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Introducéo
Mapeamento tecidual

O entendimento das relagdes estrutura-funcdo em escalas celular, de circuitos e sistémica
requerem mapas anatdbmicos e mapeamento de neurotransmissores em 3D, atualmente
ndo disponiveis para uma variedade de 6rgéos entre as diferentes espécies. Na raiz desta
deficiéncia de conhecimento estd a inexisténcia de um método que permita o
imageamento de érgdos in totum. Um dos objetivos da neurociéncia moderna é mapear a
arquitetura de circuitos neurais com alta resolucao (nivel de circuitos) e amplitude (ao
longo do cérebro). Este desafio tem chamado a atengdo de geracdes de cientistas,
comegando no século XIX com Ramén y Cajal, que estudou detalhadamente neurénios
visualizados com razoavel resolucdo pela coloracdo de Golgi enquanto ainda embebidos
em tecido cerebral semi-intacto. Principios fundamentais para o entendimento de sistemas
neurais podem resultar de tal abordagem integrativa, mas embora progressos tenham sido

atingidos, muitos desafios e oportunidades permaneceram.

Nas Ultimas décadas, a microscopia eletrénica emergiu como modelo fundamental na
descricdo de detalhes da estrutura dos circuitos neurais (BOCK, 2011; BRIGGMAN et
al., 2011). O avanco chave da microscopia eletrénica neste assunto foi a identificacdo de
zonas pre-sinapticas ativas contendo vesiculas de neurotransmissores opostas a estruturas
pos-sinapticas. Além disso, a microscopia eletronica facilitou a visualizacao de detalhes
dos axonios, contudo, 0 mapeamento de tecidos por microscopia eletrénica requer passos
relativamente lentos evolvendo seccdes ultrafinas e ou ablagéo e reconstrucédo; ainda mais
importante, a preparacao da amostra para contraste € em grande escala incompativel com
um fendtipo molecular rico que poderia oferecer informacgdes criticas sobre o tipo de
célula e de sinapse. No plano ideal, os dados resultantes do mapeamento de cérebros
intactos deveriam ser associados a informacao molecular sobre o tipo de células e sinapses
que sdo visualizadas estruturalmente, e até mesmo informacdes dinamicas sobre historico
de padrdes de atividade natural (no caso do mesmo circuito) sabidas como causalmente
relevantes ao comportamento animal. Métodos adequados de abordagem de imagem por
luz, combinados com marcagdo molecular genética ou histoquimica, tém surgido como
ferramentas importantes para a visualizagdo da arquitetura estrutural, molecular e
funcional de tecidos biologicos, com uma importancia particular no estudo da

neuroanatomia.



Métodos confocais revolucionaram a microscopia optica permitindo a seccdo Optica
espessa (dezenas de microOmetros) de amostras marcadas por fluorescéncia, permitindo
assim a reconstrucdo tridimensional sem a necessidade de secgOes ultrafinas
(CONCHELLO; LICHTMAN, 2006). A microscopia bifotdnica aumentou a
profundidade de acesso da imagem (para centenas de micrdmetros) mesmo em amostras
de tecidos vivos (HELMCHEN; DENK, 2005), e abordagens Opticas adaptadas
aumentaram a profundidade de imagem ainda mais (TANG et al., 2012). Contudo, a
microscopia optica tem limitac6es ao imageamento através do sistema nervoso vertebrado
intacto (por exemplo, o cérebro de camundongos se estende por muitos milimetros na
menor dimensdo espacial, e s80 opacos nesta escala para a microscopia optica tipica).
Uma manobra tipica para contornar tais limitacGes tem sido fatiar o cérebro em finas
seccOes, de maneira manual, seguidos por microscopia confocal ou imageamento
bifotdnico (MICHEVA et al., 2010; RAGAN et al., 2012); entretanto, a marcacdo e
reconstrucdo detalhada destas seccOes finas tem sido (até agora) limitada a pequenos
volumes de tecido. Uma abordagem ideal e integrativa seria marcar e imagear cérebros

vertebrados intactos em alta resolucéo.

Como passo nessa direcdo, novos metodos foram aparecendo para aumentar a
transparéncia (DODT, 2007; HAMA, 2011; KE et al., 2013) através da reducdo da
difracdo da luz que atravessa a amostra de tecido. Tais métodos incluem RIMS (refractive
index matching solution) e PARS (perfusion-assisted agent release in situ), como
métodos de perfusdo e clareamento de tecidos. Embora intrigantes e efetivas estas
abordagens geralmente ndo sdo adequadas para o detalhamento fenotipico molecular, ja
que a maioria dos tecidos (tal como cérebros intactos adultos) permanecem largamente
impenetraveis a anticorpos macromoleculares ou marcadores oligonucleotidicos (KIM et
al., 2013). Quando pedagcos de tecidos moles, tais como glandulas mamérias, sao corados
usando-se solucdes clareadoras hidrofdbicas que reduzem as barreiras lipidicas a
marcacdo por anticorpos, os fluor6foros tornam-se altamente instaveis ou extintos no
processo de clareamento, no entanto esta etapa tem que seguir a fase de marcacgéo por
anticorpos, ou a transparéncia é perdida (ERTUK, 2012). Estas limitacdes motivaram o
recente desenvolvimento do CLARITY (Clear, Lipid-exchanged, Acrylamide-hybridized
Rigid, Imaging/immunostaining compatible, Tissue hYdrogel) (KIM et al., 2013;
CHUNG; DEISSEROTH, 2013), que envolve a remocdo de lipides num ambiente

hidrofilico quimicamente estavel para atingir a transparéncia em tecidos intactos,



garantindo o acesso de marcadores por anticorpos e de acidos nucléicos ao contetdo

biomolecular nativo, preservando a ultraestrutura e a fluorescéncia.

A plataforma técnica do CLARITY permite multiplas rodadas de interrogacdo molecular,
estrutural e de atividade atraves de cérebros mamiferos in totum; isto tem relevancia ndo
apenas para as neurociéncias, mas também para a pesquisa em qualquer sistema biologico
intacto. Até o0 momento o CLARITY tem sido usado para o estudo de cerebros de
camundongo e zebrafish além de cérebros humanos post mortem (CHUNG, 2013), mas
0 protocolo pode ser adaptado a diversos outros tecidos de acordo com o objetivo do

pesquisador.

O clareamento de tecidos pelo método CLARITY

A técnica do CLARITY se funda em principios quimicos para construir polimeros de
hidrogel de dentro para fora do tecido a fim de oferecer um suporte para o conteddo

biomolecular protéico.

Uma caracteristica adicional do hibrido tecido-hidrogel é que ele pode ser submetido a
multiplas rodadas de interrogacdo molecular. Tipicamente o0s métodos de
imunohistoquimica apenas permitem a investigacdo de dois ou trés biomarcadores por
vez em uma amostra de tecido, mas um ndmero maior de marcadores simultneos é
necessario para definir as células em termos de uma identidade genética e molecular
precisa, sua circuitaria e historico de atividades. Esta limitacdo é tradicionalmente
contornada pela combinacdo de multiplas amostras em um atlas padrdo de referéncia,
todavia, essa estratégia falha em caracterizar fenotipicamente e em profundidade células
individuais, ndo podendo capturar a estatistica conjunta entre os diferentes tipos de
marcadores dentro de uma Unica preparacdo e sofre de alinhamento de artefatos 3D e
variabilidade entre diferentes amostras de tecido individual. Ao permitir maltiplas
rodadas de marcacgdo histoquimica e eluicdo no mesmo tecido, o CLARITY proporciona

acesso pouco usual a informagdes moleculares e estruturais.



Dopamina: histérico

A Dopamina como neurotransmissor independente no sistema nervoso central foi
descoberta na Suécia, pelo farmacologista Arvid Carlsson em 1957, quando trabalhava
no Departamento de Farmacologia da Universidade de Lund. Esta descoberta teve
tremendo impacto na neurociéncia moderna e — em combinacdo com seus trabalhos
posteriores na Universidade de Goteborg — renderam ao Prof. Carlsson o Prémio Nobel

de Fisiologia ou Medicina em 2000.

A amina 3,4-dihidroxifeniletanamina (IUPAC) (Dopamina) foi inicialmente identificada
como um intermediario na sintese da noradrenalina e adrenalina a partir da tirosina. Em
1957, Arvid Carlsson, Margit Lindqvist, Tor Magnusson e Bertil Waldeck, fizeram as
observacBes seminais que, nos anos subsequentes, levariam a revelacdo da dopamina
como um transmissor no sistema nervoso central, independentemente de seu papel como

precursor na sintese da adrenalina e noradrenalina.

Em seus artigos de 1957 e 1958 (CARLSSON et al., 1957; CARLSSON et al., 1958)
Carlsson e seus colaboradores fizeram a intrigante observacdo de que os efeitos acinéticos
da reserpina poderiam ser revertidos por uma injecdo intravenosa do precursor da
dopamina (e noradrenalina), a 3,4-dihidroxifenilalanina (DOPA). O efeito funcional
estava correlacionado a uma recuperacdo do conteudo de dopamina, mas ndo de
noradrenalina, no cérebro, sugerindo que a deplecdo de dopamina, ao invés da de
noradrenalina ou serotonina, era a causa do estado acinético em animais tratados com
reserpina. No ano que se seguiu, Carlsson, Bertler e Rosengren (BERTLER,;
ROSENGREN, 1959) e Sano e seus colaboradores no Japdo (SANO et al., 1959),
relataram que a massa de dopamina cerebral estava localizada no striatum (uma estrutura
contendo pouca noradrenalina), assim dando suporte a ideia de que este novo e suposto

transmissor poderia ter papel no controle da funcdo motora (CARLSSON, 1959).

Na primeira década apds sua descoberta a dopamina atraiu pouca atencdo. Uma pesquisa
na PubMed mostra que durante a década de 60 a pesquisa sobre este novo
neurotransmissor ficou para tras de outros neurotransmissores classicos como
noradrenalina, serotonina e acetilcolina. O ponto de inflex&@o foi por volta de 1967, ano
em que Cotzias iniciou a terapia com L-DOPA. O numero de artigos publicados naquele
ano, como listado no PubMed, foi de 234. Dez anos depois a taxa de publicacdo tinha

aumentado em dez vezes, quase alcancando a da noradrenalina.



O aumento dramatico coincidiu com a introducdo de uma série de novas ferramentas
farmacoldgicas e neuroquimicas para o estudo de neurénios dopaminérgicos e suas
funcbes no cérebro, bem como a identificacdo dos receptores de dopamina, sua
farmacologia, e seu papel na mediacdo da acdo antipsicotica dos neurolépticos
(KEBABIAN et al., 1972; SEEMAN et al., 1976).

A descoberta da dopamina como um neurotransmissor no cérebro foi um dos eventos
seminais no desenvolvimento da neurociéncia moderna. A pesquisa sobre a
neurotransmissdo dopaminérgica permaneceu altamente dindmica através dos anos sendo
extremamente importante para moldar nosso entendimento de como o cérebro funciona
no normal e no patoldgico. A dopamina revelou-se com papel fundamental em quase
todos os aspectos do comportamento: do controle motor a regulagdo do humor, cognicéo,
adicdo, e recompensa. Na adicdo, a dopamina tem sido Unica dentro da neurociéncia ao

fazer a ponte entre a ciéncia basica e a pratica clinica.

A demonstracédo do envolvimento da dopamina ndo apenas nas desordens do movimento
como o Parkinson, e os efeitos colaterais parkinsonianos das drogas anti- esquizofrénicas,
mas também como componente central em desordens cognitivas e motivacionais,
incluindo os sintomas positivos da esquizofrenia, drogadicdo, e desordem hiperativa do
déficit de atencdo (TDHA), levou os estudos sobre a dopamina a permanecerem na linha

de frente da pesquisa em psicofarmacologia desde a década de 70 (IVERSEN, 2007).

Dopamina e neur6nios dopaminérgicos

A Dopamina (DA), assim como todas as aminas biogénicas sdo sintetizadas a partir do
aminoéacido Tirosina que € primeiro convertido em L-dihidroxi-fenilalanina (L-DOPA)
pela enzima tirosina hidroxilase (Th). A L-DOPA é entdo transformada em DA pela acao
da L-aromaético-aminoacido-descarboxilase. Os neurdnios que sintetizam e liberam
dopamina como neurotransmissor sdo por definicdo dopaminérgicos (SLAMES;
HOBERT, 2011) embora, estudos recentes tém sugerido que alguns desses neurénios sao
capazes de co-liberar outros neurotransmissores tais como Glutamato (HNASKO et al.,
2010, STUBER et. al., 2010) ou GABA (TRITSCH, 2012).

Nas células receptoras, o efeito da DA é mediado pelos receptores acoplados da proteina

G que séo divididos em dois grandes grupos baseado em suas afinidades de ligacéo e
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especificidades: tipo D1: subtipos D1 e D5; tipo D2: subtipos D2, D3 e D4. Seis anos
apos sua descoberta por Carlsson e colaboradores, Dahlstrom e Fuxe em 1964 dividiram
0s neurénios dopaminérgicos baseados em suas localizagdes estereotdxicas. Depois da
introducdo da imunohistoquimica, o sistema dopaminéergico pdde ser investigado em
maior detalhe, embora a nomenclatura original tenha permanecido (BJORKLUND;
DUNNETT, 2007). Hoje, 10 grandes nucleos dopaminérgicos podem ser identificados
em mamiferos. Popula¢Bes mais rostrais sdo encontradas no telencéfalo, compondo o
grupo Al16 de neurdnios do bulbo olfatorio, interneurénios periglomerulares e o grupo
Al7 de interneurdnios amacrinos na retina, nenhum deles possuindo dendritos
(PRAKASH, 2006; WURST, 2006; TURIAULT, 2007).

Outro grupo de neur6nios dopaminérgicos compondo os ndcleos A15-Al11 ocupam varias
partes do diencéfalo. A localizacdo do grupo A15 é controversa dentro da literatura ja que
é identificado tanto no nacleo predptico (MOLNAR, 1994), quanto no ndcleo supradptico
(PRAKASH; WURST, 2006); de acordo com o autor ou o0 nucleo é excluido ou esta
ausente (ALBANESE, 1986, OU et al., 2006). O nucleo adjacente A14 esté localizado no
hipotdlamo paraventricular e os maiores nucleos Al3 e All, estdo localizados no
hipotdlamo posterior e na zona incerta (ZI) no tdlamo ventral, respectivamente
(PRAKASH, 2006; WURST, 2006). O nucleo restante A12 inclui os neurdnios DA do
hipotdlamo tuberoinfundibular (TIDA) que se originam no nudcleo arqueado (ARC)
(BENSKEY et al., 2012; PHELPS, 2004). Populagbes neuronais constituindo a origem
do sistema DA mesencefalico estdo predominantemente localizados na regido ventral do
cérebro médio: o nicleo A9 esté localizado na substantia nigra (SN) e o ndcleo A10, esta
localizado na area tegmental ventral. O nlcleo mais caudal A8 compreende 0s neurdnios
dopaminérgicos do nucleo retrorubro (BJORKLUND; DUNNETT, 2007; PRAKASH,;
WURST, 2006). Além dos nlcleos A16-A8, subpopulacdes de aproximadamente 1000
neurdnios dopaminérgicos (em ratos) tém sido identificadas no nucleo dorsal da rafe
(DRN) e regides ventrolateral e periaquedutal cinzentas (VIPAG). Estes ndcleos sdo
geralmente referenciados como a extensdo rostral-caudal do grupo A10 (DOUGALIS et
al., 2012). Todos os neurdnios dopaminérgicos listados acima recebem entradas de, e
projetam para outras partes do cérebro, modulando assim diferentes aspectos do

comportamento.



Doenca de Parkinson

A Doenca ou Mal de Parkinson (DP) é uma desordem neurologica degenerativa
progressiva do sistema nervoso central que acomete, principalmente o sistema motor.
Atinge cerca de 1% da populagdo mundial acima de 60 anos de idade (MUNCHAU;
BHATIA, 2000).

A principal caracteristica observada em pacientes é a intensa perda de neurdnios
dopaminérgicos predominantemente na substantia nigra, componente do sistema motor
extrapiramidal relacionada diretamente com a coordenacao dos movimentos. Sua origem
neuroquimica foi descoberta nos anos 60 por Hornykiewicz (1962), que mostrou que 0
contetdo de dopamina da substantia nigra e do corpo estriado (via nigroestriatal,
responsavel por cerca de 75% da dopamina cerebral), em cérebros post mortem de
pacientes com DP, era extremamente baixo (menos de 10% do normal) (RANG et al.,
2004). Infelizmente, os sintomas da DP aparecem somente quando o conteddo de
dopamina do corpo estriado diminuiu para cerca de 80% do normal.

Os neuronios colinérgicos intrinsecos da via nigroestriatal também estdo envolvidos na
DP. A dopamina atua primariamente como neurotransmissor inibidor da via, e a
acetilcolina, como estimulador. Com a perda de neurdnios dopaminérgicos, o equilibrio
existente entre ambos 0s neurotransmissores se perde, havendo uma excessiva atividade
dos neurénios colinérgicos. Supde-se que a hiperatividade desses neurdnios, associada
com a falta de dopamina, leve aos sintomas do parkinsonismo (RANG et al., 2004).

Relevancia e justificativa

As doencas neurodegenerativas representam um dos grandes desafios da neurociéncia
atual. A Doenca de Parkinson acomete cerca de 6,5 milhdes de pessoas no mundo todo;
1,2 milhdes s6 na Europa a um custo anual de cerca de 13,9 bilhdes de Euros/ano. Estima-
se que 0 numero de pacientes deva triplicar nos proximos 20 anos, especialmente nos
paises centrais com o envelhecimento populacional. A dopamina (DA) é um
neurotransmissor crucial para muitos processos biolégicos relevantes na salde e na

doenca e sua circuitaria fina ainda € pouco compreendida.

Nas ultimas trés décadas numerosos estudos de neuroimagem revelaram anormalidades

estruturais e funcionais no cérebro de pacientes portadores de doencas
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neurodegenerativas e neuropsiquiatricas. Aumento e decréscimo no volume cerebral
assim como mudangas na atividade e no repouso tém sido descritas em pacientes com
esquizofrenia, desordem bipolar, depresséo, TDAH, autismo, Alzheimer e Parkinson. As
mudancas estruturais e funcionais sdo frequentemente encontradas em mdultiplas e
discretas areas do cérebro que incluem os cortices frontal, parietal, lateral, occipital, assim
como areas intra e subcorticais do cérebro. O diagnoéstico clinico mostra mudancas
cerebrais tanto sobrepostas quanto segregadas, como por exemplo, entre a esquizofrenia
e a desordem bipolar e entre a depressao unipolar e bipolar. Entretanto, enquanto as
mudangas estruturais e funcionais cerebrais em pacientes sdo encontradas em areas
anatdOmicas separadas, estas sdo conectadas por fibras de longa distancia que,
conjuntamente formam redes neurais complexas. Assim, ao invés de representar
entidades (pato)fisiologicas separadas, essas mudancas cerebrais locais no cérebro de
pacientes com doencas psiquiatricas e neurodegenerativas podem de fato representar
diferentes partes do mesmo sistema, i.e., uma rede cerebral alterada. De maneira similar,
as mudancas locais no cérebro desses pacientes, embora possam parecer locais, podem
em conjunto ser algo mais, e de fato representar todo um grande circuito(s) neural(ais)

alterado(s).

A caracterizacdo bioquimica, morfologica e funcional da circuitaria cerebral e de seus
subcircuitos é pivotal para o entendimento da fisiologia cerebral e também da

fisiopatologia das diversas doengas psiquiatricas e neurodegenerativas.

O método CLARITY por suas caracteristicas intrinsecas oferece uma enorme gama de
possibilidades interrogatérias no estudo da estrutura fina do cérebro (anatbmica e
bioquimica) e de sua organizacdo morfofuncional tanto no normal quanto no patoldgico.
Assim, este projeto justifica o uso de verba publica de pesquisa pelas possibilidades que
seus resultados podem oferecer ao estudo das doencas psiquiatricas e neurodegenerativas,
em especial para a doenca de Parkinson.
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Objetivo(s)
Objetivo geral

Caracterizar a distribuicdo dos neurénios dopaminérgicos dos Grupos A8, A9 e A10 no
cérebro de camundongos adultos wild e em modelo knock-out de Parkinson Lrrk2
usando a técnica do CLARITY.

Objetivo(s) especifico(s)

1) Padronizar a técnica do CLARITY para uso em imunohistoquimica de tecidos
cerebrais;

2) ldentificar as vias neurotransmissoras de dopamina, e sua distribui¢éo, nos grupos
A8, A9 e A10;

3) Avaliar e comparar a distribuicdo das vias neurotransmissoras no cérebro de

camundongos controle e no modelo transgénico adotado.

Metodologia
Animais

Camundongos adultos (2 meses) wild e knock-out Lrrk2 (Jackson Laboratory, USA). Os

animais serdo agrupados e alojados segundo Santiago, 2010.
Desenho experimental

Os camundongos serdo distribuidos em 02 grupos: controle e Lrrk2. Depois de
anestesiados e perfundidos os animais serdo sacrificados e o tecido cerebral preparado

para a visualizacdo pelo método CLARITY.
Método CLARITY

Primeiramente o tecido é perfundido com um coquetel frio (4° C) de monémeros de
hidrogel (acrilamida ou bisacrilamida), formaldeido e iniciadores termicamente ativaveis
como gatilhos, seguido por uma polimerizacdo do hidrogel a 37° C. O formaldeido serve
ao duplo propdsito de ligar entre si os tecidos contendo aminas e covalentemente ligar os
monomeros de hidrogel a estas moléculas nativas, que incluem proteinas, acidos

nucléicos e outras moléculas pequenas, sem incluir a grande maioria dos fosfolipides
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celulares de membranas. Apds o inicio da polimerizacdo do hidrogel, os lipides
(responsaveis por impedir 0 acesso tanto de fétons como de marcadores moleculares as
estruturas profundas) podem ser facilmente removidos sem destruicdo ou perda dos
componentes teciduais nativos usando-se uma solugédo de detergente iénico forte (borato
tamponado 4% (mg/vol) a 37° C. O hibrido tecido-hidrogel, sem lipides e estruturalmente
estavel obtido é entdo imerso em uma solucdo de homogeneizacdo refrativa (glicerol)
para obtencdo do cérebro intacto e transparente a luz.

Coloracéao Nissl e quantificacdo neuronal

Depois de extraido para caracterizagdo neuroquimica, o tecido cerebral (cérebro medio)
sera congelado em gelo seco; as sec¢des (12 fatias por animal) serdo feitas no criostato e
coradas pelo método de Nissl. Um software (Image Pro) serd usado para criar uma area
digital que delimitard a SNpc. O numero médio de neurbnios sera obtido para cada grupo

por contagem manual. Coloracgdo e contagem seguirdo de acordo com Santiago, 2010.
Anélise estatistica

As andlises estatisticas serdo conduzidas usando-se os testes ANOVA e Newman-Keuls.
O coeficiente de Pearson serd usado para estabelecer as relagdes entre a concentragdo de
neurotransmissores e 0s comportamentos correspondentes obtidos no teste de natacdo

forcada. O valor estabelecido de p sera < 0,05.

Analise da viabilidade ética e técnica

O Laboratério Sinalizacdo Celular e Nanobiotecnologia (LSCN), sob coordenacdo do
Prof. Rodrigo Ribeiro Resende, possui toda a instrumentacéo analitica e instrumental para
visualizacdo da padronizacdo técnica do CLARITY e estudo das vias dopaminérgicas.
Entre os equipamentos incluem-se microscopia de fluorescéncia, espectrofotémetro, para
as técnicas de histoquimica (Fluoro-Jade, TUNEL, dihidroetidina) e imuno-
fluorescéncia/immunoblotting. O projeto tera a colaboragéo do Dr. Mauro Cunha Xavier
Pinto (que realiza seu pos-doutorado no LSCN) na realizacdo da preparacdo e
confirmacdo do método CLARITY. O protocolo do pedido de trabalho com os animais
sera solicitado ao COEPE-UFMG.
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