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SAVENHAGO, V. M. Teneurina-2 e latrofilina-1 no complexo hipocampal de
ratos adultos submetidos a epilepsia experimental. 2023. 42 f. Trabalho de
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RESUMO

As teneurinas sao proteinas transmembrana tipo Il constituida por quatro membros
homodlogos (Ten-1, Ten-2, Ten-3, Ten-4), expressas principalmente nos neurénios
durante a neurogénese do sistema nervoso central (SNC), colaborando no
estabelecimento e estabilizagdo dos circuitos neurais. Essas proteinas estabelecem
interagdes homofilicas entre seus homologos (Ten-1-4), assim como heterofilicas,
especialmente com as latrofilina (LPHN). Estudo desenvolvido em nosso laboratério
revelou a presenca de Ten-2 nos astrocitos reativos no complexo hipocampal apos
epilepsia induzida com LiCl-pilocarpina em ratos adultos. Disto posto, o presente
estudou visou analisar a presenca de LPHN-1 no complexo hipocampal apds
epilepsia induzida pelo LiCl-pilocarpina. Para isso, ratos machos adultos receberam
LiCl-pilocarpina e foram sacrificados 2,5,14,35 e 65 dias apds a inducao do status
epilepticus (SE) por meio de perfusdo transcardiaca. Os cortes histolégicos do
complexo hipocampal foram submetidos aos métodos de imunoperoxidase para
identificar a proteina LPHN-1 e analisados em microscopia de luz. Os resultados
indicaram a presenca de astrdcitos reativos imunopositivos a LPHN-1 no complexo
hipocampal nos animais com indug¢ao de epilepsia. Analise quantitativa da densidade
de imunorreatividade na subdivisdo 3 do Cornu de Ammonis (CA3) do complexo
hipocampal revelou aumento significante de astrécitos reativos e imunopositivos a
LPHN-1 (P<0.0001), principalmente nos grupos de 5 e 14 dias ap6s a indugao do SE
em relagado aos grupos controles. Esses resultados indicam que a Ten-2 e a LPHN-1
em astrécitos reativos na epilepsia pode ser um mecanismo de interagao proteica de
interesse nessa condi¢cdo patoldgica e, estudos futuros devem explorar a exata

funcdo dessa interagdo como uma possivel fungao neuroprotetora.

Palavras-chave: Latrofilina. Teneurina. Epilepsia. Complexo Hipocampal.

Imunohistoquimica.



SAVENHAGO, V. M. Teneurin-2 and latrophyllin-1 in the hippocampal complex
of adult rats submitted to experimental epilepsy. 2023. 42 f. Trabalho de
Conclusédo de Curso (Graduagdo) - Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

Teneurins are type Il transmembrane proteins consisting of four homologous
members (Ten-1, Ten-2, Ten-3, Ten-4), expressed mainly in neurons during the
neurogenesis of the central nervous system (CNS), -collaborating in the
establishment and stabilization of neural circuits. These proteins establish homophilic
interactions between their counterparts (Ten-1-4), as well as heterophilic, especially
with latrophylline (LPHN). A study developed in our laboratory revealed the presence
of Ten-2 in reactive astrocytes in the hippocampal complex after epilepsy induced
with LiCl-pilocarpine in adult rats. Therefore, the present study aimed to analyze the
presence of LPHN-1 in the hippocampal complex after epilepsy induced by LiCl-
pilocarpine. For this, adult male rats received LiCl-pilocarpine and were sacrificed
2,5,14,35 and 65 days after induction of status epilepticus (SE) by transcardiac
perfusion. The histological sections of the hippocampal complex were submitted to
immunoperoxidase and analyzed in light microscope. The results indicated the
presence of reactive astrocytes immunopositive to LPHN-1 in the hippocampal
complex in animals with epilepsy induction. Quantitative analysis of the
immunoreactivity density in subfield 3 of the Cornu de Ammonis (CA3) revealed a
significant increase in reactive astrocytes immunopositive to LPHN-1 (P<0.0001),
especially in the groups of 5 and 14 days after the induction of SE in relation to the
control groups. These results indicate that Ten-2 and LPHN-1 in reactive astrocytes
in epilepsy may be a mechanism of protein interaction of interest in this pathological
condition, and future studies should explore the exact function of this interaction as a

possible neuroprotective function.

Keywords: Latrophyllin. Teneurin. Epilepsy. Hippocampal Complex.

Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

As teneurinas foram inicialmente identificadas em Drosophila
melanogaster durante estudos que buscavam encontrar proteinas homdlogas as
tenascinas. Inicialmente, essas proteinas foram denominadas como Ten-a (tenascin-
like protein accessory) e Ten-m (tenascin-like protein major) (BAUMGARTNER et al.,
1994; CHIQUET-EHRISMANN et al., 1991). Posteriormente, ficou evidente que as
teneurinas constituem uma familia composta por quatro membros homaologos (Ten-1,
Ten-2, Ten-3, Ten-4), conservados tanto em vertebrados quanto em invertebrados.
Essas proteinas sao predominantemente expressas no sistema nervoso central
(SNC) durante a neurogénese, o que as diferencia das tenascinas, que tém
expressao preponderante no tecido conjuntivo (TUCKER, 2018). Estruturalmente, as
teneurinas sao constituidas por aproximadamente 2.500 a 2.800 aminoacidos, com
um peso molecular em torno de 300 kDa, apresentando uma série de dominios
funcionais (TUCKER, 2018). Essas proteinas exibem orientagbes distintas, com os
terminais carboxila e amino direcionados para o exterior e o interior da célula,
respectivamente, o que as classifica como proteinas transmembrana do tipo Il
(MOSCA, 2015). Os dominios intracelulares (N-terminal) e transmembrana sao
relativamente curtos, compreendendo cerca de 300-375 e 300-400 aminoacidos,
respectivamente (TUCKER, 2018). Por outro lado, o dominio extracelular (C-
terminal) € composto por aproximadamente 2.300 aminoacidos, contendo diversos
residuos que demonstram afinidade com as moléculas da matriz extracelular. Esse
dominio extracelular inclui oito dominios semelhantes ao fator de crescimento
epidermal (epidermal growth factor-like—EGF), seguidos por uma regido rica em
cisteinas e sequéncias repetidas de aminoacidos tirosina e acido aspartico
(TUCKER, 2018).

As teneurinas podem sofrer clivagens em diversos sitios na regiao
extracelular, resultando na formacgao de proteinas com atividade extracelular, como a
familia de peptideos bioativos conhecidos como TCAP (teneurin C-terminal-
associated peptide), que consistem em aproximadamente 40-41 aminoacidos
(WANG et al., 2005). Esses peptideos também podem ser produzidos por meio de
transcrigao alternativa a partir do ultimo éxon do gene da teneurina (CHAND et al.,

2013). A isoforma TCAP-1, em particular, demonstrou notavel atividade fisiologica,
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impactando a resposta ao estresse, comportamentos relacionados ao uso de drogas
ilicitas, niveis de glicose no sangue em estudos in vivo, além de exibir uma potente
atividade neuroprotetora e estimular a neuroplasticidade em estudos in vitro (HOGG
et al., 2018).

Estudos tém indicado que as teneurinas desempenham um papel
fundamental no desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) e em outras
partes dos embrides de organismos como Drosophila melanogaster, Mus musculus e
Caenorhabditis elegans (DEPEW; AIMINO; MOSCA, 2019). Além disso, elas estao
envolvidas em diversas outras fungdes, incluindo a mediacdo de interagdes
homofilicas e heterofilicas entre células, orientacdo axonal, regulagdo da
proliferacdo celular e controle da transcricdo génica (DEPEW; AIMINO; MOSCA,
2019; MOSCA, 2015).

A capacidade de interacdo das teneurinas desencadeia uma cascata de
sinalizagdo intracelular, envolvendo modificacbes estruturais, fosforilacdo e
interagcdes nao-covalentes (HOGG et al, 2018; HUSIC; BARSYTE-LOVEJOY;
LOVEJOY, 2019; MOSCA, 2015; TUCKER, 2018). Essas interagdes tém sido
particularmente investigadas em relagdo ao grupo de proteinas conhecido como
latrofilinas (LPHNSs), que séo proteinas de membrana que interagem com a alfa-
latrotoxina, uma toxina de aracnideos (BOUCARD; MAXEINER; SUDHOF, 2014;
MOSCA, 2015; VYSOKOV et al.,, 2016; WOELFLE et al., 2015). Existem trés
isoformas de LPHN (LPHN-1, LPHN-2 e LPHN-3), expressas principalmente no
SNC, embora LPHN-2 também seja encontrada em tecidos nao neurais (SILVA et al.,
2011). A interagao heterofilica entre uma forma alternativa da Ten-2 chamada Lasso
e LPHN-1 é capaz de modular a atividade neuronal por meio da sinalizacao
intracelular de calcio (SILVA et al., 2011). A regidao do TCAP-2 desempenha um papel
fundamental nessa interacdo (BOUCARD; MAXEINER; SUDHOF, 2014; SILVA et al.,
2011; VYSOKOV et al.,, 2016, 2018; WOELFLE et al., 2015). Recentemente, foi
descoberto que a Ten-2 pode ser clivada, gerando diferentes ectodominios com
capacidade de atuar como mediadores paracrinos em células distantes, por meio de
sua interacdo com o receptor LPHN-1 (VYSOKOV et al., 2016, 2018). E relevante
mencionar que a Ten-2/TCAP-2 tem despertado grande interesse nos ultimos anos
devido a complexidade e variabilidade de seu terminal carboxila em diferentes

variantes de "splicing", resultando em atividades funcionais distintas em relagéo a
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outras teneurinas e TCAPs (JACKSON et al., 2018; SANDO; JIANG; SUDHOF,
2019; VYSOKOV et al., 2016, 2018).

Além disso, estudos também sugerem que outras proteinas, como as
distroglicanas e as integrinas, podem desempenhar um papel no sistema de adeséo
e sinalizacdo mediado pelas teneurinas (SUGITA et al., 2001; MOSCA, 2015;
WOELFLE et al., 2015). As distroglicanas, por exemplo, sdo fundamentais para o
desenvolvimento cerebral, a sinaptogénese, a plasticidade neural, as interagbes
gliais, a integridade da barreira hematoencefalica e a manutencdo da membrana
basal (AMTUL; HEPBURN, 2014; SATZ et al., 2010). Por outro lado, as integrinas
sdo proteinas compostas por subunidades a e 3, que interagem com os filamentos
de actina intracelular, funcionam como receptores para células adjacentes e
promovem a interacdo entre os terminais pré e pds-sinapticos na fenda sinaptica
(PARK; GODA, 2016).

A epilepsia, um disturbio cerebral crénico caracterizado por disfungéo
eletrofisiolégica que resulta em crises epilépticas espontaneas ou induzidas, também
esta associada a alteragdes na sinapse de excitacdo e inibicdo, afetando a
neurotransmissao e a atividade neuronal em diferentes regides do cérebro (GUNN;
BARAM, 2017; KOBAYASHI et al., 2020; SUPRIYA et al., 2021). Os astrocitos
desempenham um papel crucial na homeostase do tecido nervoso, na regulagéo da
excitabilidade e plasticidade dos neurdnios, no metabolismo de neurotransmissores
e na secregdo de moléculas neuroativas, como gliotransmissores e fatores
neurotroficos (KINBOSHI; IKEDA; OHNO, 2020; MAGAKI; WILLIAMS; VINTERS,
2018; NEAL; RICHARDSON, 2018; PLATA et al., 2018; SOFRONIEW; VINTERS,
2010). A expressao do gene Ten-2 foi identificada como alterada em algumas
doencgas cerebrais, como esclerose lateral amiotréfica (ELA) e na doenca de
Alexander (ANDRES-BENITO et al., 2017; KONDO et al., 2016).

Em estudos recentes conduzidos em nosso laboratorio, demonstramos a
expressao da Ten-2/TCAP-2 em astrécitos reativos apds indugdo experimental de
lesdes no coértex cerebral de ratos adultos (TESSARIN et al., 2019). Além disso,
observou-se um aumento significativo de Ten-2 em astrécitos reativos no SNC,
incluindo no complexo hipocampal, apdés a indugdo experimental do "status

epilepticus" (SE) no modelo cloreto de litio/cloridrato de pilocarpina (LiCl-pilocarpina)
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e no estabelecimento da epilepsia”. No entanto, a presenga de LHPN-1 ainda n&o

tinha sido avaliada nessa condigéo patoldgica experimental.

* TESSARIN et al., 2023, em submiss3o
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2 OBJETIVO

O objetivo deste estudo € investigar a presenca da proteina LPHN-1 no
complexo hipocampal de ratos adultos apds a indugcdo do status epilepticus no

modelo LiCl-pilocarpina, utilizando a técnica de imuno-histoquimica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste estudo, foram utilizados ratos adultos jovens (n=28), com idade
aproximada de 60 dias, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), pesando entre 280-
300g. Os animais foram obtidos do Biotério da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba (FOA — UNESP). Eles foram alojados individualmente sob condi¢cdes
controladas de iluminagdo, com ciclo claro-escuro de 12-12 horas, a uma
temperatura ambiente de 22°C (x2°C). Os ratos tiveram acesso irrestrito a agua e a
racdo. Os animais foram distribuidos em grupos de lesdo e grupo controle, como
detalhado a seguir. E importante destacar que este estudo experimental recebeu
aprovacdo prévia da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de

Odontologia de Aragatuba — UNESP, sob o numero de processo 2018-847.

3.2 Epilepsia induzida por cloreto de litio-pilocarpina

Os animais passaram por uma série de procedimentos antes da indugao
do status epilepticus (SE). Inicialmente, receberam uma inje¢ao intraperitoneal (i.p)
de cloreto de litio (127 mg/kg, Sigma-Aldrich, MO, USA) 20 horas antes da indugao
do SE. Isso teve como objetivo potencializar os efeitos da pilocarpina e permitir uma
reducao na dose deste indutor do SE (CURIA et al., 2008).

Trinta minutos antes da aplicagdo da pilocarpina, os animais foram
submetidos a uma injecao i.p de brometo de metil-escopolamina (1 mg/kg; S8502;
Sigma-Aldrich, MO, USA) para inibir ou atenuar os efeitos colinérgicos periféricos
provocados pela pilocarpina. Posteriormente, receberam uma injecdo i.p de
cloridrato de pilocarpina (40 mg/kg, P6503; Sigma-Aldrich, MO, USA) para induzir o
SE (CURIA et al., 2008; TURSKI et al., 1989).

Os animais foram cuidadosamente monitorados para verificar a
ocorréncia de crises convulsivas e, quando estas ocorreram, foram mantidos em SE
(grau 5 na escala de Racine, Racine, 1972) por um periodo de 2-3 horas. Isso teve
como objetivo induzir uma lesao epileptogénica no hipocampo. Os animais foram

entao divididos em grupos, cada um com um periodo especifico de sacrificio apds o
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SE (GE2D, GE5D, GE14D, GE35D e GE6G5D, com crises esponténeas, sendo n=4
para cada grupo experimental), além de grupos de controle (controle total - GCT e
controle farmacoldgico - GCF, com n=4 em cada grupo). No grupo de controle
farmacoldgico, os animais receberam as mesmas substéncias, exceto o cloridrato de
pilocarpina, que foi substituido por uma solugao fisiolégica, e foram sacrificados 5

dias apds essa administragao.

3.3 Perfusao transcardiaca

Os animais foram inicialmente anestesiados com uma solugido de
cloridrato de cetamina (70 mg/kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) e cloridrato de
xilazina (10 mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brazil). Em seguida, foram submetidos ao
processo de perfusdo transcardiaca onde foi administrada uma solugcdo salina
heparinizada (150 ml), seguida por uma solugao fixadora (500 ml de formaldeido a
4%, Sigma-Aldrich, MO, USA) em tampao fosfato (PBS) 0,1 M com pH 7,4. Apos
essa etapa, os encéfalos foram cuidadosamente removidos, pos-fixados por 4 horas
e, em seguida, submetidos a crioprote¢cdo em sacarose a 30%. Os encéfalos
crioprotegidos foram cortados no plano coronal em secg¢des seriadas com 30 um de
espessura, usando um micrétomo de congelagéo (SM 2000R, Leica, HE, Alemanha).
As secbes foram coletadas sequencialmente em uma série de 12 pogos de uma
placa de cultura e mantidas em solugéo anticongelante (PBS 0,1 M pH 7,4, contendo
30% de etilenoglicol e 20% de glicerol) até o momento da realizagdo da técnica de

imuno-histoquimica.

3.4 Técnica imuno-histoquimica

Para a execucdo da técnica imunoistoquimica, foi adotada a técnica da
imunoperoxidase indireta. Inicialmente, os cortes histolégicos foram lavados em PBS
0,1 M pH 7,4 durante 24 h com finalidade de remocdo de toda a solucao
anticongelante. Em seguida, os cortes histologicos foram submetidos a inativacéo da
peroxidase endodgena com solucdo de PBS 0,1 M pH 7,4 acrescido de 0,03 % de
peréxido de hidrogénio (7722-84-1, Dinamica, SP, Brasil) durante 1 h. Decorrido

esse tempo, os cortes histoldégicos foram novamente submetidos a 3 lavagens de 10
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minutos cada em PBS 0,1 M pH 7,4 seguido do bloqueio da biotina endégena com
PBS com 0,03 % de triton x-100 (PBS-TX, triton X-100; Sigma-Aldrich, MO, USA))
acrescido de 5 % de leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé®, SP, Brasil) durante 1 h.
Novamente os cortes histolégicos foram submetidos a 3 lavagens de 10 minutos
cada em PBS 0,1 M pH 7,4 e realizado bloqueio das reacdes inespecificas com
PBS-TX acrescido de 5 % de BSA (A7906, Sigma-Aldrich, MO, USA) durante 1 h.
Em seguida, 3 novas lavagens de 10 minutos em PBS 0,1 M pH 7,4 foram
realizadas e os cortes histologicos foram incubados em PBS-TX acrescido de 2%
de soro normal de burro (D9663, Sigma-Aldrich, MO, USA) durante 12 horas.
Seguidamente, os cortes histolégicos foram incubados em solucdo contendo
anticorpo primario anti-LPHN-1 feito em coelho (1:1000, ARL-021, Alabome, USA)
diluido em PBS-TX acrescido de 2% soro normal de burro durante 48 h a 4 °C. Em
seguida, os espécimes foram lavados em PBS 0,1 M, pH 7,4 durante 10 minutos e
incubados em solucao contando anticorpo secundario biotinilado anti-coelho (1:800,
sc—2042, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) durante 90 minutos e submetidos a
novas lavagens em PBS 0,1 M, pH 7,4. Em seguida, os cortes histologicos foram
incubados em solucdo contendo avidina e biotina (kit ABC, 1:200, PK-6200, Vector
Laboratories, CA, USA) durante 120 minutos. A revelacdo da reacdo de imuno-
histoquimica, sob controle visual, foi realizada através da solucéo de PBS 0,1 M, pH
7,4 e tetracloreto de diaminobenzidina (DAB, 0,02 %, 91-95-2, Sigma-Aldrich, MO,
USA) como cromdgeno acrescido de 0,2 % de peroxido de hidrogénio a 30 %. Para
intensificacdo da coloracéao, foi adicionado 0,2 % de sulfato de niquel aménia (NAS,
A1827, Sigma-Aldrich, MO, USA) diluido em tamp&o acetato junto a solucdo de
revelacdo. Apos a revelacdo, os cortes histologicos foram montados em laminas
gelatinizadas, desidratados a temperatura ambiente seguido da desidratacdo em
séries crescentes de alcoois (alcool 50 °GL e 70 °GL - banhos de 2 minutos; alcool
80 °GL e 95 °GL - banhos de 4 minutos; alcool 100 °GL - 3 banhos de 5 minutos
cada) e xiléis (banhos de 5, 10 e 15 minutos) e finalmente protegidos com meio de
montagem (Entellan, 107961, Merckmillipore, HE, Alemanha) e laminula de vidro. Os
controles das reacdes imunoistoquimicas foram realizados através das omissdes
dos anticorpos primario e secundarios. Além disso, a especificidade dos anticorpos
empregados foi confirmada em ensaios de teste de adsor¢cdo em estudos prévios
(TESSARIN et al., 2019).



19

3.5 Analises qualitativas e quantitativas

As analises qualitativas das imunorreatividades para LPHN-1 foram
realizadas em microscopia de luz (Axiolab A1, Carl Zeiss, BW, Alemanha), de acordo
com a sua divisdo citoarquiteténica (Jiang e Swann, Figura 1) e baseada no Atlas
esterotaxico do SNC de ratos (SWANSON, 1992).

Para analise quantitativa foram capturados 5 campos microfotograficos de
cortes histolégicos frontais equidistantes em 440 ym de cada animal (n=4) para os
grupos controles (GCT e GCF) e epilépticos (GE2D, GE5D, GE14D, GE30 e GE60)
da subdivisdo CA3 do hipocampo, utilizando microscopio 6ptico em campo claro
(Axiolab A1, Carl Zeiss, NI, Alemanha) com objetiva de 10x, acoplado a camera
digital (AxioCam MRc5, Carl Zeiss, NI, Alemanha) e empregando um software
especifico (Zen2, Carl Zeiss, BW, Alemanha) (Figura 1). A subdivisdo CA3 do
hipocampo foi selecionada para as analises quantitativas, uma vez que se trata da
area hipocampal mais sensivel as alteracdes neuroplasticas induzidas durante
processos neuroinflamatérios, neurodegenerativos, sendo também o principal sitio
epileptogénico (CHERUBINI; MILLES, 2015) (Figura 1). Vale ressaltar que para a
selecdo das areas de interesse e captura das imagens microfotograficas para as
analises quantitativas foi adotado como referéncia anatbmica o segundo corte
histolégico da série que era possivel identificar a subdivisdo do CA3 do hipocampo.
Em seguida, as imagens foram salvas em formato eletrénico TIFF e analisadas,
levando em consideracéo a densidade de imunorreatividade (porcentagem de pixels/
area), utilizando o software eletrébnico de dominio publico Image J (National Institutes
of Health, MD, USA). Vale ressaltar que para esta analise, inicialmente, uma imagem
da subdivisdo do CA3 pertencente a um animal do grupo GE5D foi convertida em
tons de cinza e, em seguida, foram ajustados os padrdes de intensidade, contraste,
briiho e threshold a ponto que fosse possivel visualizar com clareza a
imunorreatividade para LPHN-1 nos astrécitos. Esses pardmetros foram mantidos
para as demais imagens analisadas, conforme descrito por King et al. (2002) e Singh
et al. (2012). Os dados do percentual de area (porcentagem de densidade de pixels/
area) exibindo LHPN-1 nas regides de interesse dos grupos controles e

experimentais foram expressos em média (x erro padrao), submetidos ao teste de
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normalidade (Shapiro—Wilk) e, em seguida, submetidos ao teste estatistico de
analise de variancia simples (One way ANOVA) e pos-teste de Tukey utilizando o
software GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software, CA, USA), considerando p <

0,05 como significante.
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Figura 1 - Esquema mostrando o complexo hipocampal, com suas subdivisées e
camadas celulares, baseado em suas caracteristicas citoarquitetonicas. Abreviaturas:
CA, Cornu de Ammonis; DG, giro denteado; F, fimbria; H, hilus; SO, estrato oriens; SP,
estrato piramidal; SR, estrato radiato; SLM, estrato lacunoso-molecular; SL, estrato
lucido; SM, estrato molecular; SG, estrato granuloso

Fonte: Esquema extraido de Hirofumi Noguchi, Guangnan Li, Samuel J Pleasure, 2020.
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4 RESULTADOS

4.1 Imunomarcacao para LPHN-1 no hipocampo

A analise qualitativa revelou discreta imunorreatividade da LPHN-1 em
astrocitos, distribuidos de forma uniforme em todas as camadas do complexo
hipocampal nos grupos controle total (GCT) e controle farmacologico (GCF) (Figura
2).

Nos animais experimentais com inducdo de epilepsia, essas
imunomarcagdes tornaram-se intensas e presentes nos astrécitos reativos (Figura
2). Observou-se uma distribuicdo heterogénea da imunorreatividade do LPHN-1 no
tanto nas subdivisbes do CA e do GD e, variando nas camadas celulares,
principalmente nos grupos GE14D, GE35D e GE65D (Figura 2). Adicionalmente, em
alguns casos, foram observadas diferencgas regionais entre os animais pertencentes
a um mesmo grupo epiléptico. A imunorreatividade concentrou-se, em particular, em
todas as camadas de CA1, CA2 e GD nos grupos GE35D e GEG5D (Figura 2).

As analises quantitativas (porcentagem de imunorreatividade em pixels
por area) das células imunorreativas a LPHN-1 foram restritas a subdivisdo CA3 do
hipocampo (vide Material e Métodos). No GCT foi observada uma area média de
11,94 ym? = 0,5 ym? e no GCF foi observada 12 ym? + 0,8 um? (Figura 3). A
imunorreatividade do LPHN-1 aumentou substancialmente, principalmente nos
grupos de animais epilépticos GE5D (235 pm? + 20 um?) e GE14D (145,3 ym? + 10,8
Mm?) e permaneceu elevada nos demais grupos epilépticos cronicos (GE35D, 42,8
pm? £ 2 um?;, GE65D, 82,70 um? £ 4,2 ym?) (Figura 3). A analise quantitativa revelou
que os grupos GE5D e GE14D apresentaram diferengas significativas em relagao
aos demais grupos (p<0,0001), enquanto todos os grupos epilépticos exibiram
diferengas estatisticamente significantes (p<0,0001) em comparagdo com 0s grupos
GCT e GCF (Figura 3). Nao foram observadas diferencas estatisticamente

significativas entre os grupos GCT e GCF (Figura 3).
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Figura 2 - Fotomicrografia de luz mostrando o padrdao de imunorreatividade para
LPHN-1 nos cortes histolégicos frontais do hipocampo de ratos adultos nos
diferentes grupos experimentais. Em A é possivel observar as subdivisées do
hipocampo, incluindo CA1, CA2, CA3 e o giro denteado. Em E' evidenciam os
astrocitos reativos com imunorreatividade a LPHN-1, presentes em todas as camadas
da subdivisao CA3 do grupo epiléptico EG14. Em E" sdao mostradas células
distribuidas nos estratos radiado e lacunoso-molecular, evidenciando sua
disseminacao nas diferentes camadas citoarquitetdnicas. Abreviaturas: CA,
subdivisoes do Cornu de Ammonis; GCF, grupo controle farmacolégico; GD, giro
denteado; GE2D, grupo epilepsia — 2 dias; GE5D, grupo epilepsia — 5 dias; GE14D,
grupo epilepsia —14 dias, GE35D, grupo epilepsia — 35 dias; GE65D, grupo epilepsia —
65 dias

Fonte: Tessarin et al, 2023
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Figura 3 - Anadlise da porcentagem da densidade de imunorreatividade temporal
(porcentagem de densidade de pixels/ area) para LPHN-1 na subdivisido CA3 do
hipocampo em todos os grupos experimentais. Nota-se um aumento significativo no
GE5D e GE14D em relagao aos outros grupos. Os valores médios (* erro padrao
médio - EPM) de cada grupo experimental foram submetidos a ANOVA “one-way” e ao
teste post hoc de Tukey, considerando-se p < 0,05 como significativos. Observacgao: b,
GES5D vs. GCT, GCF, GE2D, GE35D e GE65D (p <0,0001); a, EG2 vs. GCT e GCF (p
<0,0001); c, GE14D vs. GCT, GCF e GE60 (p < 0,0001); d, GE14D vs. GE2D (p <0,05); e,
GE14D vs. GE35D (p <0,01); f, GE14D vs. GE65D (p <0,001); g, GE35D vs. GCT, GCF (p
<0,001); h, GE65D vs. GCT (p <0,01); GE65D vs. GCT (p <0,001). Abreviaturas: CA3,
Subdivisdao 3 do Cornu Ammonis do hipocampo; GCF, grupo controle farmacolégico;
GE2D, grupo epilepsia 2 dias; GE5D, grupo epilepsia 5 dias; GE14D, grupo epilepsia
14 dias; GE35D, grupo epilepsia 35 dias; GE65D, grupo epilepsia 65 dias

©

CA3 do hipocampo

N
o
1

—
o
1

O,
1

0 T L L L) T T L

GCT GCF GE2D GES5D GE14D GE35D GE65D

Porcentagem de imunorreatividade
(10 x 10°um’)
&

Fonte: Tessarin et al, 2023



25

5 DISCUSSAO

Neste estudo, por meio da técnica de imunohistoquimica, foi revelado que
0s animais pertencentes aos grupos que experimentaram status epilepticus (SE)
apresentaram um aumento notavel de astrécitos hipertrofiados (astrocitos reativos)
imunorreativos a LPHN-1, proeminente nos grupos GE5D e GE14D. Importante
destacar que esses astrocitos reativos persistiram durante todo o periodo de estudo,
sendo especialmente prevalentes em areas que exibiam degeneragdo neuronal
aguda ou cronica, abrangendo ndo apenas o complexo hipocampal, mas também os
cortices sensoriais, motores, associativos, piriformes e entorrinais, além dos nucleos
lateral e anterodorsal do talamo (dados n&o apresentados). Estes achados estdo em
consonancia com estudos prévios (SCHOLL; DUDEK; EKSTRAND, 2013; WANG et
al., 2008) que também identificaram essas areas neuronais com degeneracdo. E
importante notar que essas areas de degeneragao neuronal estdo consistentemente
circundadas por astrocitos reativos imunopositivos para LPHN-1, especialmente nos
grupos afetados pela epilepsia, como GE14D, GE35D e GE65D (dados néo
apresentados). Essas descobertas enfatizam uma relagdo intrincada entre a
ativacdo dos astrocitos e os processos patoldgicos associados a epilepsia. Estudos
anteriores tém consistentemente documentado a presenca de astrocitos reativos em
fases tanto precoces quanto tardias da epilepsia, o que corrobora os achados deste
estudo (CLASADONTE et al., 2016; GARCIA-GARCIA et al., 2017; LI; LIU, 2019;
SOFRONIEW; VINTERS, 2010; VIZUETE et al, 2018). Os dados
imunohistoquimicos revelaram uma imunorreatividade persistente ao LPHN-1 em
astrécitos reativos distribuidos de maneira uniforme no complexo hipocampal nos
animais dos grupos GE2D, GES5D e apresentando um padrao irregular e distinto
entre animais do mesmo grupo experimental em GE14D, GE35D e GE65D. Com
base nessa marcante imunomarcacao de astrocitos reativos, € plausivel inferir que o
sistema proteico Ten-2/LPHN-1 desempenha um papel relevante apds a ocorréncia
do SE. Pesquisas anteriores também demonstraram a presenca de astrocitos
reativos com imunorreatividade para Ten-2-LI ou LPHN-1 apés a indugao de lesao

por inser¢ao de agulha no cértex cerebral de ratos adultos (TESSARIN et al., 2019).

E relevante observar que, no presente estudo, ndo se observou um

aumento na expressdo de LPHN-1 em neurbnios ou em células microgliais e
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oligodendrdcitos. Isso sugere que os astrocitos reativos s&o as principais células no
hipocampo em que a imunorreatividade ao LPHN-1 esta significantemente
aumentada apés a indugdo do SE, similarmente ao aumento da imunorreatividade a
Ten-2 nessas mesmas célulast. A interagéo heterofilica entre Teneurin-2/TCAP-2 e
seu receptor endogeno LPHN-1 tem sido objeto de varios estudos recentes. A familia
de receptores pos-sinapticos acoplados a proteina G de adesdo (aGPCR) inclui
membros como LPHN-1, LPHN-2 e LPHN-3, conhecidos como latrofilinas (LPHNSs)
(SILVA; USHKARYOQV, 2010). Essas informagdes contextualizam a importéncia da
interagdo entre Teneurin-2/TCAP-2 e LPHN-1 no contexto das respostas celulares
em condigbes patologicas, como a epilepsia, e podem fornecer insights valiosos

para a compreensao dos mecanismos subjacentes a essas condigdes.

A LPHN-1 é predominantemente expressa no cérebro, desempenhando
um papel fundamental na formagado de circuitos neurais e na migragédo neuronal.
Essa funcdo é mediada por interagcdes heterofilicas com diversas moléculas,
incluindo teneurinas, neurexina, fibronectina e proteinas transmembrana ricas em
leucina (FRLT) (BOUCARD; MAXEINER; SUDHOF, 2014; HUSIC; BARSYTE-
LOVEJOY; LOVEJOY, 2019; LI et al., 2018; MORENO-SALINAS et al., 2019;
SANDO; SUDHOF, 2021; SILVA; USHKARYOV, 2010; VYSOKOV et al., 2016;
WOELFLE et al., 2015). A interagao entre teneurinas e LPHN n&o se limita a adeséao
intercelular na sinapse, mas também pode afetar a sinalizagcdo intracelular nos
neurdnios, influenciando os niveis de calcio e/ou vias do AMPc (LI et al., 2018;
MORENO-SALINAS et al., 2019; VYSOKOV et al., 2018). Um estudo anterior
revelou a existéncia de uma variante de splicing da Ten-2, chamada de Lasso, que
interage principalmente com a LPHN-1, modulando o influxo de calcio na regiao pré-
sinaptica (SILVA et al.,, 2011). Em uma analise in vitro de astrécitos cerebelares
imortalizados, foi demonstrado que essas células expressam TCAP-1-4 e
respondem ao tratamento com TCAP-1, resultando em um aumento significativo nos
niveis de calcio intracelular, observado 3 e 6 minutos apds o tratamento com TCAP-1
(TESSARIN et al., 2019). Esses achados ressaltam a complexidade das interacoes

envolvendo a LPHN-1 e suas implicagdes no funcionamento do SNC.

" TESSARIN et al., 2023, em submiss3o
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E crucial destacar que a sequéncia TCAP das teneurinas desempenha um
papel fundamental na interacdo com ADGRL, contribuindo para a estabilizacao
celular e seus papéis funcionais (HUSIC; BARSYTE-LOVEJOY; LOVEJOY, 2019;
SILVA et al., 2011). Em um estudo conduzido em nosso laboratorio, observou-se a
colocalizagdo de Ten-2 e LPHN-1 em astrécitos reativos, o que sugere a
possibilidade de um mecanismo de autoestimulacdo ou autoinibicido dessas células
por meio desse sistema de sinalizacdo. Essa interacdo pode desempenhar um papel
critico na manutengdo da homeostase cerebral apds os efeitos prejudiciais da

indugdo do status epilepticus pelo modelo LiCl-pilocarpina®.

Estudos recentes tém demonstrado que os astrocitos também
desempenham um papel significativo em convulsdes e transtornos epiléticos
(PURNELL; ALVES; BOISON, 2023; SANO et al., 2021; SANZ; GARCIA-GIMENO,
2020; VERHOOG et al., 2020). Os astrdcitos liberam gliotransmissores por meio de
sinapses tripartidas, onde suas extensdes celulares distais se aproximam da fenda
sinaptica. Entre esses gliotransmissores estdo o glutamato, acido gama-
aminobutirico  (GABA), N-metil-D-aspartato = (NMDA) e varios outros
neuromoduladores que podem influenciar as fungdes sinapticas nos neurbnios
(ARAQUE et al., 1999, 2014; BEN HAIM et al., 2015; BOISON, 2008; COVELO;
ARAQUE, 2016; GUNDERSEN; STORM-MATHISEN; BERGERSEN, 2015;
MITTERAUER, 2015). Nesse contexto, a influéncia dos astrocitos na sinapse
tripartida pode ser uma resposta a hiperatividade neuronal, como a observada no
modelo de epilepsia induzida por LiCl-pilocarpina, que resulta em toxicidade devido
ao aumento de calcio no espago extracelular (SCORZA et al, 2009). Essas

interacbes complexas entre astrécitos e neurbnios podem desempenhar um papel
fundamental na fisiopatologia da epilepsia. E plausivel supor que a interacdo entre

Ten-2/TCAP-2 e LPHN-1 em astrécitos reativos possa estar associada ao influxo de
calcio, influenciando assim as funcgdes sinapticas em neurdnios hiperativos em
diversas areas do sistema nervoso central (SNC). Essa interacdo pode contribuir
para a plasticidade sinaptica e fornecer neuroprotecdo, uma vez que astrocitos
reativos tém a capacidade de liberar fatores que protegem o SNC e auxiliam na

manutencao dos circuitos neuronais (CHIARELI et al., 2021). Além disso, nao se

*TESSARIN et al., 2023, em submiss3o
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pode descartar a possibilidade de uma interacdo mecanica mediada entre Ten-
2/TCAP-2 e LPHN-1, considerando que astrocitos reativos com imunorreatividade
para Ten-2-LI ou LPHN-1 apresentam prolongamentos celulares que se entrelagam
entre si® . Os astrécitos também estabelecem comunicacdo entre si por meio de
jungcdes comunicantes, o que facilita o trafego de substancias como glicose,
metabdlitos e diversas moléculas essenciais que podem circular entre células
proximas ou distantes, formando redes sinciciais. Essa capacidade dos astrécitos
desempenha um papel crucial na manutengdo da homeostase cerebral e no
metabolismo energético (PEKNY; NILSSON, 2005). Vale ressaltar que essas
fungcdes podem ser estimuladas ou inibidas em condi¢des de disturbios do SNC
(COVELO; ARAQUE, 2016; KIELIAN; ESEN, 2004). Assim, o aumento na
imunorreatividade do sistema proteico Ten-2/TCAP-2/LPHN-1 em astrocitos reativos
pode desempenhar um papel importante ndo apenas nas interagdes mecanicas,
mas também nas interagdes funcionais entre essas células, contribuindo para a

restauracdo da homeostase local no contexto das alteragbes patoldgicas do SNC.

E valido especular que o "splice variant" da Ten-2, conhecido como Lasso,
possa ser liberado para o espago extracelular e interagir com o LPHN-1 modulando
0s niveis de calcio e ATP intracelular em neurdnios. A colocalizagdo de Ten-2 e
LPHN-1 nos mesmos astrdcitos reativos sugere a possibilidade de um mecanismo
autoregulatério, como mencionado anteriormente. Peptideos bioativos gerados pela
protedlise da Ten-2 em astrocitos reativos podem interagir com LPHN-1,
desencadeando uma estimulagado autdcrina que ativa diversos parametros celulares
para manter a homeostase do complexo hipocampal, apds os efeitos prejudiciais
causados pela persistente hiperexcitabilidade neuronal induzida pelo LiCl-
pilocarpina. E bem conhecido que a pilocarpina induz estresse neuronal e morte
celular. Um dos mecanismos envolvidos nesse processo € a ativagao dos receptores
NMDA pela liberagao de glutamato nas sinapses, o que resulta no influxo de calcio
nas células nervosas e na ativacdo de numerosos sistemas enzimaticos que
culminam em apoptose e necrose neuronal (SCORZA et al., 2009). Durante esses
processos, 0s neurdnios ativam mecanismos de homeostase intracelular de calcio
para protegerem-se do estresse metabdlico e funcional. Esses mecanismos incluem

a redugdo dos niveis de célcio intracelular por meio de Ca?* ATPases, como a

$ TESSARIN et al., 2023, em submissdo
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ATPase transportadora de calcio do reticulo sarcoendoplasmatico (SR), a ATPase de
transporte de calcio (SERCA) e a Ca?* ATPase da membrana plasmatica (PMCA)
(SCORZA et al., 2009). A atividade do PMCA possibilita o efluxo de calcio dos
neurdnios para o espacgo extracelular, e essa atividade enzimatica é evidente apds
convulsdes induzidas pela pilocarpina, tanto na fase aguda quanto na fase tardia
ap6s a inducdo do status epilepticus (SE) (SCORZA et al., 2009). E plausivel
considerar que o aumento na sintese das proteinas do sistema Ten-2/TCAP-
2/LPHN-1 em astrécitos reativos pode servir como um mecanismo de protegcao em
sinapses ftripartites, auxiliando na captacdo de calcio extracelular e, assim,
potencialmente minimizando a morte neuronal induzida pela pilocarpina. Essa
resposta protetora pode estar relacionada a regulacdo dos niveis de calcio
intracelular, que desempenham um papel critico na sobrevivéncia das células
nervosas. Por outro lado, a sinalizacido mediada pelo calcio intracelular em astrdcitos
reativos pode modular multiplas vias intracelulares potenciais e influenciar o destino
desse ion, direcionando-o para compartimentos celulares de armazenamento de
célcio. Esse complexo sistema de regulagédo do calcio intracelular em astrécitos
pode ter implicagdes significativas na resposta aos desafios patoldgicos, como os
induzidos pela pilocarpina, e na manutencdo da homeostase cerebral. Em resumo, a
interagdo entre astrdcitos reativos, o sistema Ten-2/TCAP-2/LPHN-1 e a regulagéo
do calcio intracelular representa um aspecto importante na resposta adaptativa do
sistema nervoso central a condigdes patologicas, como convulsées induzidas por
pilocarpina, e pode desempenhar um papel crucial na prote¢cdo neuronal e na

manutencgao do equilibrio no ambiente cerebral.

Os processos terminais dos astrécitos, conhecidos como pés vasculares
dos astrocitos, desempenham um papel fundamental no estabelecimento e na
manutenc¢ao da barreira hematoencefalica (BHE). A BHE é essencial para regular a
permeabilidade na interface entre os vasos sanguineos e o tecido nervoso do
sistema nervoso central (SNC) (DEL ZOPPO; MILNER, 2006; GIOVANNONI;
QUINTANA, 2020; GONDO et al., 2014; JANZER; RAFF, 1987; KALMAN et al.,
2011; SERLIN et al., 2015). A integridade da BHE é fundamental para controlar a
passagem de moléculas e substancias do sangue para o tecido cerebral. Em varias
condigdes patolégicas, como acidente vascular cerebral, infecgcdes e epilepsia, a

permeabilidade da BHE pode ser comprometida, levando a alteragdes na difuséo de
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varias moléculas dos vasos sanguineos para o tecido cerebral (BREUER et al,
2017; CAVAGLIA et al., 2001; CHODOBSKI; ZINK; SZMYDYNGER-CHODOBSKA,
2011). Em modelos animais de epilepsia, induzidos por substancias como o acido
cainico, pilocarpina ou estimulagdo elétrica, foi observada a diminuigdo da
expressdo das subunidades a e [ da distroglicana, bem como alteragdes na
permeabilidade da BHE minutos apds o status epilepticus (SE). Essas alteragdes na
BHE podem persistir por varios dias em areas como o hipocampo, cortex entorrinal,
amigdala e talamo (AGRAWAL et al., 2006; GONDO et al., 2014; HANDFORTH,;
TREIMAN, 1995; KALMAN et al., 2011; LASSMANN et al., 1984; MICHALAK et al.,
2013; MILNER et al., 2008; NDODE-EKANE et al., 2010; SZABO; KALMAN, 2008;
VAN LANDINGHAM; LOTHMAN, 1991; VAN VLIET, ARONICA; GORTER, 2015).
Essas alteracbes na BHE podem ser um fator importante na patogénese da
epilepsia, permitindo a entrada de substancias nocivas no cérebro e contribuindo
para a hiperexcitabilidade neuronal. Portanto, compreender o papel dos astrécitos e
seus processos terminais na regulagdo da BHE é crucial para desvendar os
mecanismos subjacentes a epilepsia e pode oferecer alvos terapéuticos potenciais
para o tratamento da doenca. A observacao da colocalizacdo de astrécitos reativos
imunopositivos para LPHN-1 projetando suas extensdes celulares para vasos
sanguineos no cortex cerebral e hipocampo € intrigante e sugere a possibilidade de
que esses pés-vasculares dos astrécitos desempenhem um papel compensatorio
em resposta a diminuicdo da expressao da distroglicana. A interagao entre Ten-
2/TCAP-2/LPHN-1 pode estar contribuindo para restabelecer a fungdo normal da
barreira hematoencefalica (BHE) e a permeabilidade cerebral. Estudos anteriores
demonstraram interagdes heterofilicas entre a teneurina e a distroglicana, que
desempenham um papel na regulacdo da sintese de colageno tipo IV em
Caenorhabditis elegans, sendo também observadas nos testiculos de ratos adultos,
possivelmente regulando o tamanho testicular e a sintese de testosterona. A
colocalizacdo de TCAP-1 e B-distroglicanos também foi observada em células
hipocampais, o que sugere uma fungao na organizacao do citoesqueleto. Nesse
contexto, € plausivel sugerir que a interagdo entre Ten-2 e LPHN-1 em astrocitos
reativos pode estar contribuindo para a regulacdo da permeabilidade da BHE. Essa
interacdo pode ser um mecanismo compensatorio para manter a integridade da

BHE, especialmente em condigdes patolégicas, como epilepsia induzida por
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substancias como a pilocarpina. Investiga¢gées adicionais que se concentrem nas
possiveis interagcdes entre Ten-2 e LPHN-1 em astrocitos reativos e distroglicanas
presentes em células endoteliais e/ou pericitos na BHE sdo essenciais para
compreender melhor o papel neuroprotetor potencial do sistema Ten-/TCAP-2/LPHN-
1 no sistema nervoso central. Isso pode abrir novas perspectivas de pesquisa e
potencialmente levar a estratégias terapéuticas para melhorar a fungcdo da BHE e a

protecéo cerebral em condigdes neuroldgicas comprometidas.

Estudos futuros que utilizem abordagens metodolégicas atuais, exemplo
animais com edi¢cdes génicas das latrofilinas e teneurinas, serdo cruciais para
aprofundar nossa compreensao das funcdes detalhadas de Ten, TCAP e LPHN-1 em
disturbios cerebrais, incluindo a epilepsia. O trabalho desenvolvido introduz um novo
sistema proteico quanto aos mecanismos subjacentes a epilepsia e oferecer
“insights” valiosos sobre como modular esse sistema de sinalizagéo para prevenir ou

minimizar os efeitos prejudiciais dos transtornos convulsivos.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que através da técnica da imunoperoxidase
indireta que a imunorreatividade a LPHN-1, considerado o principal ligante endégeno
de Teneurina-2/TCAP-2, estava aumentada em astrocitos reativos na Subdivisdo
CA3 do complexo hipocampal de ratos adultos, principalmente dois e cinco dias
apos o status epilepticus usando o modelo de epilepsia LiCl-pilocarpina. Dentro dos
limites desse estudo, pode-se especular que o sistema Ten-2/TCAP-2/LPHN-1 pode
ser ativado em astrdcitos reativos como um mecanismo neuroprotetor em certos
transtornos epilépticos. Estudos adicionais utilizando novas abordagens
metodoldgicas sdo necessarios para investigar as fungdes detalhadas do sistema
proteico da Ten-2/TCAP-2/LPHN-1 em disturbios cerebrais e avaliar este sistema de
sinalizagcdo como um alvo terapéutico para prevenir ou minimizar os efeitos

deletérios de certos transtornos convulsivos/epilepsia.
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