades

GluR1 e GluR4 sao principalmente expressas em interneurénios GABAérgicos.

Resumido, nossos resultados indicam que os neurbnios piramidais e
interneurénios do PFCm diferem quanto a combinacdo das subunidades do tipo
AMPA expressas. Visto que DARPP-32 é um marcador confidvel para neurénios que
expressam receptores de DA do tipo D1, esses resultados indicam que receptores
de Glu do tipo AMPA e NMDA séao amplamente co-expressos com receptores de DA
do tipo D1 em neurbnios piramidais do PFC, o que torna os neurénios DARPP-32+

candidatos privilegiados para processos de neuroplasticidade como a LTP.
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