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RESUMO

Estudo da distribuicdo das proteinas relacionadas as teneurinas no sistema nervoso central de
primatas ndo-humanos (Sapajus spp) e ratos (Rattus norvegicus). Tese (Doutorado) - Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

As teneurinas (TENS) representam uma familia de proteinas transmembrana preservada entre as espécies,
presente principalmente no sistema nervoso central (SNC). Nos vertebrados essa familia é composta por
quatro homélogos, denominados de teneurina-1 a -4 (Ten-1, Ten-2, Ten-3 e Ten-4). Estudos mostraram a
presenca das TENs em vias motoras, olfatérias e visuais, especialmente durante a neurogénese em aves e
roedores. A analise da distribuicdo neuroanatdmica das TENs em primatas poderia ampliar o conhecimento
destas proteinas, contribuindo com achados funcionais recentes. Portanto, os propdsitos deste estudo foram:
1) avaliar a distribuicdo dos neurbnios que exibem imunorreatividade relacionada as TENs-“like
immunoreactivity” (TENs-LI), em particular Ten-2-LI, Ten-3-LI e Ten-4-LI no SNC do primata néo-
humano (Sapajus spp); 2) realizar analise comparativa dos sitios de distribuicdo da proteina Ten-3 entre o
SNC de primatas (Sapajus spp) e roedores (Rattus norvegicus), uma vez que a Ten-3 apresentou
distribuicéo significante no SNC de primatas; 3) correlacionar a distribuicdo das TENs com seus ligantes
enddgenos denominados de latrofilinas (LPHNs-1, 2 e 3) em areas do SNC de primatas. Para isso, cortes
coronais do SNC de macacos (n=3) e de ratos (n=4) foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica e
analisados em microscopia de luz ou confocal. Os resultados demonstraram a distribuicdo de neurénios e
fibras nervosas exibindo TENs-LI em todo o neuroeixo de primatas. Neurdnios exibindo Ten-2-LlI
estiveram principalmente no tronco encefalico, como notado nos nicleos facial, oculomotor e coclear.
Neurdnios exibindo Ten-4-L1 foram evidentes no tronco encefalico como nicleo de Edinger-Westphal,
nucleo oculomotor e nicleos vestibulares; entretanto, a distribuicdo de fibras Ten-4-LI foi significante em
alguns tratos do tronco encefélico, tais como no trato solitario e trato espinal do nervo trigémeo. A
distribuicdo dos neurdnios e fibras nervosas Ten-3-LI foram difusamente distribuidas ao longo do SNC,
sendo que esta imunomarcagdo se assemelhou a neuropeptidios secretores nos neurdnios e fibras nervosas
presentes nos nicleos hipotalamicos, tais como no nicleo paraventricular e supra-optico. Os resultados para
Ten-3-LI em ratos foram em sua maioria correspondentes aos verificados em primata embora sendo neste
Gltimo mais abrangente. A correlagdo da distribuicdo entre LPHNs e TENs em territérios do SNC de
primatas evidenciou que a LPHN-1 e Ten-3-LI estiveram em areas e neurdnios correspondentes como
ndcleo paraventricular, supra-6ptico e medula espinal. Estes resultados demonstraram que as TENs estéo
conservadas no SNC de primatas, apresentando imunomarcacdes associadas a membrana plasmatica, assim
como similar a neuropeptidios secretores, sugerindo que esta familia de proteinas seja capaz de exercer
outras funcdes, além da interacdo intercelular. As areas que apresentaram correlacdo entre TENs e LPHNs
no SNC de primatas reforcam a possivel interagdo destas proteinas como tem sido sugerido na literatura e
contribui para futuras perspectivas funcionais.

Palavras-chave: Sistema Nervoso Central; Macaco; Ratos; Teneurinas.



ABSTRACT

Distribution of teneurin-related proteins in the central nervous system of non-human primates
(Sapajus spp) and rats (Rattus norvegicus). Thesis (Doctoral degree) — Botucatu Biosciences
Institute, Sdo Paulo State University, Botucatu, 2016.

Teneurins (TENS) represent a transmembrane protein family preserved along animal species, mainly in the
central nervous system (CNS). This protein family is constituted by four homologues, named as teneurin 1
to 4 (Ten-1, Ten-2, Ten-3 and Ten-4). Previous studies pointed out presence of TENSs in motor, olfactory
and visual systems in chicken and rodents, especially during neurogenesis. The neuroanatomic distribution
analysis of TENSs in the primate brain could provide additional information on this protein system, as well
as support functional data from recent studies. Therefore, the purposes of the present study were: 1) to
evaluate the distribution of neurons exhibiting TENs-like immunoreactivity (TENs-LI), in particular, Ten-
2-LI1, Ten-3-LI and Ten-4-LI in the CNS of non-human primates (Sapajus spp); 2) to comparatively
analyze the main brain regions exhibiting Ten-3-LI between primates (Sapajus spp) and rodents (Rattus
norvegicus), since Ten-3-LI showed significant distribution in the CNS of primates; 3) To correlate TENs-
LI neurons with latrophilins (LPHNs-1, 2 and 3), an endogenous TENSs ligand, in the CNS of primates. For
this purpose, coronal histological sections of the CNS of non-human primates (n=3) and rats (n=4) were
submitted to immunohistochemistry techniques and analyzed under light or confocal microscopes. Neurons
and nerve fibers exhibiting TENs-LI were observed in all parts of the CNS in primates. Neurons showing
Ten-2-LI were present mainly in the brainstem, such as facial, oculomotor and cochlear nuclei. Neurons
exhibiting Ten-4-LI were evident in the brainstem such Edinger-Westphal nucleus, oculomotor and
vestibular nuclei; whereas immunoreactive nerve fibers were significant in the brainstem tracts, such as
solitary and trigeminal nerve tracts. The distribution of neurons and nerve fibers exhibiting Ten-3-LI were
widely distributed in the CNS and a particular immunolabeling pattern similar to a secretory neuropeptide
was present in hypothalamic nuclei, especially in paraventricular and supraoptic nuclei. Ten-3-LlI
distribution in the rat CNS was quite similar to that in primates; however, the latter showed a more
pronounced and exuberant immunolabeling . In relation to LPHNs and TENs collocalization in the CNS of
primates, the main data showed LPHN-1 and Ten-3-LI colocalization in neurons from paraventricular and
supraoptic nuclei as well as in the spinal cord. These data demonstrated that TENs are preserved in the
CNS of non-human primates, showing immunolabeling associated with the plasmatic membrane or similar
to secretory neuropeptides, suggesting that the TENs system can exert other functions besides cellular
interaction among neurons. The colocalization between TENs and LPHNs in the CNS of primates

reinforces the possible interaction of these proteins, as suggested in recent studies.

Keywords: central nervous system; monkeys; rats; teneurins.
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Introducdo

1 INTRODUCAO

1.1 Descoberta das teneurinas

As teneurinas (TENS) sdo proteinas transmembrana principalmente distribuidas no
sistema nervoso central (SNC). A descoberta destas proteinas ocorreu através de estudos que
visavam encontrar proteinas homologas as tenascinas em invertebrados, uma vez que as
tenascinas sdo proteinas da matriz extracelular exclusiva de vertebrados (BAUMGARTNER
e CHIQUET-EHRISMANN, 1993; BAUMGARTNER et al., 1994; CHIQUET-
EHRISMANN, 2004). Estes estudos mostraram a existéncia de uma nova familia de proteinas
transmembrana denominada de teneurinas (TENs), com alguns poucos dominios homdlogos
aos das tenascinas, além de alta conservacdo e expressdo entre as espécies, principalmente no
SNC. Nos invertebrados as TENs s&o compostas por um ou dois membros (denominados de
ten-1 em nematelmintos e ten-a e ten-m nos artropodes) e por quatro membros nos
vertebrados (denominados de teneurina-1 a -4) (MINET et al., 1999; OOHASHI et al., 1999;
MINET e CHIQUET-EHRISMANN, 2000; ZHOU et al., 2003; DRABIKOWSKI et al.,
2005; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006; TUCKER et al.,, 2007). Varias
denominacdes e abreviaturas tem sido empregada referente as TENSs, tanto em vertebrados
como em invertebrados, uma vez que estas foram descobertas por laboratérios independentes
(CHAND, 2013). Recentemente, foram propostas as abreviaturas Ten-1, Ten-2, Ten-3 e Ten-
4 para as proteinas de humanos e camundongos, as quais sdo oriundas dos respectivos genes
das teneurinas 1 a 4 (ISHII et al., 2015; MOSCA, 2015). Portanto, neste presente trabalho foi
padronizado o uso das abreviaturas da TENs propostas por ISHII et al. (2015) e MOSCA
(2015). Entretanto, ressaltamos que € verificada na literatura abreviaturas sinbnimas para
descrever esta familia como ten-m1 a ten-m4, Odz1 a Odz4 e neurestina (MINET et al., 1999;
MINET e CHIQUET-EHRISMANN, 2000; TUCKER et al., 2007).

Um aspecto interessante que também ampliou o interesse pelo estudo das TENs
foi a descoberta que na regido carboxi-terminal das TENSs, presente nos vertebrados, ha
sequéncias de aminoacidos com identidade com a familia de peptideos do fator liberador da
corticotropina (CRF) sendo esses denomidados de TCAPs (Teneurin C-terminal-Associated
Peptides) (QIAN et al., 2004; LOVEJOY et al., 2009; CHEN et al., 2013). Além disso, foi
constatado que esta sequéncia carboxi-terminal das TENs podem ser liberadas na forma de

peptideos bioativos devido a existéncia de potenciais dominios de clivagem (Figura 1) ou
18



Introducdo

pode ser transcrita separadamente a partir do dltimo éxon do gene de cada TENs (LOVEJOY
et al., 2006).

N-terminal C-terminal
sitio de clivagem
repeti¢cdes YD
Sequéncia

A N5 ./—W-H-UWWW-
aVaV.d THTT nuummmu

regiao rica
em cisteina TCAPs

membrana
plasmatica

meio intracelular meio extracelular

Figura 1. Analise do modelo estrutural das teneurinas (TENs). O modelo esquematico apresentado é referente a
Ten-1 e ilustra a constituicdo e a organizacdo dimérica homotipica, semelhante para as demais teneurinas
(TENSs). A seta mostra o sitio de clivagem localizado na regido carboxi-terminal que poderia resultar na liberacao
dos TCAPs. Esse modelo também é similar aos outros membros das TENSs. llustragdo extraida e adaptada de
Lovejoy et al., 2006.

1.2 Estrutura e funcéo das teneurinas

Estruturalmente todos os membros da familia das teneurinas (TENS)
compartilham de caracteristicas comuns, exibindo peso molecular de aproximadamente 300
kDa e constituicdo entre 2500 a 2800 aminoacidos. A andlise da identidade mostra que entre
os vertebrados as TENs apresentam de 60% a 98% de sequéncias de aminoacidos idénticos
revelando a consistente conservacao filogenética destas proteinas. As TENs apresentam seu
terminal carboxila e amino-terminal com orientacdo extracelular e intracelular,
respectivamente (Figura 1); portanto, sendo classificada como uma proteina transmembrana
do tipo Il (OOHASHI et al., 1999; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006). A regido
intracelular € composta por aproximadamente 300-375 aminoacidos enquanto que a regido
transmembrana € composta por 300-400 aminoacidos hidrofébicos. A regido extracelular é
constituida por aproximadamente 2300 aminoacidos apresentando dominios semelhantes ao

fator de crescimento epidermal (“epidermal growth factor-like”- EGF) andlogo aos das
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tenascinas, seguido por uma regido rica em cisteinas e sequéncias repetidas de aminoacidos
tirosina e acido aspartico (regido YD) (Figura 1) (TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN,
2006). Esta regido apresenta significante identidade tanto em tamanho quanto em estrutura
qguando comparada as TENs de vertebrados e invertebrados (OOHASHI et al., 1999;
TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006; KENZELMANN et al., 2008). Além disso, é
verificado nesta regido carboxi-terminal a possibilidade das TENs formarem dimeros logo
apos serem transportadas para a membrana plasmatica atraves de interacGes entre o segundo e
0 quinto dominio semelhante ao EGF (Figura 1) (LOVEJOY et al., 2006). Ensaios in vitro
confirmaram que as TENs de vertebrados sdo capazes de formarem dimeros homotipicos e
heterotipicos (FENG et al., 2002; RUBIN et al., 2002) além de serem capazes de associarem
com TENSs presente nas membranas celulares opostas através da interacdo celular homofilica
e heterofilica (OOHASHI et al., 1999; RUBIN et al., 2002; MOSCA, 2015). Esta capacidade
de formar diferentes tipos de dimeros e interacdes celulares sugere a complexidade funcional
na qual as TENs possam estar envolvidas devido a formacao de varias moléculas a partir de
um conjunto limitado de genes (FENG et al., 2002). Além disso, estudos verificaram que 0s
genes das TENs podem codificar “splice variants” (OOHASHI et al., 1999; SILVA et al.,
2011; WOELFLE et al., 2015) devido a traducdo de parte do gene que codifica as proteinas
TENSs assim como a possibilidade de clivagem em sitios destas proteinas gerando peptideos
relacionados as TENs como os TCAPs (QIAN et al., 2004; LOVEJQOY, 2009).

Estudos pioneiros verificaram que as TENs possuem papel fundamental no
desenvolvimento de embriGes de Drosophila melanogaster, Mus musculus e Caenorhabditis
elegans sendo notado nestes estudos que animais mutantes para TENs apresentam defeitos no
desenvolvimento e diferenciacdo embrionéria, principalmente no SNC, que podem resultar na
letalidade embriondria (BAUMGARTNER et al., 1994; LEVINE et al, 1994,
DRABIKOWSKI et al., 2005; LOSSIE et al., 2005). Estes dados demonstram que essa
familia de proteinas possui alguma funcdo indispensavel na embriogénese, aparentando nédo
possuir mecanismos compensatorios para minimizar sua auséncia (BAUMGARTNER et al.,
1994; LEVINE et al., 1994; DRABIKOWSKI et al., 2005; LOSSIE et al., 2005).

Além dos trabalhos descreverem a presenca das TENSs nos tecidos neuronais e nao
neuronais em condicdes de normalidade, é verificado a expressédo alterada das Ten-2 e Ten-4
em tecidos e em cultura de células tumorais humanas, sendo sugerida sua participacdo na

proliferacdo das células tumorais e seu potencial uso como biomarcador tumoral (ZIEGLER
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et al., 2012). Isto foi verificado comparando-se a expressdo das TENs com tecidos e cultura
de células normais, sendo constato que a expressdo da Ten-2 estd aumentada em tumores de
origem linfatica e ovariana, e a Ten-4 em tumores encefalicos oriundos de células da glia
(ZIEGLER et al., 2012). Alguns estudos também apontam a participacdo dos membros da
TENs em quadros de microftalmia, retardos mentais, anosmia, doengas neurodegenerativa
como doenca de Alzheimer, além de quadros de distarbios psiquiatricos associado com
prejuizos sindpticos como autismo, distarbio bipolar e esquizofrenia (DUBOVSKY et al.,
1994; VIK e YATHAM, 1998; BUERVENICH et al., 2001; TUCKER e CHIQUET-
EHRISMANN, 2006; ALDAHMESH et al., 2012; BASTIAS-CANDIA et al., 2015;
MOSCA, 2015; SCHOLER et al., 2015) sugerindo futuras perspectivas clinicas (MOSCA,
2015; ALKELAI et al., 2016).

Outro dado que tem subsidiado a relacdo da TENS com alteracdes neuroldgicas e
visuais reside na localiza¢do do gene da Ten-1 na regido Xq25, cujas mutagdes resultam em
pacientes com retardo mental associados a severos danos visuais, consistente com o que tem
sido descrito sobre a participacdo das TENs no desenvolvimento do SNC de animais de
laboratério (GUSTAVSON et al., 1993; MALMGREN et al., 1993; BUERVENICH et al.,
2001; LEAMEY e SAWATARI, 2014; MOSCA, 2015). Além disso, outras anormalidades
mentais associadas a malformacGes faciais e dos membros tém sido mostradas em
translocacg0es e trissomias envolvendo o locus 5934, que aloja o gene da Ten-2 (DUBOVSKY
et al., 1994; VIK e YATHAM, 1998). Também tem sido sugerido que muta¢bes no gene da
Ten-4 aumentam a susceptibilidade a desordens bipolares (SKLAR et al., 2011; HEINRICH
et al., 2013), possivelmente devido a mudangas no processamento do estado de recompensa
exercido pela amigdala (HEINRICH et al., 2013), ou devido a malformacdes da rede neuronal
resultando em prejuizos na sinalizacdo sinaptica ou no desenvolvimento glial (SUZUKI et al.,
2012; SUZUKI et al., 2014). Desta forma, muitos estudos buscam associar as TENS com
distdrbios neuroldgicos verificados em humanos devido sua predominante expressdo no SNC.
Entretanto, até 0 momento a participacdo dos membros das TENs em disturbios relacionados
com a via visual somente foi confirmado em quadros de microftalmia (ALDAHMESH et al.,
2012). A microftalmia é uma condig&o clinica presente em pacientes sindrémicos ou ndo que
acarreta na malformacéo do globo ocular, na qual os mesmos apresentam tamanho reduzido
estando associado a quadros de cegueira (ALDAHMESH et al., 2012). MutacGes no gene que

codifica a Ten-3 tém sido relacionadas a quadros de microftalmia em humanos

21



Introducdo

(ALDAHMESH et al., 2012) sendo também verificada a participacdo da Ten-1 na regulacdo
de fatores de transcricdo associado & microftalmia (SCHOLER et al., 2015). Estes dados
confirmam a importancia de membros pertencentes a familia das TENs em vias visuais
outrora mencionada em modelos experimentais.

A possivel participacdo das TENs na organizacgdo sinaptica foi evidenciada em
Drosophila melanogaster na qual foi verificado o envolvimento das TENs na interacdo pré e
pos-sinaptica de neurénios olfatorios assim como entre motoneurdnios e células musculares
através de interacdo celular homofilica (HONG et al., 2012; MOSCA et al., 2012). Entretanto,
a participacdo na organizacao sinaptica através da interagdo heterofilica também foi sugerida
principalmente ap6s a descoberta dos ligantes enddgenos das TENs denominados de
latrofilinas (LPHNSs) (SILVA et al., 2011). As LPHNSs pertencem a uma familia de receptores
acoplados a proteina-G e composta por trés membros (LPHN-1 a 3), sendo proposto que sua
interacdo com as TENs ocorra pela extremidade carboxi-terminal de ambas familias (SILVA
et al., 2011; BOUCARD et al., 2014; O'SULLIVAN et al., 2014; WOELFLE et al., 2015).
Isto foi evidenciado devido a especifica e forte interacdo verificada em cultura de células
hipocampais entre parte de um transcrito da Ten-2 (“splice variant”) denominada de Lasso,
com a latrofilina 1 (LPHN-1) (SILVA et al., 2011).

Os mecanismos moleculares das func¢des na qual as TENs estdo envolvidas ainda
sdo incertos, porém é sugerido que participacdo da Ten-4 na diferenciacdo neuronal, através
da regulacdo da protrusdo celular e da formacdo de neuritos, ocorra por meio da via de
sinalizacdo da quinase de adesdo focal, conhecida como FAK (“focal adhesion kinase”)
(SUZUKI et al., 2014). Aléem disso, foi verificada a presenca de dominios de clivagem
intracelular na Ten-1 e Ten-2, resultando em proteinas intermediarias que séo translocados
para o0 nucleo, onde podem atuar como fator de transcricdo génica (BAGUTTI et al., 2003;
NUNES et al., 2005; SCHOLER et al., 2015). Estudos recentes verificaram 0s possiveis
mecanismos moleculares dessa regulacdo génica na qual constataram que a por¢do amino-
terminal da Ten-1 ndo contém sequéncia de ligagéo direta ao DNA necessitando interagir com
outras proteinas codificantes como a proteina 1 da triade de histidina de ligacdo do
nucleotideo (HINT1) para assim regular a expressdo de fatores de transcricdo como a
glicoproteina ndo metastatica b (GPNMB) que € um fator de transcri¢do associado a quadros
de microftalmia (SCHOLER et al., 2015). Também foi verificado que o dominio intracelular

da Ten-2 é capaz de associar a proteinas ligantes citoplasmética de acdo nuclear, como o fator
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de transcri¢do génica “dedo de zinco” (“zinc-finger transcription factor”) (BAGUTTI et al.,
2003).

Desta forma, até 0 momento as fungdes descritas para as TENs estdo relacionadas
a orientacdo axonal (YOUNG e LEAMEY, 2009), crescimento dos neuritos (RUBIN et al.,
1999; LEAMEY et al., 2008), participacdo na regulacao da transcri¢do proteica (BAGUTTI et
al., 2003; NUNES et al.,, 2005; KENZELMANN et al., 2008; SCHOLER et al., 2015),
proliferacdo e adesdo celular (RUBIN et al., 2002; KINEL-TAHAN et al., 2007; LEAMEY et
al., 2008) e organizacdo sinaptica (MOSCA, 2015), porém, com mecanismos de ac¢do ainda
incertos tanto em animais em desenvolvimento quanto em adultos. Portanto, é sugerido que as
TENs representem um novo e altamente conservado sistema de regulacdo que atua
principalmente no SNC de vertebrados (BASTIAS-CANDIA et al., 2015).

A distribuicdo neuroanatémica dos quatro membros das TENs ¢é descrita na
literatura porém sendo os resultados incompletos, pouco detalhado e principalmente
realizados durante a fase de desenvolvimento embrionario de vertebrados como
camundongos, ratos, peixes e aves (RUBIN et al., 1999; MIEDA et al., 1999; OTAKI e
FIRESTEIN, 1999; ZHOU et al., 2003). Sendo assim, ainda é necessario um detalhado
mapeamento neuroanatémico da distribuicdo das TENs no SNC de vertebrados durante a fase
adulta. Além disso, os dados de distribuicdo das TENs no SNC de primatas ndo-humano
seriam de grande valor pois poderiam subsidiar futuros estudos e modelos funcionais

envolvidos com alteragcdes neurol6gicas em humanos.
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6 CONCLUSOES

Atraveés do presente estudo podemos concluir que:

1) A distribuicdo das TENSs foi verificada em varios territorios do SNC do Sapajus
spp como cortex motor primario, cerebelo e hipocampo envolvidos com o controle motor e

memoria;

2) O mapeamento neuroanatébmica da Ten-3 no SNC do primata Sapajus spp foi
evidente em areas envolvidas com o controle neuroendécrino como verificado em areas

hipotalamicas, sendo estes resultados correspondentes ao encontrado em ratos;

3) A imunorreatividade para a Ten-2 e Ten-4 estiveram, principalmente, em
regides do tronco encefélico, sugerindo participacdo das mesmas no controle das funcdes

motoras e sensoriais;
4) Os ligantes endogenos das TENs, denominados de latrofilinas (LPHNS),

demonstraram correspondéncia de distribuicdo com as TENSs principalmente entre LPHN-1 e
Ten-3.
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