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1. INTRODUCAO:

1.1 Sinaliza¢do Dopaminérgica:

A dopamina (DA) é um neurotransmissor monoaminérgico da familia das
catecolaminas e precursor de outros neurotransmissores catecolaminicos como:
noradrenalina e adrenalina. Ela esta envolvida em inimeras fungdes desde o controle do
movimento a processos cognitivos e motivacionais, por exemplo, mecanismos de
formacdo de memorias (MA e LOPEZ, 2003). As primeiras etapas da sintese de DA
consiste na conversdo da tirosina em L-DOPA (I-3,4-diidroxifenilalanina ou levodopa) e
esta por sua vez, em DA. Essas reagdes sdo catalisadas pela enzima tirosina hidroxilase
(TH) e pela descarboxilase de aminoacido aroméatico (AADD), respectivamente, as
quais sintetizam DA no terminal pré-sindptico do neurdnio dopaminérgico (RINK e
WILLIMANN, 2002). Ap6s o processo de sintese, a DA é armazenada em vesiculas
sinapticas e liberada quando ha despolarizagdo da membrana pré-sindptica do neurénio
dopaminérgico. Nessa sinalizacdo participam também o transportador de DA (DAT),
proteina responsavel pela sua recaptacdo na fenda sinaptica. As enzimas como
amonoamina oxidase (MAOQ) e a catecol-0—metil transferase (COMT) inativam a a¢éo

da DA tanto central quanto perifericamente (RINK e WILLIMANN, 2001) (Figura 1).
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Fig 1: Neurotransmissdo dopaminérgica nos mamiferos. Fonte: STANDAERT e GALANTER, 2008.

No cérebro adulto dos mamiferos, a DA é distribuida de forma circunscrita,
formando 4 vias dopaminérgicas (Figura 2), chamadas de: via nigroestriatal, via
mesolimbica, via mesocortical e via tibero-infundibular (MOORE e BLOOM, 1978). A
primeira, nigroestriatal, possui suas projecfes saindo da substdncia negra do
mesencéfalo, e estd relacionada com a atividade motora somatica. A via mesolimbica,
conecta a area tegumentar ventral (VTA) com o sistema limbico, isto é, nucleus
accumbens, amigdala e hipocampo. Esta via modula as emogfes. A via mesocortical
esta funcionalmente ligada ao desenvolvimento de fun¢des cognitivas como: atencédo e

aprendizagem. Suas projecdes saem da VTA até o cortex pré-frontal. Por ultimo, a via



tabero-infundibular que projeta-se do hipotalamo para a hipdfise anterior, e esta

intimamente responsavel pela regulacdo da secrecdo de diversos hormonios.

A DA foi por um tempo considerada como um neurotransmissor inibitorio, em
virtude da supressdo da atividade espontdnea de neurbnios do cortex pré-frontal, em
experimentos em que ela foi aplicada de forma exdgena (CONNOR, 1970). Mas
estudos eletrofisiologicos sugerem que a DA apresenta um carater modulatério, inibindo
ou potenciando respostas evocadas por outros neurotransmissores (BARCHAS et al.,
1978). Neste contexto, sabe-se que as proje¢fes dopaminérgicas tém importante papel
na rapida modulacdo de neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos (KELLENDONK,

2006).
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Fig 2.: Quatro projecdes das vias dopaminérgicas. Fonte: STEFAN LEUTCH et al., 2011.

A sinalizagdo dopaminérgica possui receptores definidos como D1 a D5, de

acordo com a sua ordem de descoberta. Entretanto, os receptores dopaminérgicos sao



divididos em dois grupos: receptores do tipo D1, que incluem os receptores D1 e D5, e
receptores do tipo D2, que incluem os receptores D2, D3 e D4 (NEVE et al., 2004).
Todos pertencem a mesma familia de receptores acoplados a proteina G ou receptores
metabotropicos (NEVE et al., 2004). Ambos estdo presentes no cortex pré-frontal, mas
0 receptor do tipo D1 esta primordialmente localizado no corpo estriado e no neocortex.
Os receptores da familia D1 sdo acoplados a proteina G estimulatérias (Gs), a qual
estimula a adenilato ciclase (AC) e consequentemente leva ao aumento dos niveis de
AMPciclico (AMPc), que sinaliza ativacdo da proteina quinase A (PKA)
(THIRUMALAI e CLINE, 2008). A PKA fosforila diversos substratos, dentre eles:
canais de calcio, diferentes receptores e fatores de transcricdo (ALBERT et al, 2002).
Além disso, quando ativada, a PKA fosforila a proteina DARPP-32. A DARPP-32
fosforilada inibe a proteina fosfatase 1 (PP1), que € responsavel pela regulacdo dos
canais de sodio, calcio e a fungdo de diversos receptores (SVENNINGSSON et al.,

2004).

Os receptores do tipo D2 séo encontrados primordialmente nas regides do corpo
estriado, substancia negra e hipofise. Os receptores do tipo D2 estdo acoplados a
proteina G inibitoria (Gi), que inativa AC reduzindo os niveis de AMPc. A reducdo dos
niveis de AMPc diminui a atividade da PKA e, consequentemente reduz a fosforilacdo

da DARPP-32 (SVENNINGSSON et al., 2004).

Simultaneamente, quando a DA se liga ao receptor D2 ocorre a formacdo de um
complexo com B-arrestina e proteina fosfatase 2 (PP2A). Este complexo promove a
desativacdo da Akt por PP2A através da desfosforilacdo de Akt no sitio treonina 308
(BEAULIEU et al., 2008). Esta inibicdo leva a uma diminuicdo da fosforilacdo de
GSK-3, modulando de forma geral o sistema de recompensa e 0 comportamento motor.

Essa inibicdo especifica modula muitas vias de transducdo de sinal, que regulam varios



processos celulares, como a transcricdo de proteinas, a apoptose (morte celular

programada) e a proliferacdo celular.

Além das regulacdes das vias descritas anteriormente (Figura 3), 0s receptores
D1 e D2 podem também interagir, formando heterodimeros que ativam a fosfolipase C

(PLC), uma via que participa na modulacdo do nivel de célcio intracelular.

Sabe-se que as alteragBes na sinalizacdo dopaminérgica estdo envolvidas em
diversos transtornos neuropsiquiatricos. Por exemplo, alterac@es funcionais no receptor
D1 e no DAT estdo relacionados ao transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH). Ja alteracbes na sinalizacao do receptor D2, nos niveis de DARPP-32 e de Akt

estdo relacionados com a esquizofrenia (SEEMAN et al., 2005).

Dopamine-dependent behaviours

Fig 3: Vias intracelulares dopaminérgicas. Fonte: SOUZA e TROPEPE, 2011.



1.2 O sistema dopaminérgico e a esquizofrenia:

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico que atinge 1% da populacdo
(SOUZA e TROPEPE, 2011) e seu diagnostico ocorre, nos homens, entre 20 e 25 anos,
enquanto que nas mulheres, ocorre entre 25 e 35 anos (SHIRAWAUA, 2000). A
“hipotese dopaminérgica” para a esquizofrenia é baseada na observacdo de que o
receptor dopaminergico do tipo D2 é o principal alvo dos antipsicoticos tipicos de acao
antagonista (SILVA, 2006), e sua administracdo reduz varios dos sintomas da

esquizofrenia (SOUZA et al., 2011).

Além da evidéncia farmacoldgica, ainda existem evidéncias bioquimicas que
sustentam a hipoOtese dopaminérgica para a esquizofrenia. O excesso de dopamina em
vias mesolimbicas estd associado aos sintomas chamados de positivos (delirios e
alucinagdes). J& o déficit na via mesocortical estd associada aos sintomas negativos
(declinio cognitivo) (SILLIVAN e KONRADI, 2011). Sabe-se que a via intracelular da
DARPP-32, que é regulada por diversos receptores, pode estar envolvida com mudancas
fisiologicas nos niveis de dopamina e glutamato. O glutamato, DARPP-32 e a
sinalizacdo de Akt estdo regulados negativamente no coértex pré-frontal de pacientes

esquizofrénicos e com transtorno bipolar (ALBERT et al, 2002).

1.3 Bases neurodesenvolvimentais da Esquizofrenia:

Além das evidéncias genéticas do envolvimento dos genes notch e wnt na
esquizofrenia (COTTER et al., 1998; WEI e HEMMINGS, 2000), existem diversas
alteracdes morfolégicas no cérebro de pacientes esquizofrénicos que sustentam a
hipdtese neurodesenvolvimental para a etiologia. Os pacientes possuem diminuigdo da

substancia cinzenta, alargamento de ventriculos e sulcos corticais. Além disto, 0s



pacientes apresentam reducgdo das regides temporais, frontais, occipitais, amigdala e

hipocampo (MUSER e MCGURK, 2004).

No periodo do desenvolvimento, é possivel que os niveis elevados de dopamina
reduzam a taxa de neurogénese e assim, simultaneamente, os genes envolvidos na
diferenciacdo celular, a migracdo e extensdo de neurbnios (VICENTE, et al, 1997,
FATEMI, 2001; MUGLIA et al., 2003; SQUASSINA et al., 2010). Muta¢bes em
DISC1 humano, um gene que regula neurogénese e amadurecimento neuronal (CHUBB
et al., 2008; NIWA et al., 2010), estd associado com esquizofrenia, autismo, transtorno
bipolar e depressdo (CHUBB et al., 2008). Estas descobertas sugerem fortemente que a
desregulacdo da dopamina durante a neurogénese pode, em parte, explicar a morfologia

e 0s comportamentos que podem manifestar desordens neuropsiquiatricas.

1.4 Neurodesenvolvimento:

O desenvolvimento neurolégico acontece em 4 estagios: neurogénese,
diferenciacdo, migracdo e sinaptogénese. A neurogénese, esta relacionada ao
desenvolvimento e fechamento do tubo neural. A diferenciagdo é caracterizada pela
formagdo de diferentes tipos neuronais, dentre eles neurénios motores e neurdnios
sensoriais. A migracdo é caracterizada pela migracdo das novas células para regides
alvo/especificas. E por Gltimo a sinaptogénese, caracterizada pela formacdo de novas

conexdes entre 0s neurdénios (SILVA, 2006).

As diversas desordens neurodesenvolvimentais podem acontecer quando ha
malformacdo de sulcos e giros, além de processos neurodegenerativos que culminam
com a morte de neurdnios e em problemas no fechamento do tubo neural (MONTEIRO,

KANDRATAVICIUS, LEITE, 2011). Por exemplo, no caso do autismo, existe uma



associagdo com genes como a neurexinl, que é funcionalmente envolvido na
sinaptogénese, e met, que tem um papel na migracdo neuronal (CAMPBELL et al.,
2006; KIM et al., 2008). O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) tem varios
papéis no desenvolvimento do cérebro e no polimorfismo de um Unico nucleétido
Val66Met e esta associado ao transtorno bipolar (POST, 2007). Portanto, existem
diversos fatores que podem desencadear as desordens em estagios diferentes do
neurodesenvolvimento, como sinaptogénese (desenvolvimento de sinapses), poda
(retirada de sinapses que ndo sdo mais utilizadas) e apoptose (morte celular programada)

(KEMPINAS, 2013).

1.5 Dopamina e neurodesenvolvimento:

A magquinaria da sinalizacdo dopaminérgica é expressa a partir da terceira
semana de gestacdo nos mamiferos (NEVE et al., 2004). Foi evidenciado que o
equilibrio entre a sinalizacdo dos receptores do tipo D1 e D2 possivelmente esta
envolvido no controle da migracdo de neur6nios GABAEérgicos gerados na parte frontal
do cérebro (KEMPINAS, 2013). Sabe-se que, em cérebro da larva do zebrafish, a maior
ativacdo do receptor do tipo D2 leva a inativacdo de Akt, reduzindo a quantidade de
neurdnios GABAérgicos em todo o cérebro e também o comportamento motor (SOUZA

e TROPEPE, 2011).

1.6 Zebrafish como modelo experimental:

George Streisinger em 1981, foi o primeiro cientista a utilizar o vertebrado
zebrafish, da espécie Danio rerio como modelo de andlise cientifica. Desde entdo
passou a ser utilizado para o estudo comportamental, genético e toxicologico
(GRUNWALD e EISEN, 2002). O desenvolvimento de seus circuitos neurais no estagio

larval é semelhante a organizacdo do cérebro humano no periodo de desenvolvimento
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intrauterino, o que é caracterizado entre o 3° até o 5° dia pos fertilizacdo (dpf)
(GAHTAN e BAIER, 2004). Portanto é cada vez maior o uso deste modelo animal
como tentativa de analisar as diversas fungdes genéticas, bioquimicas, morfologicas e

comportamentais envolvidas no neurodesenvolvimento.

Seu desenvolvimento é externo, portanto de facil manipulacdo no campo
genético e farmacoldgico. Além disso, é possivel acompanhar seu desenvolvimento in
vivo, proporcionando vantagens, por exemplo, na observacdo da sinalizagdo

dopaminérgica e suas vias intracelulares dentro do tecido larval.

1.7 Sistema dopaminérgico na larva do zebrafish:

Os neur6nios dopaminérgicos comecam a ser produzidos na larva do zebrafish
aproximadamente 16 a 24 horas pds a fertilizacdo (hpf). Ele possui os receptores D1,
D2, D3 e D4. O receptor do tipo D1, comeca a aparecer 30 hpf na parte posterior do

cérebro e diencéfalo (THIRUMALAI e CLINE, 2008).

O desenvolvimento dos seus circuitos neurais séo semelhantes a organizacao e o
desenvolvimento no cérebro humano durante o periodo fetal e po6s natal
(THIRUMALAI e CLINE, 2008). O cérebro do zebrafish possui componentes
especificos como as enzimas TH e MAO, a DAT, juntamente com o0s quatro receptores

dopaminérgicos (LAMBERT, BONKOWSKY, MASINO, 2012).

Os neurénios dopaminérgicos estdo presentes no hipotalamo, telencéfalo ventral
ou subpalio e pretecto (RINK e WILLIMANN, 2002). Até o 5° dpf, os grupos celulares
se projetam para o telencéfalo primariamente a partir do diencéfalo (SOUZA e

TROPEPE, 2011).
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A modula¢do do comportamento pela sinalizacdo dopaminérgica, em termos de
concentracdo, é complexa porque os aumentos, bem com a diminuicdo podem muitas
vezes resultar em mudangas de comportamento. Por exemplo, hd um decréscimo no
deslocamento motor quando tratados com antagonistas do receptor D2, sugerindo que a
sinalizacdo através do receptor do tipo D2 pode estar envolvido neste comportamento
(THIRUMALAI E CLINE, 2008). Experiéncias semelhantes com 7° dpf mostram que o
tratamento com uma substancia que bloqueia a degradacdo da dopamina reduz o
movimento (BRETAUD et al., 2007). Assim, parece que estimulando ou bloqueando a
via de sinalizacdo da dopamina (por exemplo, antagonistas do receptor D2) tem o
mesmo efeito global de reducdo no movimento das larvas. Estes resultados sugerem um
comportamento em forma de U invertido (curva de Kuznets) que é comum a
neurotransmissdo de dopamina, previamente observado em mamiferos (WILLIAMS e

CASTNER, 2006).
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2. JUSTIFICATIVA:

Recentes estudos mostram a alteracdo da sinalizacdo dopaminérgica associada com
a manifestacdo da esquizofrenia (SOUZA et al., 2011). Além das alteracbes na
sinalizacdo dopaminérgica, pacientes esquizofrénicos apresentam alteracbes no
neurodesenvolvimento. Porém, pouco se sabe sobre a interacdo entre as duas hipoteses,
sendo que o foco é sempre sobre o papel da disfuncdo desenvolvimental na sinalizacédo

dopaminérgica, e nunca no papel da DA no neurodesenvolvimento.

Portanto, o presente estudo pretende utilizar o modelo animal da larva de zebrafish
para caracterizar a sinalizacdo dopaminérgica no neurodesenvolvimento inicial, e
investigar a regulacdo de possiveis vias intracelulares que participam diretamente nas

alteracdes morfoldgicas correlacionadas a esquizofrenia.

O entendimento destes mecanismos ajudardo na compreensdo da etiologia e,

possivelmente no desenvolvimento de ferramentas preventivas.



13

3. OBJETIVOS:

3.1 Objetivo geral:

Este projeto tem como objetivo geral analisar o desbalango na regulacdo das vias
intracelulares dopaminérgicas DARPP-32 e Akt, como base da esquizofrenia, durante o

neurodesenvolvimento através da larva do zebrafish.

3.2 Objetivos especificos:
S&o objetivos especificos desse trabalho:

v Investigar se o receptor D1 aumenta a atividade da via intracelular da DARPP-
32 por Western Blot e imunofluorescéncia.

v Analisar se o receptor D2 reduz a atividade da via intracelular da DARPP-32 e
da Akt por Western Blot e imunofluorescéncia.

v Investigar em quais tipos neuronais ocorrem a regulacdo dessas vias por

imunofluorescéncia.
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4. METODOS:

4.1 Animais:

Serdo utilizadas larvas do zebrafish no periodo de 3dpf e 5dpf (dias pds

fertilizacéo).

4.2 Cruzamento:

Os peixes serdo colocados para cruzamento, ap6s 40min a 60min da ultima
alimentacédo (este caracterizado como dia 0). S&o colocados em aquéarios de 1 Litro e
verificados se estdo limpos e esterilizados. Na manhd seguinte, 0s peixes irdo se
reproduzir a partir do momento em que ficam no ciclo claro. Ap6s duas horas, é
observado se houve mesmo a reproducdo, os ovos sao grandes e visiveis a olho nu. Os
ovos fecundados sdo separados dos nao-fecundados (opacos de coloracdo branca) e os
ovos fecundados sdo colocados em estufas com ciclo de luz claro/escuro (14/10h), na
temperatura ideal de 28°C.

As larvas que forem usadas na experimentacdo nas idades de 3dpf e 5dpf sdo

retiradas para ser feito o tratamento farmacoldgico e dissecacao cerebral.

4.3 Procedimento de tratamento farmacologico:

As larvas serdo tratadas farmacologicamente em concentracfes especificas com

agonista de D1, SKF38393, com antagonista de D1, SCH23390, antagonista de D2,

RACLOPRIDA, e agonista de D2, QUINPIROLE, por diferentes periodos de tempo. As
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larvas serdo tratadas por 10 minutos para a avaliacdo da via DARPP-32, e por 30

minutos para a avaliacdo da via Akt.

4.4 Procedimentos de dissecacao cerebral:

Apos o tratamento, as larvas serdo colocadas no gelo com a substancia tricaina
para anestesia e, em seguida, terdo seus cérebros dissecados e colocados em tampao de
lise.

Para 0 preparo das fatias para imunohistoquimica, as larvas serdo anestesiadas

com tricaina e, em seguida, fixadas em 4% parafarmaldeido.

4.5 \Western Blot:

As amostras de cérebro serdo colocadas em tampao de lise com inibidor de
protease e de fosfatase, e acondicionadas no freezer -80°C. Em seguida, serdo
sonificadas e centrifugadas a 40°C para a separacdo das proteinas. As proteinas serao
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e, em seguida, serdo transferidas
para uma membrana PVDF.

As membranas serdo incubadas em anticorpo 1° especifico para proteina
fosforilada (DARPP-32 e para AKT) e/ou para proteina total (DARPP-32, AKT e
Actina), overnight a 4C. Em seguida serdo incubadas em anticorpo 2° acoplado a

peroxidase, e depois reveladas com ECL.
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4.6 Imunofluorescéncia e microscopia confocal:

Apoés a fixacdo em 4% PFA, as amostras serdo desidratadas com banhos de
sacarose. Em seguida, as amostras serdo fatiadas no criostato e colocadas em laminas.
Estas laminas serdo incubadas em anticorpos 1° especificos e em seguida em anticorpos
2° acoplados a proteina fluorescente (GFP ou RFP).

As imagens serdo feitas através de microscopia de fluorescéncia ou microscopia

confocal.

4.7 Analise estatistica:

Os resultados serdo analisados por teste t-student e/ou ANOVA, e as diferengas

serdo consideradas estatisticas quando o valor de p for abaixo de 0.05.



5. CRONOGRAMA:

17

1° 2° 3° 40
ATIVIDADES SEMESTRE | SEMESTRE | SEMESTRE | SEMESTRE
Tratamento com agonistas e antagonistas X X X
de receptor D1 e D2 e montagem da
curva de concentracdo

Western Blot X X X
Imunohistoguimica X X

Analise dos resultados X X X

Elaboragdo da dissertacéo X
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