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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
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(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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2 OBJETIVOS

Obijetivo 1:
Realizar mapeamento neuroanatbmico das teneurinas 2 e 4 visando suprir a

auséncia destes dados no sistema nervoso central (SNC) de animais adultos de uma mesma
espécie de primatas ndo-humano (Sapajus spp), através do método da imunoperoxidase

indireta.

Objetivo 2:
Realizar mapeamento neuroanatdmico da teneurina 3 no SNC de primatas nao-
humano (Sapajus spp) e analise comparativa com roedores (Rattus norvegicus), atraves do

método da imunoperoxidase indireta.

Obijetivo 3:
Correlacionar a distribuicdo dos membros das TENs com as latrofilinas (LPHNS),
ligantes enddgenos das TENSs, em areas do SNC de primatas ndo-humano (Sapajus spp),

através dos métodos de imunoperoxidase e dupla imunofluorescéncia indireta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Para este trabalho foi utilizado o SNC de animais adultos da espécie de primata
ndo-humano Sapajus spp. Inicialmente é valido salientar que a nomenclatura adotada para
esta espécie foi recentemente alterada passando os animais outrora denominados de Cebus
apella para Sapajus spp (ALFARO et al., 2012; IZAR et al., 2012; WHEELER et al., 2013).
Isso ocorreu, pois, de modo geral, os primatas popularmente conhecidos como macacos-prego
sdo divididos em dois grandes grupos que sdo os graceis (devido auséncia de pelagem em
forma de crista no topo da cabeca) e robustos (presenca de pelagem em forma de crista no
topo da cabeca), sendo que, desde 1960 sdo nomeados de Cebus apella todas as espécies do
grupo robusto (HILL, 1960; ALFARO et al., 2012). Porém, em 2011 foi verificada a
existéncia de tipos distintos dentro deste grupo, sendo sugerido o género Sapajus para
denominar o grupo robusto e Cebus o grupo gracil (ALFARO et al., 2012). Esta alteracdo se
deve aos estudos morfoldgicos, genéticos, comportamentais, ecoldgicos e biogeogréficos, 0s
quais verificaram uma diversidade de tipos de primatas dentro do género Cebus que
impulsionaram a colocacdo dos mesmos em um género separado. Portanto, em nosso trabalho
sera empregado a nomenclatura Sapajus spp para se referir ao grupo anteriormente
denominado de Cebus apella como proposto na literatura (WHEELER et al., 2013).

Neste estudo foram utilizados macacos machos adultos (idade entre 4 a 5 anos) da
espécie Sapajus spp (n=3) que apresentavam peso corpdreo entre 2.200 a 2.700 g. Através da
verificacdo do peso corpdéreo é possivel estimar a maturidade sexual desta espécie sendo
constatado que para 0s machos a completa maturidade € atingida ap6s 2.500g (NAGLE,
1982). O uso e fornecimento para pesquisa desses animais foram fiscalizados e orientados
segundo normas e procedimentos do Nucleo de Procriacdo de Macacos-prego associado ao
Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia — UNESP, Campus de
Aracatuba, segundo a portaria 016/94 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) de 04 de abril de 1995. Ressaltamos que o tecido
nervoso do primata utilizado neste trabalho foi coletado anteriormente para a realizacdo de
outros trabalhos de pesquisa e se encontram adequadamente armazenados em sistema de

congelagdo no setor de Morfologia do Departamento de Ciéncias Bésicas da Faculdade de
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Odontologia de Aracatuba — UNESP sob responsabilidade do Prof. Dr. Claudio A. Casatti.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP (protocolo 02257-
2012, Anexo 1).

Neste trabalho também foi utilizado o tecido nervoso de roedores que foram obtidos
de ratos machos adultos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar (n=4) por volta dos 4 meses
de idade e com peso corporeo entre 270g a 300g. Estes animais foram obtidos do Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Os procedimentos
experimentais para o uso desta espécie foram aprovados pelo CEUA da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba — UNESP (protocolo 02401-2012, Anexo 2).

3.2 Processamento histoldgico do sistema nervoso central (SNC)
Sapajus spp

Os procedimentos realizados para a obtencdo do SNC do primata iniciaram com a
tranquilizacdo dos animais através da injecdo intramuscular de cloridrato de cetamina (10
mg/kg, Francotar®, Virbac, SP, Brasil) seguido de anestesia profunda pela injecéo
intraperiotenal de tiopental sédico (30 mg/kg Thionembutal® - Fontoveter, Brasil) e injecdo
intramuscular de diazepinico (0,3 mg/kg Diazepan® - Unido Quimica Farmacia Nacional
S.A., Brasil). Em seguida os procedimentos de fixacdo e preparo histoldgico do tecido
nervoso seguiram os protocolos estabelecidos para 0 SNC de macacos (ROSENE et al., 1986;
ST JOHN JL, 1997). Os animais foram perfundidos através da parte ascendente da aorta por
puncdo cardiaca, primeiramente com solucdo salina (0,9%) e em seguida com solugcbes
fixadoras constituidas de formaldeido 4% preparado em tampéo acetato 0,1 M (pH 6,5, 3L) e
finalmente formaldeido a 4% em tampé&o tetraborato de sédio 0,1M (pH 9,5, 3L). Apos a
perfusdo o encéfalo, medula espinal e hipofise dos primatas foram transferidos para solucéo
crioprotetora constituida de 10% de glicerol e 2% dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Chemical,
MO, USA) em tampao tetraborato de sodio 0,1 M (pH 9,5) por 3 dias a 4°C. Uma segunda
crioprotecao foi realizada através de solucdo crioprotetora constituida de 20% glicerol e 2%
de DMSO em tampdo tetraborato de sédio 0,1 M (pH 9,5) a 4°C, durante 7 a 10 dias. A
microtomia do encéfalo e da medula espinal foi realizada em micrétomo de congelamento

(SM 2000R, Leica, Alemanha) com obtencdo de seccbes de 40 um de espessura em plano
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coronal. As secgdes foram acondicionadas em oito séries com seis compartimentos cada
contendo solugcdo tamponada de anticongelante livre de RNase (0,5x PBS 0,1M, 30% etileno
glicol e 20% glicerol) e armazenadas em congelador (freezer) a -20°C. Séries adjacentes com
cortes histoldgicos representativos do neuroeixo foram utilizadas para técnica de imuno-
histoquimica e Nissl.

Para obtencdo dos cortes histologicos da hipdfise do primata foi realizado o
processamento histoldgico para inclusdo em parafina através das seguintes etapas: a)
desidratacdo em série crescente de alcodis (70%, 80%, 90%, 100% | a 100% Il — 40 minutos
em cada banho em sistema de vacuo); b) banho em solucéo de alcool-xilol (40 minutos em
sistema de vacuo); c) banho em solugdes de xilol I a xilol 1l (40 minutos cada banho em
sistema de vacuo); d) impregnacdo em parafina I-111 (40 minutos cada banho) em estufa a
56°C; e) inclusdo e emblocamento da hipdfise em parafina (Histosec, Merck, Alemanha). O
seccionamento da hipdfise foi realizado em micrétomo automatico Leica (RM2155, Leica
Microsystems Inc, SP, Brazil) para obtencdo de cortes com 5 um de espessura sendo 0sS
mesmos coletados em laminas de vidro (Brain Research Laboratories® microscope slides
25x75x1.0 mm adhesion superfrost plus). As laminas histologicas da hipdfise foram
armazenadas em caixas porta-laminas a temperatura ambiente, livre de umidade, até a

realizacdo da técnica de imuno-histoquimica.

Rattus norvegicus

Para obtencdo do encéfalo, medula espinal e hipéfise de ratos foram realizadas as
seguintes etapas laboratoriais (descricdo metodoldgica empregada no laboratério do prof. Dr.
José de Anchieta de Castro e Horta-Junior, Departamento de Anatomia — Instituto de
Biociéncias de Botucatu, UNESP): alojamento dos animais em gaiolas (33x17x18cm) com
livre acesso a agua e racdo, em biotério com temperatura controlada (21 a 23°C) e ciclo
claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas as 7:00h). Para administracdo do agente antimitdtico
colchicina (Sigma #C9754) os animais (n=2) foram previamente anestesiados com uma
solugdo anestésica constituida de 5 ml de cloridrato de xilazina (Anasedan® 2%, Ceva) a
20mg/ml (concentragdo final = 5mg/ml), 5 ml de cloridrato de ketamina (Dopalen® 10%,
Ceva) a 100mg/ml (concentracédo final = 25mg/ml) e 2 ml de acepromazina (Acepran® 1%,

Vetnil) a 10mg/ml (concentracdo final = 1mg/ml), em quantidade suficiente de agua
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bidestilada para 20ml. A solucdo anestésica foi ministrada por via subcutnea na dose de
0,2ml para cada 100g de peso corporal do animal. Depois de verificada a completa anestesia
dos animais, através da auséncia do reflexo cdrneo-palpebral e reflexo de retirada da pata
traseira, foi removido os pélos da regido da cabeca e ao redor da orelha. O animal foi
posicionado no aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, #963) e seus olhos foram
mantidos umedecidos com soro fisiolégico durante todo o procedimento. A altura do apoio
incisal do aparelho estereotaxico foi ajustada para 3,3mm abaixo da linha interauricular de
forma que os pontos craniométricos Bregma e Lambda estivessem no mesmo nivel
(PAXINOS e WATSON, 2007). Foi realizada uma incisdo sagital mediana de
aproximadamente 3 cm na cabeca do animal e os tecidos que recobrem a calota craniana,
inclusive o periosteo, foram divulsionados e afastados lateralmente com bastonetes de
algoddo expondo os 0ssos parietais e occipital, sequida da craniotomia. Antes do inicio da
administragdo do agente antimitotico colchicina o animal foi posicionado verificando a
projecdo da coordenada antero-posterior (AP) 0,0 e médio-lateral (ML) 0,0 sobre a calota
craniana, no centro do triangulo formado pela sutura lambddide como preconizado por
PAXINOS e WATSON (2007). Para administracdo da colchicina no ventriculo lateral os
animais foram posicionados segundo as coordenadas: AP: -0,72mm; ML: 2mm; dorsoventral
(DV): + 4mm e a injecdo de 7 pl colchicina foi realizada utilizando uma seringa de 10 pl
(Hamilton 1700 series) controlada por uma bomba de microinje¢cdo (micropump 111 — WPI)
com ponta em aco de 60 pum de diametro interno. Apos a remoc¢do da micropipeta, os tecidos
divulsionados foram reposicionados e a incisdo fechada com grampos cirurgicos. Decorrido
48 horas da administracdo da colchicina todos os animais (n=4), tanto controle quanto pré-
tratado com colchicina, foram sacrificados por perfusdo transcardiaca utilizando fixador
histologico apds sobredose anestésica de hidrato de cloral a 10% por via intraperitoneal
(aproximadamente 400 mg/kg de peso corporal). Previamente ao uso do fixador os animais
foram perfundidos com solugéo salina composta por NaCl a 0,9% em &gua destilada (150ml,
aproximadamente) acrescida de 1 ml de heparina sodica (Hepamax-S® - Blau, 5000U.1.)
imediatamente antes da perfusdo. A administracdo da solucdo salina com heparina foi
realizada em temperatura ambiente durante 3 minutos e em quantidade suficiente para
permitir um retorno vascular quase transparente. Em prosseguimento, foi administrado
solucéo fixadora filtrada (aproximadamente 1000 ml por animal) composta de formaldeido a

4%, recém-preparada a partir de paraformaldeido (Sigma #P6148) em tampao fosfato de sddio
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0,1 M, pH 7,4 em temperatura ambiente. Posteriormente o encefalo, a medula espinal e a
hipofise foram submetidos a crioprote¢do em solugdo de sacarose a 30% em tampdo fosfato
de sodio (PBS) 0,1M pH 7,4 por 48h. Apbs a crioprotecdo o encéfalo e a medula espinal
foram cortados no plano coronal em secgdes seriadas de 30um, obtidas em microtomo de
deslizamento (Leica SM2010R) equipado com platina congeladora (Physitemp, BFS-30MP).
Os cortes foram recolhidos sequencialmente, em uma série de 10 frascos preenchidos com
solucdo anticongelante (0,5x PBS, 30% etileno glicol e 20% glicerol) e armazenadas em
congelador (freezer) a -20°C. Para obtencdo dos cortes histologicos da hipdfise foram

realizadas as etapas de processamento em parafina descrita acima para a hipéfise de primata.

3.3 Imuno-histoquimica pelo método de imunoperoxidase e imunofluorescéncia indireta
Imunoperoxidase

Para a realizacdo da técnica de imuno-histoquimica pelo método da
imunoperoxidase indireta foram inicialmente testados diferentes protocolos experimentais de
bloqueio da peroxidase e da avidina/biotina endégena com intuito de minimizar a marcacao
de fundo e facilitar a visualizacdo de corpos neuronais e fibras imunorreativas aos membros
da familia das teneurinas (TENSs). Estes bloqueios juntamente com os demais métodos de
controle da técnica de imuno-histoquimica (teste de titulacdo, adsorcdo e omissdao do
anticorpo primario) contribuem para confirmar a fidelidade dos resultados de distribuicdo dos
membros das TENSs.

Apb6s a analise dos protocolos e adequacdo dos mesmos foi preconizado a
lavagem prévia dos cortes do SNC em tampdo fosfato de sédio 0,1M (PBS 0,1M, pH 7,4) por
24 horas para remocao da solucdo anticongelante na qual os cortes estavam armazenados.

Para os cortes em parafina da hipofise foi inicialmente realizado a
desparafinizacdo e a recuperacdo do antigeno. Para esta etapa os cortes histologicos montados
em laminas foram mantidos em estufa por um periodo de 30 minutos a 56°C e submetidos a
uma sequéncia de banhos em xilol I-11l durante 5 minutos em cada banho. Apés foi realizada
a desidratacdo em alcool 100%, 95%, 70% por 2 minutos em cada banho. Em seguida foi
realizada 3 lavagens de 5 minutos em PBS 0,1M e a recuperacdo antigénica através de calor
umido em camara pressurizada (Decloaking Chamber — Biocare Medical, CA, USA)
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utilizando tampéo citrato a 1% (100x Citrate Buffer, pH 6,0 - Spring Bioscience, CA, USA) e
programacgdo de 95°C por 5 minutos e 70°C por 3 minutos. Ap6s o resfriamento em
temperatura ambiente, por um periodo de 2 horas, os cortes foram processados segundo o
protocolo estabelecido para o método da imunoperoxidase.

Para 0 método da imunoperoxidase, as seguintes etapas foram obedecidas: a) 3
lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M; b) inibicdo da peroxidase enddgena por 1hora com
solucdo de perdxido de hidrogénio a 0,3% obtida pela diluicdo de 0,5 ml de perdxido de
hidrogénio a 30% em 50 ml de PBS-TX (PBS 0,1M acrescido de 0,3% de triton X-100); c) 3
lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M até que ndo haja mais bolhas no tecido; d) inibigdo da
avidina enddgena por 30 minutos, seguida de lavagens em PBS 0,1M e do blogueio da biotina
enddgena por 30 minutos (avidin/biotin kit blocking, Invitrogen, CA, USA); e) bloqueio das
marcacdes inespecificas por 4h através da solucdo contendo PBS-TX e 5% de leite em po
desnatado; f) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M seguidas de incubagcdo em solucéo
contendo PBS-TX e 2% soro normal de burro por 24horas; g) incubagdo do anticorpo
primario anti-teneurina (Ten-2, 3 e 4) e anti-latrofilina (LPHN-1, 2 e 3) (informac6es
complementares sobre os anticorpos primarios comerciais utilizados estdo descritas na tabela
1) por 24 horas em temperatura ambiente. Ressaltamos que para determinacao e padronizacao
da concentracdo empregada do anticorpo primario foi inicialmente realizado o teste de
titulagdo no qual foram utilizadas as seguintes concentragdes iniciais 1:100, 1:500 e 1:1000
sendo a melhor concentracdo de cada anticorpo apresentada na tabela 1; h) Ap6s incubacédo do
anticorpo primario por 24 horas, seguem 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M; i) preparo
da solucéo de anticorpo secundério biotinilado (anti-coelho, anti-cabra e anti-ovelha - Santa
Cruz Biotechnology) na concentragdo de 1:800 em solucdo contendo PBS-TX e 2% soro
normal de burro e incubacdo dos cortes nesta solucao por 1 hora; j) 3 lavagens de 10 minutos
em PBS 0,1M; k) incubacdo em solucdo do complexo avidina-biotina (ABC) (Vector
Laboratories, CA, USA), ambas na concentracdo de 1:500, em solucdo de PBS 0,1M por 1h;
I) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M; m) Revelacdo da reacdo de imuno-histoquimica
através da solucdo de tetracloreto de diaminobenzidina (0,05%) (Sigma Chemical, MO, USA)
acrescida de perdxido de hidrogénio a 30% (0,006%) e uso opcional de sulfato-niquel-aménia
(0,05%) (Fisher Scientific, NJ, USA); n) apds, os cortes foram lavados em PBS 0,1M,
montados em laminas gelatinizadas, com excecdo dos cortes da hipdfise que ja se

encontravam em laminas, e em seguida secos a temperatura ambiente por 3 dias ou em estufa
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a 37°C por aproximadamente 18h, sendo posteriormente submetidos a bateria de desidratacdo
que inicia-se com banhos de 3 minutos em alcool 50% ,70% e 95%; 3 banhos de 5 minutos
em alcool 100%; banhos de 5, 10 e 15 minutos em xilol, sendo logo apds as ldaminas cobertas
com meio de montagem (Entellan, Merck) e laminulas de vidro. Este protocolo foi realizado
nos cortes histolégicos de primata e ratos, sendo que neste Gltimo a etapa de bloqueio da
avidina e biotina endégena néo foi necesséria.

Como mencionado anteriormente este protocolo também foi utilizado para
estabelecer a concentracdo ideal do anticorpo primario, através do teste de titulacdo, assim
como foi utilizado para determinar a especificidade do anticorpo priméario empregado através
do teste de adsor¢cdo e omissdo do anticorpo primario. No que se refere ao teste de adsorcéo,
foi realizada nas etapas iniciais da técnica de imunoperoxidase a ligacdo do anticorpo
primario com a porcdo do antigeno a qual reconhece (peptideo obtido comercialmente). Desta
forma para os anticorpos anti-Ten-2 e anti-Ten-3 (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA)
adicionamos aos mesmos concentragdes de 0,1 mg/ml a 0,001 mg/ml do respectivo antigeno
Ten-2 e Ten-3 (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) por 24 horas em mesa agitadora a 4 C.
Em prosseguimento, foi obedecido o protocolo de imuno-histoquimica ja descrito acima
iniciando com as lavagens dos cortes histol6gicos seguida da incubacdo do anticorpo primario
adsorvido com seu peptideo seguindo 0s passos até revelacdo e montagem. Este teste de
adsorcdo ndo foi aplicado aos demais anticorpos comerciais testados devido a auséncia de
peptideos comerciais disponiveis. No teste de omissdo do anticorpo priméario foram
realizadas todas as etapas da técnica de imuno-histoquimica com excecdo da incubacdo do

anticorpo primario nos cortes histologicos.
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. o . Concentracéo Area de
Antigeno Fonte (c6digo) Hospedeiro .
empregada reconhecimento
. Santa Cruz Biotechnology amino-terminal
Teneurina-2 cabra 1:100
(165674) (50-100 aa)
. Santa Cruz Biotechnology carboxi-terminal
Teneurina-3 coelho 1:500
(136918) (1300-1350 aa)
] Santa Cruz Biotechnology carboxi-terminal
Teneurina-4 coelho 1:1000
(H-50/ 134883) (2515-2564 aa)
] amino-terminal
Teneurina-2 R&D Systems (AF4578) ovelha 1:500
(1-183 aa)
. . . carboxi-terminal
Teneurina-3 Novus Biologicals (NBP1-20956) cabra 1:2000
(2390-2402 aa)
. amino-terminal
Teneurina-4 R&D Systems (AF6320) ovelha 1:500
(61-340 aa)
Latrofilina-1 Santa Cruz Biotechnology (34484) cabra 1:500 amino-terminal
Latrofilina-2 Santa Cruz Biotechnology (47091) cabra 1:250 amino-terminal
Latrofilina-3 Santa Cruz Biotechnology (47095) cabra 1:250 amino-terminal

Tabela 1. Anticorpos priméarios anti-teneurinas (TENS) e anti-latrofilinas (LPHNS) obtidos comercialmente e
empregados no presente estudo. A concentracdo empregada de cada anticorpo foi determinada através do teste
de titulacdo utilizando cortes histolégicos do neuroeixo do Sapajus spp, demais informagGes foram obtidas do
préprio fabricante.

Imunofluorescéncia

Para o estudo da colocalizacao das TENs e LPHNs foi realizado o método da
dupla imunofluorescéncia indireta utilizando séries de cortes histoldgicos que continham 0s
principais locais de distribuicdo das TENs sendo realizada as seguintes etapas: a) lavagem dos
cortes histologicos em PBS 0,1M por 24 horas para remocdo da solugdo anticongelante na
qual os cortes estavam armazenados; b) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M; c) bloqueio
das marcaces inespecificas por 1h atraves da solugdo contendo PBS-TX e 5% de leite em
po6 desnatado; d) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M seguidas de incubagdo em solucéo
contendo PBS-TX e 2% soro normal de burro por 24 horas; €) incubagcdo do anticorpo
primario anti-latrofilina (LPHN-1,2 e 3) utilizando as mesmas concentracdes empregadas na

imunoperoxidase (tabela 1) por 24 horas em temperatura ambiente; f) apos incubacdo do
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anticorpo primério, seguem 3 lavagens de 10 minutos em PBS; g) preparo da solugdo de
anticorpo secundario biotinilado (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) na concentracdo de
1:200 em solucdo contendo PBS-TX e 2% soro normal de burro e incubacéo dos cortes nesta
solucdo por 1 hora; h) 3 lavagens de 10 minutos em PBS; i) incubacéo do tecido por 1 hora
em solucdo contendo Cy® conjugado com estreptavidina (1:200, Jackson ImmunoResearch,
USA); j) 3 lavagens de 10 minutos em PBS seguida da incubagdo do anticorpo primario anti-
teneurina (Ten-2, 3 e 4) em solucdo contendo PBS-TX e 2% soro normal de burro por 24
horas; k) 3 lavagens de 10 minutos em PBS e incubacdo do anticorpo secundario conjugado
com isotiocianato de fluoresceina (FITC, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA); I) 3 lavagens
de 10 minutos em PBS, montagem do tecido em laminas gelatinizadas, secagem em
temperatura ambiente e protecdo com laminulas e meio de montagem a base de glicerol

tamponado.

3.4 Coloracao pela técnica de Nissl

Para auxiliar no mapeamento da distribuicdo das TENs e LPHNs foi utilizado
cortes histologicos de primatas e ratos corados pela técnica de Nissl para referéncia
citoarquitetbnica dos grupamentos neuronais. Esse método consiste na utilizacdo de um
corante basico que possui afinidade aos acidos ribonucléicos (RNASs) que estdo abundantes no
citoplasma dos neur6nios. Para esta técnica foi realizada as seguintes etapas: a) banhos de
desidratacdo das laminas com os cortes histologicos em alcool 95% por 6 minutos, alcool
100% por 9 minutos e deslipidificacdo em xilol por 40 minutos; b) reidratacdo com banhos de
6 minutos em alcool 100%, 6 minutos em &alcool 95%, 3 minutos em &alcool 70% e 3 minutos
em alcool 50%; c) mergulho das I&minas em tionina a 0,25% por 1 minuto; d) banhos em
agua destilada (10 banhos); €) desidratacdo das laminas como mencionado acima sendo que 0
tempo de cada banho nessa etapa é de 2 minutos; f) apos banho em xilol as laminas foram

cobertas com meio de montagem (Entellan, Merck) e laminulas de vidro.

3.5 Analise dos resultados, aquisicdo e edi¢ao de imagens

As analises dos tecidos submetidos a técnica de imunoperoxidase e a técnica de

Nissl foram feitas através de microscopia de luz (Leica DMR, Wetzlar, Alemanha) em campo
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claro. A localizagédo e denominagéo das regides analisadas basearam-se no atlas de referéncia
neuroanatémica para primatas ndo-humanos (PAXINOS et al., 2009) e roedores (PAXINOS e
WATSON, 2007) e em cortes histoldgicos corados pela técnica de Nissl que auxiliaram na
localizagdo citoarquitetonica. Para Ten-2, 3 e 4 foram analisados na microscopia de campo
claro fibras e corpos celulares imunorreativos. Baseado na metodologia de apresentagéo dos
resultados de distribuicdo neuroanatomica empregada por VASCONCELOS et al. (2003), os
dados do presente estudo foram dispostos em tabelas contendo a regido/ndcleo e a presenca
ou auséncia da imunomarca¢do em corpos neuronais através do método qualitativo de
distribuicdo. No caso de densidade de fibras nervosas imunorreativas, foi acrescentada a
analise semiquantitativa, considerando o padrdo de distribuicdo de pouco (+), moderada (++)
e intensa (+++) densidade de fibras imunorreativas.

A aquisicdo das imagens microscopicas foi realizada atraves de uma camera
digital (AxioCam HRc, Carl Zeiss, Alemanha) acoplada ao microscopio Optico (Scope.Al,
Carl Zeiss, Alemanha) utilizando-se o software de captura de imagens AxioVision (Carl
Zeiss, Alemanha). Todas as imagens capturadas através deste sistema foram editadas no
programa Adobe Photoshop CS2 para melhor apresentacdo e organizacdo dos resultados e
somente ajustadas com relagdo ao brilho e contraste das mesmas quando necessario.

Para anélise de colocalizago entre teneurinas e latrofilinas pelo método de dupla
imunofluorescéncia as laminas foram analisadas em microscopio confocal (modelo TCS-SP5
AOBS Tandem Scanner, LEICA, Germany) acoplado a um microscopio 6ptico invertido
(Leica DMI 6000CS) do centro de microscopia eletronica do Instituto de Biociéncias de
Botucatu — UNESP (Projeto Fapesp EMU 2009/54141-9). O microscopio confocal esta
equipado com lasers Diodo, Hélio-Neon e Argdnio possibilitando as linhas de excitacdo de
comprimento de onda de 405, 458, 476, 488, 496, 514, 543, 594, 594 e 633 nm. Foram
utilizadas objetivas Planapochromat de 20x, 40x e 63x (abertura numérica 1,30) com imersao
a 0leo, que possibilitaram uma resolucdo de até ~150nm nos eixos X, y € ~300nm no eixo -z

(pinholede 1 unidad Airy).
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4 RESULTADOS

4.1 Imuno-histoquimica: procedimentos controles

De modo geral, verificamos que os anticorpos de ambas as marcas comerciais
apresentaram correspondéncia de distribuicdo da imunorreatividade no SNC; entretanto, 0s
anticorpos da marca comercial Santa Cruz Biotechnology® mostrou imunorreatividade mais
intensa e melhor definida.

Foi observado que o anticorpo anti-Ten-2 da R&D Systems® apresentou
especificidade similar com o anticorpo anti-Ten-2 da Santa Cruz Biotechnology®, mostrando
territérios imunomarcados na formacdo hipocampal com evidente presenca de corpos
neuronais com imunorreatividade relacionada a Ten-2 (Ten-2-LI) localizados nas camadas
CA1-CA4 na camada granular do giro denteado (GrDG) (Figura 2). No cerebelo, foram
verificados que ambos 0s anticorpos marcaram seletivamente os neurdnios da camada de
Purkinje do cerebelo (Pk) (Figura 2) e dos nucleos profundo do cerebelo.

Os resultados verificados para Ten-3 no hipocampo e cerebelo evidenciaram
territérios e padrdo de marcacdo totalmente distinta como constatado para o anticorpo
comercial da Ten-3 da Novus Biologicals® que apresentou imunorreatividade localizada ao
nacleo celular. Essa imunorreatividade foi verificada na camada granular do giro denteado do
hipocampo (GrDG) e camada granular do cortex cerebelar (GrCb) (Figura 3). Por outro lado,
0 anticorpo para Ten-3 da Santa Cruz Biotechnology® evidenciou a presenca de fibras
imunorreativas com escassos corpos neuronais nas camadas CA2-CA4 e na camada
polimorfica do giro denteado do hipocampo (PoDG), além de corpos neuronais
imunorreativos na camada de células de Purkinje do cortex cerebelar (Pk) (Figura 3).

Neurbnios fracamente imunomarcados foram verificados com o0 uso dos
anticorpos anti-Ten-4 de ambas as marcas comerciais, sendo verificada correspondéncia nos
territérios imunomarcados. Algumas areas ilustram esta similaridade, tais como, nos
neurdnios da formacdo hipocampal como verificado nas camadas CA1-CA4 (Figura 4)
enquanto que no cerebelo verificamos que a imunorreatividade na camada de Purkinje (Pk)
foi evidente para Santa Cruz Biotechnology® (Figuras 4).

Além disso, através do desenho esquematico das proteinas TENs foi possivel

visualizar a localizacdo do sitio de reconhecimento dos anticorpos da Santa Cruz
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Biotechnology que foram selecionados para serem empregados no mapeamento
neuroanatbmico das TENs devido a melhor definicdo da imunorreatividade (Figura 5).
Ressaltamos que nesta ilustracdo foi utilizada a sequéncia de aminoacidos de humanos uma
vez que os anticorpos desta marca comercial reconhecem epitopos presentes nos dominios das
TENSs de humanos. Verificamos que os anticorpos anti-Ten-3 e anti-Ten-4 da marca comercial
Santa Cruz Biotechnology® reconhecem aminoacidos presente na extremidade carboxi-
terminal, entretanto distante do possivel sitio de clivagem capaz de originar os TCAPs. Para
Ten-2 verificamos que o anticorpo comercial é capaz de reconhecer os aminoacidos desta

proteina voltados para a por¢do amino-terminal.
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Intracelular Extracelular

1-379aa 380-400 aa 401-2774 aa

(
Ten-2

acesso: QINTG6S

10 20 30 10 50 60
MDVEDRRHRS LTRGRCGKEC RYTSSSLDSE DCRVPTQKSY SSSETLKAYDJHDSRMHYGHR
70 80 90 100 110 120

VIDLIHRESD) EFPROCTNET) LARLGTCEDS PHRSCYCSDN GILECGYSLS TGSDADSDTE

anticorpo Ten-2 (sc-165674)
332-2699 aa

Ten-3
acesso: Q9P273 1279 1280 1250 1300 1310 1320

GEQCLPFDEA RCGDGGKAVE ATLMSPKGMA VDKNGLIYFWV DGTMIRKVDO NGIISTLLGS

1330 1340 1350 1360 1370 1380
NDETSARPLY| COTSMETSOVIREEWPTDIAT NPMDNSIYVL DNNVVLOITE NRQVRIAAGR

anticorpo Ten-3 (sc-136918)

1-345 aa 346-366 aa 367-2769 aa

Ten-4
acesso: Q6N022

2470 2480 2490 2500 2510 2520
SQDIKCFMTD VNSWLLTFGF QLHNVIPGYP KPDMDAMEPS YELIHTQMKT QEWDNSKSTH

2530 2540 2550 2560 2570 2580
GVQCEVQKQL KAFVILERFD QLYGSTITSC QQAPKTKKFA SSGSVFGKGY KFALKDGRVT

anticorpo Ten-4 (sc-134883)

Figura 5. llustracdo do sitio de reconhecimento dos anticorpos anti-TENs. Em laranja, rosa e azul estdo
representados os dominios intracelular, transmembrana e extracelular, respectivamente, da Ten-2, Ten-3 e Ten-4
com seus tamanhos em termos de nimero total de aminoacidos. A sequéncia analisada corresponde as TENs de
humanos sendo que o nimero de acesso estd descrito para cada teneurina. Em verde destaca-se a sequéncia de
aminoacidos reconhecida pelos anticorpos da marca comercial Santa Cruz Biotechnology® empregado neste
estudo sendo verificado que ambos estdo longe do sitio de clivagem capaz de gerar os respectivos TCAPS.

Além da anélise da imunorreatividade advinda do uso de diferentes anticorpos
primarios comerciais que reconhecem regides diferentes do mesmo antigeno também foi
realizada a omissdo do anticorpo primario que também é um dos métodos de controle da
reacdo de imuno-histoquimica conhecido como controle negativo. Para tanto, séries de cortes
histologicos do sistema nervoso central (SNC) foram submetidas ao protocolo da técnica de

imuno-histoquimica retirando apenas a etapa de incubacgédo do anticorpo primario. Em nossos
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resultados verificamos que os anticorpos secundarios comerciais anti-coelho, anti-cabra e
anti-ovelha (Santa Cruz Biotechnology®) ndo resultaram em imunomarcagtes do SNC,
confirmando a especificidade dos anticorpos secundarios em reconhecer apenas 0s anticorpos
primarios empregados na técnica de imuno-histoquimica (dados ndo mostrados).

Uma vez definido o uso dos anticorpos da marca comercial Santa Cruz
Biotechnology®, uma segunda anélise quanto a especificidade destes foi realizada através do
teste de adsorcdo. Para isso foi realizado a pré-incubacdo do anticorpo primario, cuja
concentracdo ja havia sido padronizada na titulacdo, em diferentes concentracdes do seu
peptideo antes da incubacdo nos cortes histologicos. O teste de adsorcdo para a Ten-2
evidenciou que houve auséncia de imunorreatividade em grande parte dos territorios
neuronais analisados, entretanto, mesmo nas concentracfes mais elevadas do peptideo ndo
houve a total saturacdo dos sitios de ligacdo do anticorpo primario anti-Ten-2 nos neurénios
do cértex cerebral (Figura 6). O teste de adsor¢do para Ten-3 ndo mostrou imunomarcacoes,
como observado na regido hipotalamica que apresentou intensa densidade de fibras
imunorreativas para Ten-3 e, apds adsorcdo houve auséncia desta imunomarcacéo (Figura 6).
Com relacdo a Ten-4 o anticorpo comercial anti-Ten-4 fornecido pela empresa Santa Cruz
Biotechnology® nado possui peptideo correspondente o que impossibilitou a confirmacdo da
interacdo do anticorpo com seu peptideo pelo método de adsorcéo.
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4.2 Resultados do objetivo 1:

Distribuicdo da teneurina-2 e teneurina-4 no SNC de primatas ndo-humano (Sapajus spp)

Para 0 mapeamento neuroanatémico da distribuicdo da proteina Ten-2 e Ten-4 foi
realizada a submissdo de séries completas de cortes histologicos do SNC de trés animais a
técnica de imuno-histoquimica pelo método de imunoperoxidase indireta. O mapeamento da
distribuicdo da proteina Ten-2 foi realizada através do uso do anticorpo comercial anti-Ten-2
(165674, Santa Cruz Biotechnology®) na concentracdo de 1:100, e para Ten-4 foi empregado
0 anticorpo comercial anti-Ten-4 (H-50/134883, Santa Cruz Biotechnology ®) na
concentracdo de 1:1000.

A distribuicdo de fibras (campos terminais e de passagem) com imunorreatividade
relacionada a Ten-2 (teneurina-2-“like immunoreactivity”- Ten-2-LI) ndo foi evidente, desta
maneira nao foi possivel adotar o padrdo semi-quantitativo de distribuicdo de fibras como
adotado para as demais TENs analisadas. Apesar da auséncia de fibras Ten-2-LI a
imunomarcacao foi evidenciada em dendritos e porcdo inicial de axbnio que estiveram
entremados a corpos neuronais imunomarcados, como notado no nucleo facial (7N) e nlcleo
palido ventral (VP) (Figura 7). A distribuicdo de corpos e prologamentos neuronais (dendritos

e segmento inicial do axénio) Ten-2-LI sdo mostradas na tabela 2.

Figura 7. Distribuicdo dos prolongamentos (dendritos/segmento inicial de axénio) e corpos neuronais com
imunorreatividade relacionada a Ten-2 (Ten-2-LI). Em (A) e (B) fotomicrografias em campo claro do nucleo
facial (7N) e palido ventral (VP).
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A distribuicdo de fibras nervosas Ten-4 imunorreativas (teneurina-4-“like
immunoreactivity” - Ten-4-LI) mostrou-se ampla, enquanto que a presenca de corpos
neuronais imunorreativos foi restrita a poucas regides, principalmente concentrada em alguns
territérios do coértex cerebral, tronco encefalico e cerebelo. Para a andlise da densidade de
fibras foi adotado o padréo semi-quantitativo de pouca, moderada e intensa densidade (Figura
8). Na tabela 3 sdo mostrados os territorios neuronais imunorreativos para Ten-4 no SNC do

Sapajus spp.

Figura 8. Representacdo da densidade de fibras com imunorreatividade relacionada a Ten-4 (Ten-4-LlI).
Fotomicrografias em campo claro demonstrando o padrdo de trés densidades de fibras em diferentes regides do
sistema nervoso central do Sapajus spp. (A) +++, intensa densidade; (B) ++, moderada densidade; (C) +, pouca
densidade. Abreviaturas: sol, trato solitario; MDC, nlcleo talamico mediodorsal parte central; PaMD, nicleo
paraventricular magnocelular divisdo dorsal.

4.2.1. Teneurina-2 no SNC do Sapajus spp

Telencéfalo. Na regido do cortex cerebral nota-se a presenca de corpos neuronais Ten-2-LI
principalmente nas células das camadas piramidal interna e externa. Este padrdo de
imunorreatividade mostrou associado a membrana plasmatica, assim como distribuido no
citosol dos perfis neuronais (Figura 9). Na area amigdaloide anterior e nlcleo medial da
amigdala foram constatados poucos neurénios e prolongamentos neuronais Ten-2-LI, assim
como em algumas areas dos nucleos da base como palido ventral (Figura 7) e regido septal.
Uma evidente presencga de corpos neuronais Ten-2-LI foi notada na formagéo hipocampal nas
camadas CAl a CA4 e camada polimorfica (PoDG), além de granular do giro denteado
(GrDG) (Figura 9). Discreta presenca de prolongamentos neuronais Ten-2-LI foram

observados na CA1 a CAA4.
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Diencéfalo
Talamo e Subtadlamo. Somente foram verificados corpos neuronais Ten-2-LI nos nucleos

geniculado lateral (Figura 10) e medial e ndcleo subtalamico.

Hipotalamo. N&o foram observados resultados relevantes tanto para corpos neuronais quanto
para prolongamentos imunorreativos a Ten-2, sendo apenas notada discreta imunorreatividade

para corpos neuronais no nucleo supra-optico.

Figura 9. Distribui¢do de corpos neuronais com imunorreatividade relacionada a Ten-2 (Ten-2-LI) em regides
telencefalicas. As fotomicrografias em campo claro como verificado em (A) e (B) mostram neurdnios da camada
piramidal interna do cértex cerebral do Sapajus spp. As setas indicam a imunomarcagao encontrada no citosol,
prolongamentos neuronais e na membrana plasméatica do corpo neuronal. Em (C) formacdo hipocampal
imunomarcada com destaque na figura (D) para neurdnios Ten-2-LI na camada CA4 do hipocampo.
Abreviaturas: 4(F1), area 4 do c6rtex (motor primario); CAl, camada CA1 do hipocampo; CA2, camada CA2 do
hipocampo; CA3, camada CA3 do hipocampo; GrDG, camada granular do giro denteado.

Tronco encefélico. A presenca de corpos neuronais Ten-2-LI foi destacada na porcao
mesencefalica, em particular no nacleo oculomotor (3N) (Figura 10) e nucleo rubro (RMC).
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Nas porcGes de ponte e bulbo, neurbnios imunorreativos foram evidentes nos nucleos
cocleares, nucleo facial (7N) e nucleo acessério (11N) (Figura 10). Os demais territorios do
tronco encefalico com presenca de Ten-2-LI estdo descritos na tabela 2. Ressaltamos que os
resultados da distribuicdo de prolongamentos imunorreativos foram evidentes no nucleo facial

(7N) e nucleo acessorio (11N).

Figura 10. Distribuicdo de prolongamentos e corpos neuronais Ten-2-LI em &reas diencefalicas e do tronco
encefalico do Sapajus spp. As fotomicrografias em campo claro como verificado em (A) evidenciam neurdnios
Ten-2-LI no nicleo geniculado lateral dorsal (DLG), destaque dos neurdnios na Figura (B); em (C) neur6nios
Ten-2-LI no nucleo oculomotor (3N); em (D) neur6nios e prolongamentos neuronais Ten-2-LI no nucleo facial
(7N), destaque em maior aumento; em (E) e (F) neurdnios e prolongamentos Ten-2-LI no nlcleo coclear dorsal
(DC), destaque em maior aumento e nucleo acessério (11N), destaque em maior aumento. Abreviaturas: mif,

fasciculo longitudinal medial.
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Cerebelo. Corpos neuronais Ten-2-LI foram encontrados na camada de células de Purkinje

(PK) (Figura 2) e nos nucleos profundos do cerebelo.
Medula espinal. A distribuicdo de neurdnios e prolongamentos Ten-2-LI foi evidente na
porgdo ventral de todos os segmentos da medula espinal, como constatado nas laminas

medulares V-1X (Figura 11).

Hipofise. N&o foi constatada imunorreatividade para Ten-2.
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Figura 11. Distribuicdo de corpos e prolongamentos neuronais Ten-2-LI na medula espinal do Sapajus spp. As
fotomicrografias em campo claro monstram na coluna a esquerda uma visao panoramica dos segmentos cervical
alto (A), cervical baixo (B), toracica (C), lombar (D) e sacral (E). Na coluna a direita é evidenciado em maior
aumento as areas delimitadas na coluna esquerda que mostram corpos e prolongamentos neuronais Ten-2-LI na
lamina IX de cada segmento medular. Organizag&o citoarquitetdnica de acordo com REXED (1952).
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Regioes/niicleos Ten-2 Regioes/niicleos Ten-2
Corpo/dendritos-axonio) (Corpo /dendritos-axénio)

Telencéfalo n. oculomotor parvicelular /+
Cortex cerebral substancia negra lateral ++
area 1 do cortex (somatosensorial) - substincia negra compacta +/+
area 2 do cortex (somatosensorial) +/- substancia negra reticular +/+
arca 4 (F1) (motor primario) +/- coliculo superior +/-
arca 6M (suplemento motor) +/- n. dorsal da rafe +/-
area 6 dorsorostral +/- n. mediano da rafe +/-
area 6 dorsocaudal +/- n. mesencefalico trigeminal +/-
area visual +/- Ponte e bulbo
Amigdala n. motor do trigémio -
area amigdaloide anterior +/- n. vestibular espinal +/-
n. medial da amigdala +/- n. vestibular superior +-
Niucleos da Base n. vestibular medial /-
palido ventral +H+ campo retrorubral +H+
globo pilido externo ++ n. coclear dorsal +H+
globo palido interno +/- n. coclear ventral /4
Regiao Septal n. paragigantocelular dorsal /-
substantia innominata +/- n. par: antocelular lateral +/-
n. basal (Meynert) +H- n. reticular gigantocelular /-
n. horizontal da banda diagonal +/- n. reticular lateral /+
Formacao Hipocampal n. cuneiforme t
camada CA4 do hipocampo HE n. gracil +H+
camada CA3 do hipocampo +H+ n. facial +H+
camada CA2 do hipocampo /4 n. acessorio +/4
camada CAl do hipocampo ++ n. hipoglosso +H+
camada polimortica do giro denteado -
camada granular do giro denteado +/- Cerebelo

Cortex
Diencéfalo camada de Purkinje -
Talamo Niicleos cerebelares
n.geniculado lateral - n.cerebelar medial -
n. geniculado medial +/- n. interposito +-
Subtalamo n. cerebelar lateral +/-
nucleo subtalamico +/- Medula espinal
Hipotalamo lamina V H+
Zona lateral lamina VI ++
n. supraoptico - lamina VII +

lamina VIII +H+
Tronco encefilico lamina IX /4
Mesencéfalo Hipofise
n. tegmental pedunculopontine +- lobo anterior -/-
n. rubro,parte magnocelular /4 lobo posterior -/-
n. oculomotor +H+ lobo intermédio -/-

Tabela 2. Distribuicdo de corpos e prolongamento neuronais com imunorreatividade relacionada a Ten-2 (Ten-
2-L1) no SNC do Sapajus spp. Sinal de (+) presenga ou auséncia (-) de corpos e prologamentos neuronais Ten-2-

LI

4.2.2 Teneurina-4 no SNC do Sapajus spp

Telencéfalo. Pouco a moderada densidade de fibras nervosas com

imunorreatividade

relacionada a Ten-4 (Ten-4-LI) estavam concentradas na area amigdaloide, na regido

correspondente ao nucleo central da amigdala (Ce) e area amigdalohipocampal (AHIMC),

sendo que nesta area também foram encontrados corpos neuronais imunopositivos (Figura

12). Fibras nervosas imunorreativas com densidade que oscilavam de moderada a intensa

estavam presentes nos nucleos da base, em particular no palido ventral (VP) e globo palido

externo (EGP) (Figura 12). Similar disposicdo de fibras nervosas imunorreativas foram
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observadas na regido septal como verificado no nucleo septal lateral parte ventral (LSV), na
substancia inominata (SIB), nas ilhas de Calleja (ICj) e no nucleo basal (Meynert) (B)
(Figuras 12 e 13). Corpos neuronais imunorreativos também foram encontrados no nucleo
amigdaloide cortical ventral (VCo), no nacleo caudado (Cd), putame (Pu) e globo palido
interno (IGP). Na formac&o hipocampal verificamos discreta presenga de corpos neuronais
Ten-4-L1 nas camadas CA1 a CA4 do hipocampo, além da camada granular do giro denteado
(GrDQG).

AHIMC

Figura 12. Distribuigdo de fibras e corpos neuronais Ten-4-LI em regiBes telencefélicas do primata ndo-humano
Sapajus spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro evidenciando a distribuicdo panoramica da Ten-4 em
territorios telencefalicos. Em (B) nota-se a presenca de intensa densidade de fibras nervosas Ten-4-LI no palido
ventral (VP). Em (C) visdo panoramica da distribuicdo de fibras Ten-4-L1I, evidenciando na figura (D) moderada
densidade no nlcleo Basal de Meynert. Em (E) ¢ verificada a area amigdalohipocampal (AHIMC) com poucas
fibras e corpos neuronais Ten-4-LI. Abreviaturas: ac, comissura anterior; Cel, nicleo amigdaloide central
divisdo lateral; CeM, nicleo amigdaloide central divisdo medial; EGP, globo palido externo; ic, capsula interna.
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Figura 13. Distribuicdo de fibras nervosas Ten-4-LI em regiGes telencefalicas do primata ndo-humano Sapajus
spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro evidenciando a distribuicdo panoramica da Ten-4 em territorios
telencefalicos. Em (B) nota-se a distribuicdo de pouca densidade de fibras Ten-4-LI no nlcleo septal lateral parte
intermédia (LSI); enquanto distribuicdo moderada de fibras nervosas pode ser observada no nicleo septal lateral
parte ventral (LSV), evidenciada com maior resolu¢do em (D). Em (C) distribuicdo moderada a intensa de fibras
nervosas Ten-4-L1 na substancia inominata (SIB). Abreviaturas: ICjM, ilhas de Callejas; LV, ventriculo lateral.

Diencéfalo

Talamo e Subtalamo. Pouca a moderada concentracdo de fibras nervosas Ten-4-LI foram
observadas no nucleo talamico mediodorsal parte central (MDC) (Figura 14). Corpos
neuronais Ten-4-LI1 foram localizados no nucleo talamico ventral lateral (\VL), nucleo
reticular do tdlamo (Rt) e no ndcleo geniculado lateral dorsal (DLG) (Figura 14) e medial

(MG) e regido no nucleo subtalamico (STh).
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Figura 14. Distribuicdo de fibras nervosas e corpos neuronais Ten-4-LI em regifes diencefélicas e
mesencefalicas do primata ndo-humano Sapajus spp. Em (A) fotomicrografias em campo claro evidenciando a
distribuicdo panoramica da Ten-4 nestes territérios, destacando a regido do ndcleo talamico mediodorsal parte
central (MDC) com pouca a moderada concentragdo de fibras imunorreativas. Em (B) nota-se a presenca de
corpos neuronais Ten-4-LI no nucleo de Edinger-Westphal (EW). Em (C) sdo mostrados corpos neuronais
exibindo Ten-4-LI no ndcleo geniculado lateral dorsal (DLG), mostrado em maior resolucdo em (D).
Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; LPAG, substancia cinzenta periaquedutal lateral.

Hipotalamo. Pouca a moderada densidade de fibras Ten-4-LI foram presentes na zona
periventricular do hipotalamo, em particular no nucleo arqueado lateral (ArcL), nucleo
arqueado medial (ArcM), nucleo paraventricular magnocelular (PaM) e parvicelular (PaP). Na
zona lateral e medial do hipotalamo foram observadas poucas fibras nervosas Ten-4-LI. E

interessante ressaltar que as fibras nervosas Ten-4-LI apresentaram padrdo morfol6gico
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caracteristico de fibras de passagem, porém sendo constatada em poucos territorios
hipotalamicos e extra-hipotalamicos a presenca de fibras varicosas que sdo sugestivas de

possiveis campos terminais sinapticos.

Tronco encefalico. A maior concentracdo de corpos imunorreativos foi observada na porgao
mesencefalica, em particular, no nucleo interpeduncular (IP), nacleo oculomotor (3N), no
coliculo superior (SC), e nuacleo de Edinger-Westphal (EW) (Figura 14). Na porcéo
correspondente a ponte e bulbo, os corpos neuronais imunorreativos foram notados no
complexo olivar inferior (nucleo olivar inferior subndcleo A, I0A) (Figura 15), ndcleos
vestibulares, nlcleos cocleares, em particular no nucleo coclear ventral anterior (VCA)
(Figura 15), nucleos pontinos, campo retrorubral (RRF), nucleo paragigantocelular dorsal
(DPGi), nucleo reticular gigantocelular (Gi), nucleo cuneiforme (ECu) e gracil (Gr). Em
relagdo a distribuicdo de fibras nervosas Ten-4-LI foram observadas moderada a intensa
densidade de fibras no trato solitario (sol), trato espinal do nervo trigémeo (sp5), nucleo
reticular lateral parte subtrigeminal (LRtS5) (Figura 15) e no nucleo do nervo glossofaringeo
(9n). Nos demais territorios do tronco encefalico foram evidenciados a presenca de moderada

a pouca densidade de fibras Ten-4-L1.
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Figura 15. Distribuicdo de fibras e corpos neuronais Ten-4-LI no tronco encefalico do primata ndo-humano
Sapajus spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro demonstrando a distribuigdo da Ten-4-LI no nucleo
coclear ventral anterior (VCA), evidenciado em maior aumento em B. Em (C) fotomicrografia em campo claro
referente a distribuicdo panordmica da Ten-4-LI, notando-se intensa distribuicdo de fibras Ten-4-LI no trato
solitario (sol) em (D) e no trato espinal do nervo trigémeo (sp5) em (F). Em (E) € mostrado corpos neuronais
Ten-4-LI no ndcleo olivar inferior subndcleo A (I0A). Abreviaturas: LRtS5, ndcleo reticular lateral parte
subtrigeminal; Sol, nicleo solitério.
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Cerebelo. Corpos neuronais Ten-4-L1 foram observados na camada de células de Purkinje
(PK) e nos nucleos cerebelares medial, lateral e interpésito, ndo sendo evidente a presenca de

fibras imunorreativas (Figura 16).

Figura 16. Distribui¢do de prolongamentos e corpos neuronais Ten-4-LI no cerebelo do primata ndo-humano
Sapajus spp. As fotomicrografias em campo claro vistas em (A) e (B) mostram corpos neuronais imunorreativos
na camada de células de Purkinje do cerebelo (Pk) e no nucleo cerebelar lateral (Lat). Abreviaturas: GrCb,
camada granular do cerebelo; MoCh, camada molecular do cerebelo.

Medula espinal. Em todas as ldaminas medulares foram verificadas fibras nervosas Ten-4-L1,
porém maior densidade foi encontrada na 1dmina X seguida das laminas I, 1l e I1l. A presenca
de corpos neuronais imunorreativos foi restrita as [aminas VIII e IX (Figura 17).

Hipofise. Escassas células Ten-4-L1 foram visualizadas no lobo intermédio (dados néo

mostrados).
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Figura 17. Distribuicdo de corpos neuronais e fibras Ten-4-LI na medula espinal do Sapajus spp. As
fotomicrografias em campo claro monstram na coluna a esquerda uma visdo panoramica dos segmentos cervical
alto (A), cervical baixo (B), toracica (C), lombar (D) e sacral (E). Na coluna a direita é evidenciado em maior
aumento as areas delimitadas na coluna esquerda que mostram corpos e fibras Ten-4-LI. As fotomicrografias em
campo claro (A’) (B’) e (E’) mostram corpos neuronais Ten-4-LI na lamina IX, enquanto que (C’) e (D)
demonstram fibras Ten-4-LI nas laminas I,11,111 e X, respectivamente. Organizacdo citoarquitetdnica de acordo
com REXED (1952).

56



Resultados

Regides/niicleos Ten-4
(Corpo/fibras)

Regides/nucleos Ten-4
(Corpo / fibras)

Telencéfalo

Cortex cerebral

drca 1 do cortex (somatosensorial)
drea 4 do cortex (motor primario)
arca 6/32 do cortex

area 6M (suplemento motor)

drea 6 dorsocaudal

drea 6 ventral

drca 8B do cortex

cortex entorrinal

perialocortex orbital

Amigdala

drea amigdaloidea anterior

n. central da amigdala

n. medial da amigdala

n. basomedial da amigdala

drea amigdalopiriforme

area amigdalohipocampal

n. amigdaloide cortical ventral
Niicleos da Base

n. caudado

putame

palido ventral

clobo palido externo

clobo palido interno

Regiio Septal

n. septal lateral, parte dorsal

n. septal lateral, intermédio

n. septal lateral, parte ventral
n.septal medial

substantia innominata

ilhas de calleja

. acumbens, parte shell

. acumbens, parte core

n. da estria terminal, div. lat., parte dorsal
n. da estria terminal, div. lat., posterior
n. da estria terminal, div. lat, justacapsular
n. da estria terminal, div. medial, anterior
n. basal (Meynert)

Formacao Hipocampal

camada CA4 do hipocampo
camada CA3 do hipocampo
camada CA2 do hipocampo
camada CAl do hipocampo
camada granular do giro denteado

B 2B 22282

Diencéfalo

Tilamo

. talimico central medial
n. talimico ventral lateral
n. mediodorsal medial

n. mediodorsal central

n. reticular do talamo
n.geniculado lateral

n. geniculado medial

BB =2 BB

n.habenular medial -1+
Subtilamo

nucleo subtalimico +-
Hipotilamo

Zona periventricular

n. arqueado, lateral -+
n. arqueado, medial -+
n. paraventricular, magnocelular -/+
n paraventricular, parvicelular -+t
n. paraventricular, parte posterior -+
Zona medial

drea preoptica medial -/t
area hipotalamica anterior -+
n. dorsomedial do hipotalamo -+
n. ventromedial do hipotilamo -/t

Zona lateral

n. tuberal lateral

area hipotalamica lateral
n. perifornicial

Tronco encefilico

Mesencéfalo

area tegmental ventral
substincia periaqueductal lateral
substancia periaqueductal dorsolateral
substincia periaqueductal dorsomedial
substincia periaqueductal ventrolateral
n. tegmental pedunculopontine

. tegmental dorsal, central

n. tegmental dorsal, lateral

. interpeduncular

. oculomotor

n. mesencefilico profundo
coliculo superior

n. dorsal da rafe

n. Edinger-Westphal

n. mediano da rafe

Ponte e bulbo

n. olivar inferior subnicleo A

n. olivar inferior dorsal

n. acessorio olivar medial

n. pontinos

n. linear caudal da rafe

n. solitario

trato solitario

n. vestibular superior

n. vestibular lateral

n. vestibular medial, magnocel.
campo retrorubral

n. coclear ventral, parte anterior
n. coclear ventral, parte posterior
nticleo paragigantocelular dorsal
n. paragigantocelular lateral

n. reticular gigantocelular

n. reticular dorsal

n. reticular lateral

. reticular lateral, parte subtrigeminal
trato espinal do trigémeo

n. cuneiforme externo

n. gracil

n. do nervo glossofarigeo

n. hipoglosso

= B

=2 =

=

2822

=T = = = =

B2

n. motor dorsal do nervo vago

Cerebelo

Cortex

camada de Purkinje +-
Niicleos cerebelares

n. cerebelar medial +-
n. cerebelar lateral +/-
n. interposito H-

Medula espinal
lamina I/TT
lamina II1
lamina IV
lamina V
lamina VI
lamina VII
lamina VIII
lamina IX
lamina X
Hipafise

lobo anterior
lobo posterior
lobo intermédio

Tabela 3. Distribuicdo de corpos neuronais e fibras nervosas com imunorreatividade relacionada a Ten-4 (Ten-
4-L1) no SNC do Sapajus spp. Sinal de + presenca de corpos neuronais imunorreativos e sinal de + a +++
intensidade de fibras imunorreativas a Ten-4 e sinal — para auséncia de marcagéo.
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4.3 Resultados do objetivo 2

Distribuicdo da teneurina-3 no SNC de primatas ndo-humano (Sapajus spp) e ratos
(Rattus norvegicus)

4.3.1 Teneurina-3 no SNC do Sapajus spp

Para 0 mapeamento neuroanatdmico da proteina Ten-3 foi realizada a submissdo
de séries completas de cortes histolégicos do SNC de trés animais ao método de
imunoperoxidase utilizando o anticorpo comercial da Santa Cruz Biotechnology® na
concentracdo de 1:500. De modo geral, foi observado que a imunorreatividade para Ten-3
mostrou-se ampla com distribuicdo de fibras e possiveis campos terminais com
imunorreatividade relacionada a Ten-3 (teneurina-3-“like immunoreactivity” - Ten-3-LI) ao
longo do SNC, e corpos neuronais Ten-3-L1 evidentes principalmente em &reas hipotalamicas.
Além disso, devido a ampla distribuicdo de fibras nervosas Ten-3-LI foi empregada a analise
semi-quantitativa sendo estabelecido o padréo de pouca, moderada e intensa densidade destas
fibras (Figura 18). A distribuicdo geral de fibras e corpos neuronais imunorreativos para Ten-
3 € apresentada na tabela 4. Um esquema ilustrativo do SNC do Sapajus spp exibindo a
distribuicdo de corpos neuronais imunorreativos a Ten-2, Ten-3 e Ten-4 é mostrado na figura

27, permitindo avaliar e comparar as principais areas imunomarcadas.

Ten-3
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Figura 18. Representacdo da densidade de fibras nervosas Ten-3-LI. Fotomicrografias em campo claro
demonstrando o padrdo de trés densidades de fibras e campos terminais em diferentes regiGes do sistema nervoso
central do Sapajus spp. A) +++, intensa densidade. B) ++, moderada densidade. C) +, pouca densidade.
Abreviaturas: ArcL, nGcleo arqueado parte lateral; PaPD, nGcleo paraventricular do hipotalamo, parte
parvicelular, divisdo dorsal; STMP, nlcleo da estria terminal, divisdo medial, parte posterior.
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Telencéfalo. Foi verificada uma ampla distribuicdo de fibras Ten-3-LI neste territdrio
encefélico tanto em areas corticais quanto subcorticais. A densidade de fibras nervosas Ten-3-
LI oscilou entre moderada a intensa, evidenciado nos nacleos do complexo amigdaloide, tais
como no nucleo basolateral da amigdala parte ventromedial (BLVM) e no ndcleo basomedial
da amigdala parte parvicelular (BMPC). Nos nucleos da base, foi observada intensa
distribuicdo de fibras Ten-3-LI, principalmente no globo pélido interno (IGP), globo palido
externo (EGP) e palido ventral (VP) (Figura 19). Na regido septal, intensa densidade de fibras
foi observada no nucleo basal (Meynert) (B), enquanto entre moderada a intensa densidade de
fibras foi notada na substancia inominata (SI) e no ndcleo da estria terminal, em particular na
divisdo medial e parte anterior e posterior (STMA e STMP, respectivamente) (Figura 19). Na
formacdo hipocampal, moderada a intensa densidade de fibras nervosas foram presentes nas
camadas polimorficas do giro denteado (PoDG) e CA2-CA4, e poucas fibras na camada
granular do giro denteado (GrGD) (Figura 3). Nas camadas CA2-CA4 foram verificados
escassos corpos neuronais Ten-3-LI. Nitida presenca de corpos neuronais imunorreativos a
Ten-3 foi observada na regido do cortex cerebral, em particular nas camadas piramidais
internas e externas da area 4 do cortex motor [4(F1)] e na area de transicdo amigdalopiriforme
(APir).
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Figura 19. Distribuicdo de fibras nervosas Ten-3-LI em regides telencefélicas do primata ndo-humano Sapajus
spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro evidenciando a densa distribuicdo de fibras Ten-3-LI no nicleo
basal (Meynert), globo palido externo (EGP), ndcleo da estria terminal, divisdo medial parte anterior (STMA) e
palido ventral (VP). Em (B) fotomicrografia em campo claro evidenciando moderada densidade de fibras Ten-3-
LI no STMA, enquanto que em (C) é notado intensa densidade de fibras no nucleo basal (Meynert). Em (D), é
possivel notar moderada densidade de fibras Ten-3-LI no nucleo da estria terminal, divisdo medial, parte
posterior (STMP), mostrado em maior resolucdo em (D”). Em (E) é observado intensa distribuicdo de fibras Ten-
3-LI na formacdo hipocampal como destacado na camada CA3. Abreviaturas: ac, comissura anterior; ic, capsula
interna; IGP, globo pélido interno.
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Diencéfalo

Talamo e Subtalamo. A presenca de fibras nervosas Ten-3-L1 variou entre pouca a moderada
densidade como notado no nucleo pré-tectal anterior (APT), nicleo paraventricular do talamo
(PV), nucleo reuniens (Re), ndcleo talamico mediodorsal (MD) e nucleo talamico
anterodorsal (AD). Também foi verificado que poucos territérios talamicos apresentaram
corpos neuronais imunorreativos restritos ao nucleo pulvinar inferior (IPul), reticular do
talamo (Rt) e geniculado lateral (DLG) e medial (MG) que também exibiram pouca densidade
de fibras nervosas Ten-3-LI. No subtdlamo, somente foi notada pouca densidade de fibras

nervosas Ten-3-LI no nucleo subtalamico (STh).

Hipotalamo. No hipotdlamo foram verificadas diferentes densidades de fibras Ten-3-LI1. A
regido periventricular apresentou intensa densidade de fibras nervosas destacando as
imunomarcaces no nucleo arqueado parte lateral (ArcL) (Figura 18). A zona lateral do
hipotdlamo mostrou intensa a moderada densidade de fibras nervosas, em particular no nicleo
tuberal lateral (LTu) e nucleo magnocelular do hipotalamo lateral (MCLH), respectivamente
(Figura 20). E interessante destacar que as fibras nervosas imunorreativas & Ten-3 exibiam um
padrdo varicoso na regido hipotalamica. Também foi verificado que a regido hipotalamica
mostrou um maior nimero de areas e nucleos com corpos neuronais imunorreativos. A zona
periventricular mostrou corpos neuronais imunorreativos no nucleo paraventricular
magnocelular divisdo dorsal (PaMD) e parvicelular divisdo dorsal (PaPD) (Figura 21), além
do nuacleo supraquiasmatico (SCh) (Figura 22). Na zona medial, perfis de corpos neuronais
foram observados no nucleo preoptico anteromedial (AMPO) (Figura 22) e no nucleo
mamilar lateral. Na zona lateral do hipotalamo foi evidenciado corpos neuronais Ten-3-LI no
nucleo tuberal lateral (Ltu), ndcleo magnocelular do hipotdlamo lateral (MCLH) e nucleo
supra-optico (SO) (Figura 20 e 22).

E interessante ressaltar que as imunomarcagdes nos neurdnios hipotalamicos
apresentou padréo de imunorreatividade tipico de mediadores neuropeptidérgico, uma vez que
é verificada densa imunorreatividade no corpo celular, o qual emite longos prolongamentos e
axonios varicosos com ramificacbes. Enquanto as demais areas do SNC, os neurdnios

exibiram uma imunorreatividade de menor intensidade e restrita ao corpo celular.
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Figura 20. Distribuicdo de fibras e corpos neuronais Ten-3-LI na zona lateral do hipotadlamo do primata néo-
humano Sapajus spp. Em (A) fotomicrografias em campo claro evidenciando a distribuicdo panoramica das
fibras e corpos neuronais Ten-3-LI. Em (B) nota-se a presenca de corpos neuronais e pouca a moderada
densidade de fibras Ten-3-LI ndcleo magnocelular do hipotalamo lateral (MCLH). Em (C) intensa densidade de
fibras Ten-3-LI é visualizada no ndcleo tuberal lateral (LTu). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; cp,
pedlnculo cerebral; f, fornice.

Figura 21. Distribuicdo de fibras nervosas e corpos neuronais Ten-3-LI na zona periventricular do hipotalamo
do primata ndo-humano Sapajus spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro mostrando a visdo panordmica da
regido periventricular do hipotadlamo. Em (B) e (C) nota-se a presenca de poucas fibras Ten-3-LI no ndcleo
paraventricular do hipotalamo, parte parvicelular, divisdo dorsal (PaPD) e parte magnocelular, divisdo dorsal
(PaMD), como apontado pelas setas, sendo que nesta regido hd presenga de corpos neuronais Ten-3-LlI.
Abreviaturas: f, fornice; IGP, globo pélido interno.
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Figura 22. Distribuicdo de fibras nervosas e corpos neuronais Ten-3-LI em ndcleos hipotaldmicos do primata
ndo-humano Sapajus spp. Em (A) fotomicrografias em campo claro evidenciando a distribuicdo panoramica das
fibras e corpos neuronais Ten-3-LI. Em (B) e (C) nota-se a presenca de corpos neuronais e pouca distribuicdo de
fibras Ten-3-LI no ndcleo preoptico anteromedial (AMPQ) e no ndcleo supra-6ptico (SO). Em (D) nota-se a
presenca de corpos neuronais e uma moderada distribuicdo de fibras Ten-3-LI no nicleo supraquiasmatico, parte
ventral (SChV). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; ox, quiasma optico.

Tronco enceféalico. A distribuicdo das fibras nervosas Ten-3-LI variou de moderada a intensa,
sendo que na regido mesencefélica foi observada intensa densidade de fibras na regido da
substancia negra reticular (SNR), moderada na area tegmental ventral (VTA) e pouca a
moderada no ndcleo parabraquial pigmentado (PBP) (Figura 23). Nas regides da ponte e
bulbo, foram notadas entre moderada a intensa densidade de fibras nervosas Ten-3-LI no
nucleo reticular lateral parte subtrigeminal (LRtS5), trato espinal do trigémeo (sp5) e nucleo
motor dorsal do nervo vago (Cel) (Figura 24). A presenca de corpos neuronais Ten-3-L1 foi
evidente no nucleo vestibular espinal (SpVe), nucleo cuneiforme externo (ECu) e nucleo
reticular lateral (LRt) (Figura 24).
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Figura 23. Distribuicdo de fibras Ten-3-LI no tronco encefélico do primata ndo-humano Sapajus spp. Em (A)
fotomicrografia em campo claro mostrando a distribuicdo panordmica das imunomarcages para Ten-3. Em (B)
nota-se moderada presenga de fibras Ten-3-LI na area tegmental ventral (VTA), destacado em maior aumento
em (B”). Em (C) é verificada entre moderada a pouca densidade de fibras nervosas Ten-3-LI no nucleo
parabraquial pigmentado (PBP), mostrada pelas cabecas de setas e em destaque em (C’). Em (D) é mostrada a
substancia negra, parte reticular (SNR), com intensa densidade de fibras nervosas imunorreativas. Abreviaturas:
cp, pedanculo cerebral; EGP, globo palido externo; lenf, fasciculo lenticular; SNL, substancia negra parte lateral.
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Figura 24. Distribuicdo de fibras e corpos neuronais Ten-3-LI no tronco enceféalico do primata ndo-humano
Sapajus spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro evidenciando a distribuicdo panordmica das fibras e
corpos neuronais Ten-3-LI. Em (B) e (C) nota-se a presenca de corpos neuronais e de poucas fibras Ten-3-LI no
nlcleo reticular lateral (LRt) e ndcleo cuneiforme externo (ECu), respectivamente. Em (D) nota-se a presenca
moderada de fibras Ten-3-LI no ndcleo motor dorsal do nervo vago (Cel). Abreviaturas: Cu, nlcleo cuneiforme;
icp, pedunculo cerebelar inferior; MVe, nucleo vestibular medial; sol, trato solitario; SolD, nucleo solitario
subnucleo dorsal; SpVe, nucle vestibular espinal.

Cerebelo. N&o foi observada evidente distribuicdo de fibras nervosas Ten-3-LI no cértex
cerebelar, sendo verificada a presenca de poucas fibras no nucleo cerebelar medial (Med) e
lateral (Lat). Nestes ndcleos e na camada de Purkinje (Pk) foi verificada a presenca de corpos

neuronais Ten-3-LI (Figura 3).
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Medula espinal. As laminas medulares I, Il e X mostraram entre moderada a intensa
densidade de fibras nervosas Ten-3-LI. Entretanto, a presenga de corpos neuronais
imunorreativos foi somente notada nas laminas VII-X da medula espinal como mostrado na
lamina IX (Figura 25).

Hipdfise. Células enddcrinas Ten-3-LI foram observadas nos lobos anterior e intermédio
(Figura 26).
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Figura 25. Distribuicdo de corpos neuronais e fibras Ten-3-LI na medula espinal do Sapajus spp. As
fotomicrografias em campo claro monstram na coluna a esquerda uma visao panoramica dos segmentos cervical
alto (A), cervical baixo (B), toracica (C), lombar (D) e sacral (E). Na coluna a direita € evidenciado em maior
aumento as &reas delimitadas na coluna esquerda que mostram corpos Ten-3-LI na lamina 1X. Organizagéo
citoarquitetdnica de acordo com REXED (1952).
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Figura 26. Distribuicdo de células endécrinas Ten-3 (Ten-3-LI) na hip6fise do Sapajus spp. As fotomicrografias
evidenciam algumas células Ten-3-LI (setas) no lobo anterior da hipofise (A) e em toda extensdo do lobo
intermédio (B).
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Regides/nuicleos Ten-3 Regides/niicleos Ten-3
(Corpo/ fibras) (Corpo / fibras)

Telencéfalo n paraventricular, parvicelular, div. dorsal ++

Cortex cerebral n. supraquiasmitico +/+

idrea 1 do cortex (somatosensorial) ++ zona medial

drea 2 do cortex (somatosensorial) ++ area preoptica

iarca 4 do cortex (motor primario) ++ drea preoptica anteromedial

area 6M (suplemento motor) -/ n. mamilar lateral

drea 6 dorsorostral -+ drea hipotalamica anterior

drea 6 ventrorostral ++ n. dorsomedial

drea 9, parte medial ++ n. ventromedial

drea 9, parte lateral ++ nucleo hipotalimico posterior

drea 14 do cortex, parte medial ++ zona lateral

arca 24a +/+ n. supraoptico ++

drea 24b -+ n. tuberal lateral +HA++

drea 25 -+ n. tuberomamilar +++

iarea 32 do cortex -/ darea hipotalimica lateral +H/+

cortex piriforme +H4+ n. magnocelular do hipotalamo lateral +++

cortex entorrinal ++ n. perifornicial -1+

n. olfatério anterior ++

tubérculo olfatorio +H+ Tronco encefilico

perialocortex orbital ++ Mesencéfalo

Amigdala substancia negra, parte reticular

area amigdaloidea anterior -+ substincia negra, parte lateral

nicleo medial da amigdala -/ttt drea tegmental ventral

n. central da amigdala -+t substincia periaqueductal lateral

n. lateral da amigdala -f+++ substancia periaqueductal ventrolateral

n. basolateral da amigdala, ventromedial parte +++ substancia periaqueductal dorsomedial

n. basomedial da amigdala, parte parvicelular +H+++ n. peripeduncular

iarea de transicdio amigdalopiriforme +H+ n. tegmental pedunculopontine

Niucleos da Base
n. caudado
palido ventral
globo palido externo -/t
globo pélido interno -+
Regiao Septal

n. septal lateral

n.septal medial

n.vertical da banda diagonal

substantia innominata

n. acumbens

n. da estria terminal, div. medial, parte anterior
n. da estria terminal, div. medial, parte posterior
n. basal (Meynert)

n. septohipocampal

Formacao Hipocampal

camada CA2 do hipocampo

camada CA3 do hipocampo

camada CA4 do hipocampo

camada granular do giro denteado

camada poliméfica do giro denteado

n. interpeduncular

Ponte e bulbo

n. parabraquial pigmentado

n. linear rostral da rafe

n. palido da rafe

n. dorsal da rafe, parte dorsal

n. dorsal da rafe, interfascicular
n. dorsal da rafe, parte ventral

n. vestibular espinal

nticleo prepdsito

campo retrorubral

nucleo coclear dorsal

nucleo paragigantocelular dorsal
nicleo paragigantocelular lateral
nicleo reticular gigantocelular
nticleo obscuro da rate

nticleo reticular lateral, parte subtrigeminal
trato espinal do trigémio

n. cuneiforme externo

n. solitario

n. reticular lateral

n. motor dorsal do nervo vago

Diencéfalo
Talamo Cerebelo
n. talimico limitante Cortex

n. pretectal anterior

n. paraventricular talamo

1. reuniens

n.paratascicular do tailamo

n. lateral dorsal do tilamo, parte superticial
n. talimico anterodorsal
nuicleo talimico mediodorsal
pulvinar inferior

n. reticular do talamo

n. geniculado lateral

n. geniculado medial

camada molecular
camada de Purkinje
Niicleos cerebelares
n. cerebelar medial
n. cerebelar lateral
Medula espinal
lamina 'l

lamina I11

lamina IV

lamina V

lamina VI

Subtilamo lamina VII
nticleo subtalamico -+ lamina VIII
Hipotilamo lamina IX

zona periventricular

lamina X

n. arqueado, parte medial

n. arqueado, partel lateral Hipofise

n. arqueado, parte dorsal lobo anterior

n. periventricular hipotalamo lobo posterior

n. paraventricular, magnocelular, div. dorsal lobo intermédio +-

Tabela 4. Distribuicdo de corpos neuronais e fibras nervosas com imunorreatividade relacionada a Ten-3 (Ten-
3-LI) no SNC do Sapajus spp. Sinal de + presenca de corpos neuronais imunorreativos, sinal de + a +++
intensidade de fibras imunorreativas a Ten-3 e sinal — para auséncia de marcacao.
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Figura 27. Desenho esquematico mostrando o encéfalo do Sapajus spp em corte sagital. Os principais territérios
de distribuicdo dos corpos neuronais imunorreativos para Ten-2, Ten-3 e Ten-4 estdo representados pelos pontos
azul, vermelho e verde, respectivamente. Abreviaturas: 11N, nlcleo acessorio; 3N, nlcleo oculomotor; 7N,
nlcleo facial; cc, corpo caloso; Cu, nucleio cuneiforme; DLG, nucleo geniculado lateral dorsal; F. Hip, formacédo
hipocampal; Gr, nicleo gracil; 10, complexo olivar inferior; LH, hipotadlamo lateral; opt, trato 6ptico; Pa,
paraventricular do hipotdlamo; Pn, nicleo pontino; RRF, campo retrorubral; Rt, nicleo reticular; SCh, nucleo
supraquiasmatico; SN, substancia negra; SO, nicleo supra-Optico; STh, nicleo subtalamico; Ve, nicleos
vestibulares; VTA, area tegmental ventral.

4.3.2 Teneurina-3 no SNC de rato (Rattus norvegicus)

As regides que exibiram corpos neuronais Ten-3-LI foram em sua maioria
correspondentes entre primatas e roedores, sendo que nos primatas foi notada uma
distribuicdo mais extensiva em areas hipotalamicas.

Os dados advindos de ratos sem tratamento com colcichina revelaram fibras
nervosas Ten-3-LI dispersas no SNC, porém sendo pouco evidente a presenca de corpos
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neuronais com imunorreatividade relacionada a Ten-3 (Ten-3-LI). Por outro lado, os animais
que receberam tratamento de colcichina mostrou uma distribuigdo de corpos neuronais Ten-3-
LI melhor definida. E interessante mencionar que a imunorreatividade em fibras e possiveis
terminais neuronais ndo foi significantemente reduzida em alguns territorios neuronais de
ratos tratados com colchicina, como esperado apds o uso de tal agente antimitotico. A
distribuicdo detalhada da Ten-3 no SNC de ratos é mostrada na tabela 5 e no esquema
apresentado na Figura 35. O padrdo semi-quantitativo da distribuicdo de fibras nervosas Ten-

3-LI também seguiu os critérios de pouco, moderada e intensa, como descrito anteriormente.

Telencéfalo. A imunorreatividade neste territorio foi verificada na formacdo hipocampal,
especificamente na camada CA3 do hipocampo, onde foram observados corpos neuronais e
prolongamentos neuronais Ten-3-LI, principalmente nos animais tratados com colchicina
(Figura 28). Nos demais territorios, foi evidente a presenca de fibras nervosas imunomarcadas
com densidade que variaram entre pouca, moderada e intensa. Entre as regiées com intensa
imunorreatividade para Ten-3, destacou o0 nucleo da estria terminal divisdo lateral parte
ventral (STLV) (Figura 28).
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Figura 28. Distribuicdo de fibras nervosas e corpos neuronais Ten-3-LI no telencéfalo de ratos. As
fotomicrografias em campo claro mostram a auséncia de corpos neuronais e fibras na camada CA3 do
hipocampo de animais sem colchicina (A), enquanto que em animais com colchicina (B) nota-se melhor
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evidéncia de imunomarcacdo. Em (C) e (D) é verificado a distribuicdo de fibras no ndcleo da estria terminal
divisdo lateral parte ventral (STLV) em ambos animais. Abreviaturas: ac, comissura anterior.

Diencéfalo. Corpos neuronais e fibras nervosas Ten-3-LI foram observadas no nucleo
arqueado (Arc) e no nucleo hipotalamico dorsomedial parte ventral (DMV) (Figura 29). Esse
nacleo assim como 0s nucleos paraventricular do hipotdlamo parte parvicelular medial
(PaMP) e o ndcleo supra-6ptico (SO) mostraram uma consistente melhora no padrdo de
imunorreatividade dos corpos neuronais, quanto comparado animais ratos normais e tratados

com colchicina (Figura 29).
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Figura 29. Distribuicdo de fibras e corpos neuronais Ten-3-LI no diencéfalo de ratos. As fotomicrografias em
campo claro mostram o nucleo paraventricular do hipotdlamo parte parvicelular medial (PaMP) (A e D) com
melhora da imunomarcagdo nos animais com colchicina. Esta melhora também foi observada nos nucleos supra-
optico (SO) (B e E) e nucleo hipotalamico dorsomedial parte ventral (DMV) (C e F). Abreviaturas: 3V, terceiro
ventriculo; opt, trato optico.

Tronco encefalico. Corpos neuronais e intensa distribuicéo de fibras nervosas Ten-3-LI foram
observadas no nucleo mesencefalico trigeminal (Me5) (Figura 30). Corpos neuronais e poucas
fibras nervosas imunorreativas foram observadas no nucleo rubro parte magnocelular (RMC),
nacleo motor dorsal do nervo vago (10N), area noradrenérgica Al (Al) e na raiz coclear
(CRN) (Figuras 30 e 31) que apresentaram evidente imunomarcagao em corpos neuronais nos

animais que receberam colchicina.
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Figura 30. Distribuicéo de fibras e corpos neuronais Ten-3-LI no tronco encefélico de ratos. As fotomicrografias
em campo claro em (A) e (D) demonstram visdo panoramica das regifes imunomarcadas com intensa
concentragdo de fibras Ten-3-LI no nicleo parabraquial lateral parte ventral (LPBV). Em (B) e (E) nlcleo
mesencefalico trigeminal (Me5) com fibras e corpos neuronais imunorreativos em animais sem e com colchicina.
Em (C) e (F) nucleo rubro parte magnocelular (RMC) com melhora da imunomarca¢do nos animais com
colchicina. Abreviaturas: scp, pedinculo cerebelar superior.
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Figura 31. Distribui¢do de corpos neuronais Ten-3-LI no tronco enceféalico de ratos. As fotomicrografias em
campo claro (A) e (D) destacam o nlcleo motor dorsal do nervo vago (10N) com evidente melhora de
imunomarcacdo em corpos neuronais de animais com colchicina sendo a mesma melhora observada nas células
noradrenérgicas Al (Al) vista em (B) e (E) e nos neurdnios da raiz coclear (CRN) vista em (C) e (F).
Abreviaturas: cc, canal central.
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Cerebelo. Foi notado melhora no padrdo de imunorreatividade nos animais que receberam
colchicina, como verificado nos corpos neuronais da camada de Purkinje do cerebelo e nos

nucleos profundos do cerebelo como o interposito parte anterior (IntA) (Figura 32).
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Figura 32. Distribuicdo de corpos neuronais Ten-3-LI no cerebelo de ratos. As fotomicrografias em campo claro
demonstram que ratos com colchina apresentam melhora na imunomarcacdo de corpos neuronais na camada de
células de Purkinje do cerebelo (Pk) vista em (A) e (B) e no ndcleo interpésito parte anterior (IntA) vista em (C)
e (D). Abreviaturas: GrCh, camada granular do cerebelo; MoCb, camada molecular do cerebelo.

Medula espinal. Nao foram verificadas diferencas significantes na imunorreatividade
observada em ratos normais e com colchicina. De modo geral, corpos neuronais
imunorreativos foram observados nas laminas VII, VIII e 1X, enquanto fibras Ten-3-LI foram
evidentes na lamina | de todos os segmentos medulares, como mostrado no segmento cervical
alto (Figura 33).

Hipofise. Células enddcrinas imunorreativas para Ten-3 foram observadas no lobo anterior da

hipéfise de ratos (Figura 34).
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Figura 33. Distribuicdo de fibras nervosas e corpos neuronais Ten-3-LI na medula espinal de ratos. As
fotomicrografias em campo claro em (A) e (D) demonstram a visdo panoramica do segmento cervical alto da
medula espinal, sendo que nas imagens em maior aumento observa-se imunomarcacdo em fibras presente na
lamina | (B e E) e em corpos neuronais da lamina IX (C e F).
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Figura 34. Distribuicdo de células endocrinas Ten-3 (Ten-3-LI) na hipofise de ratos. A fotomicrografia em
campo claro vista em (A) mostra algumas células imunorreativas no lobo anterior da hipdfise de animais que ndo
receberam colchicina, sendo estas evidenciadas no maior aumento em (B).
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(A) Rattus norvegicus
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Figura 35. Desenho esquematico do encéfalo de Rattus norvegicus (A) e Sapajus spp (B) em corte sagital
mostrando 0s territdrios que apresentam corpos neuronais imunorreativos para Ten-3. E notada uma
preponderancia de neur6nios em nulcleos da regido hipotalamica do Sapajus spp, enquanto que em ratos esta
distribuicdo é difusa ao longo do SNC. Abreviaturas: 10N, nicleo motor dorsal do nervo vago; Al, area
noradrenérgica Al; AMPO, nlcleo preoptico anteromedial; Arc, nlcleo arqueado; CA3, camada CA3 do
hipocampo; cc, corpo caloso; Cu, nicleo cuneiforme; DLG, geniculado lateral dorsal; DM, nucleo hipotalamico
dorsomedial; EW, nicleo de Edinger-Westphal; F. Hip., formacdo hipocampal; LH, hipotadlamo lateral; LRt,
nlcleo reticular lateral; LSO, lateral superior da oliva; Me5, nucleo mesencefélico trigeminal; MCLH,
hipotalamo lateral magnocelular; Mo5, ndcleo motor do trigémeo; opt, trato dptico; Pa, nlcleo paraventricular
do hipotalamo; Rt, nucleo reticular; SCh, ndcleo supraquiasmatico; SO, nucleo supra-6ptico; Sp5C, nucleo
espinal trigeminal parte caudal; Sp5I, ndcleo espinal trigeminal parte interpolar; VVC, nicleo coclear ventral; Ve,
nlcleos vestibulares; VTA, area tegmental ventral.
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Regides/nucleos Ten-3 Regides/nucleos Ten-3
(corpo/fibras) (corpo/fibras)
Telencéfalo n. caudal linear da rafe -+t
Amigdala n. paranigral -/
n. central da amigdala -+t subs. cinz. periaquedutal, dorsomedial -+
Nucleos da Base subs. cinz. periaquedutal, dorsolateral -+
globo palido lateral +/+ subs. cinz. periaquedutal, lateral -+t
palido ventral - subs. cinz. periaquedutal, ventrolateral -
Regido Septal campo retrorubral -
n. horiz. da banda diagonal -+ substancia negra, compact part -+
n. septohipotalamico A substancia negra lateral -
n. septal lateral ++ substancia negra reticular -+
n. septal medial -1+ n. ventral do leminisco lateral -+
n. septohipocampal -+ n. mesencefalico trigeminal +++
n. mterstitial -+ mesencephalic trigeminal tract -+t
n. da estria terminal, div. medial -[+++ n. rubro, parvicelular +/+
. da estria terminal, div. lateral -[+++ n. rubro, magnocelular +H+
n.acumbens -+t Ponte e bulbo
n. basal (Meynert) - nucleo dorsal da rafe -H
Formacio Hipocampal n. troclear +-
camada polimoérfica do giro denteado +- n. linear rostral da rafe -+
camada CA3 do hipocampo +/+ n. periolivar medioventral -+
Diencéfalo n. parabraquial pigmentado -+t
Talamo n. parabraquial lateral dorsal -+t
n. paraventricular talamo parte posterior -+t n. reticulotegmental +/-
n. taldimico posteromediano - n. pontino da rafe ++
area retrouniens -+ medial superior oliva ++
n. habenular medial A lateral superior da oliva ++
n. romboide do talamo A n. motor dorsal do nervo vago SYARS
Subtilamo n. motor do trigémeo +-
n. parasubtalamico -+t n. vestibular espinal +++
zona incerta -+t zona peritrigeminal -+t
Hipotalamo n. salivatorio superior -+t
zona periventricular n. coclear ventral, parte anterior ++
n. supraquiasmatico -+ n. coclear ventral, parte posterior -+
n. periventricular hipotalamo -+ n. raiz coclear ++
n. arqueado ++ n. reticular pontino, parte caudal ++
zona medial n.reticular gigantocelular ++
n. preoptico mediano -+ n.reticular lateral +++
n. predptico ventromedial -+ n.espinal trigeminal, parte caudal ++
n. preoptico medial -+ n.espinal trigeminal, parte interpolar +/+
area preoptica lateral -/+ n. sens. princ. trigem., parte ventrolateral ~— +/+
n. paraventricular do hipotalamo parvicel.  +/++ celulas noradrenérgicas Al +HA++
n. hipotaldmico dorsomedial, parte dorsal ~— -/+++ area subpostrema -
n. hipotalamico dorsomedial, parte ventral — +/+++ n. linear -
n. hipotaldmico posterior -+ Cerebelo
arca hipotalamica dorsal -1+ Cortex
area hipotalamica anterior -1+ camada de Purkinje +-
zona lateral Nucleos cerebelares
n. supradptico +/+ n. cerebelar lateral +/-
area hipotalamica lateral -+ n. mterposito, parte anterior +/-
n.tuberal medial -/+ Medula espinal
n. magnocelular do hipotalamo lateral -/++ lamina V1T -+
regido tuberal do hip. lateral - lamina VII +/-
parte perifornicial do hip. lateral A lamina VIII +/-
Tronco encefalico lamina I +-
Mesencéfalo
Edinger-Westphal +-
n. tegmental pedunculopontine -+t
n. tegmental subpeduncular -+
area tegmental ventral +/+

Tabela 5. Distribuicdo de corpos e fibras nervosas imunorreativas a Ten-3 no SNC de Rattus norvegicus tratados
com colchicina. Sinal de + presenca de corpos neuronais imunorreativos e sinal de + a +++ intensidade de fibras

imunorreativas a Ten-3 e sinal de — auséncia de marcagéo.
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4.4 Resultados do objetivo 3

Correlacao da distribui¢do das teneurinas e latrofilinas em areas do SNC de primatas néo-
humano (Sapajus spp)

A fim de verificar a correlagdo quanto a distribuicdo das latrofilinas (LPHNS) e as
teneurinas (TENs) no SNC do primata, foram empregadas séries de cortes histologicos
representativos das principais regides encefalicas com evidente distribuicdo das TENs. De
modo geral, a imunorreatividade para a latrofilina-2 e 3 (LPHN-2 e LPHN-3) no SNC de
macacos foi discreta e restrita a poucos territorios, sendo mais evidente a distribuicdo da
latrofilina-1 (LPHN-1). Além disso, a imunomarcacdo para a LPHN-1 foi observada nos
corpos neuronais e ao redor destes, sendo que esta distribuicdo esteve presente em territorios
semelhantes ao descrito para Ten-3, dados estes confirmados através do método da dupla

imunofluorescéncia indireta.

Telencéfalo. A imunorreatividade para LPHN-1, 2 e 3 foi verificada no citosol dos neurénios
das camadas piramidais internas e externas da area 4 do cértex motor primario 4(F1) (Figura
36). Foi verificado que neurbnios da area de transicdo amigdalopiriforme (APir) e
amigdalohipocampal  (AHIPC) exibiram imunorreatividade para LPHN-1. A
imunorreatividade também esteve na regido septal, como evidenciado nos nucleos septal
lateral dorsal (LSD), intermédio (LSI) e ventral (LSV) (Figura 36). Ndo foram observadas
imunomarcagdes para as demais latrofilinas nestas regides. Corpos neuronais imunorreativos
para LPHN-1 e 2 também foram observados em alguns territorios pertencentes aos nucleos da
base como globo palido externo e interno e regido septal como nucleo basal (Meynert) e
nucleo horizontal da banda diagonal (HDB). Na regido hipocampal foi observado a presenca
de LPHN-1 e 2 nas camadas CA1-CA4 bem como na camada granular do giro denteado da
formacéo hipocampal (GrDG) (Figura 36 e 38).

Diencéfalo. No talamo, discretos corpos neuronais foram observados no nucleo geniculado
lateral dorsal (DLG) para LPHN-1, 2 e 3. Os nucleos hipotalamicos mostraram
imunorreatividade para LPHN-1, em particular nos neurénios do nucleo supra-optico (SO) e
paraventricular do hipotdlamo parte magnocelular divisdo dorsal (PaMD) sendo observado
nestes nucleos padrdo de imunorreatividade granular tanto no citosol quanto ao redor do corpo

neuronal. (Figura 37).
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Tronco encefalico. Neurbnios imunorreativos para LPHN-1 e LPHN-2 foram observados na
substancia negra lateral (SNL), enquanto a LPHN-2 também foi constatado na substancia
negra reticular (SNR). O ndcleo oculomotor (3N) e o campo retrorubral (RRF) exibiram
imunorreatividade para todas as latrofilinas analisadas.

Cerebelo. Os nucleos profundos e a camada de celulas de Purkinje exibiram
imunorreatividade para as LPHN-1 e 2 (Figura 36 e 38). E destacada também a
imunomarcacao para LPHN-1 com padrdo puntiforme ao redor das células de Purkinje, bem
como uma imunomarcacao no citosol destes neurénios.

Medula espinal. A presenca da LPHN-1 foi notada em corpos neuronais distribuidos em
todos os segmentos e laminas medulares (Figura 37), com excecdo do segmento toracico. Este
padrdo de distribuicdo na medula espinal foi semelhante para LPHN-2 (Figura 38). Para
LPHN-3 somente foi verificada discreta imunorreatividade na I&mina 1X de todos os
segmentos.

Os resultados de dupla imunomarcagdo evidenciaram interessantes dados
principalmente para LPHN-1 e Ten-3 nas areas descritas anteriormente, com notavel
colocalizacdo destas em neurdnios das regides hipotalamicas como nucleo supra-6ptico (SO)
e paraventricular do hipotalamo magnocelular dorsal (PaMD) (Figura 39). Também foi
verificado que nestas areas assim como no cortex cerebelar a imunomarcagéo para LPHN-1
mostrou-se puntiforme ao redor das células de Purkinje que foram duplamente marcados com
Ten-3. Neurdnios duplamente imunomarcados também foram encontrados em todos o0s

segmentos e laminas da medula espinal como evidenciado na lamina IX (Figura 40).
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Figura 36. Distribuicdo da latrofilina-1 (LPHN-1) em territorios telencefélicos do Sapajus spp. Em (A)
fotomicrografia em campo claro dos neurdnios da camada piramidal interna do cortex motor primario 4(F1). Em
(B) é mostrado o cértex cerebelar apresentando imunorreatividade para LPHN-1 nas células de Purkinje (PK).
Em (C) sdo mostradas as &reas imunomarcadas na regido septal, sendo destacada a area septal lateral dorsal
(LSD) em maior resolucdo (D). Em (E) imunomarcacdo na formacéo hipocampal sendo evidenciado em (F) a
camada CA4 do hipocampo e camada granular do giro denteado (GrDG). Abreviaturas: LSI, area septal lateral
intermédia; LSV, area septal lateral ventral.

80



Resultados

Figura 37. Distribuicdo da latrofilina-1 (LPHN-1) em territérios diencefalicos e da medula espinal do Sapajus
spp. Em (A) fotomicrografia em campo claro do nicleo supra-6ptico (SO) com corpos neuronais imunorreativos
com padréo granular no citosol e na periferia do corpo neuronal, como mostrado em maior aumento em (B). Em
(C) e (D) imunorreativade para a LPHN-1 nos neurdnios do nucleo paraventricular do hipotalamo parte
magnocelular divisdo dorsal (PaMD) sendo também observado este padrdo granular tanto no citosol quanto ao
redor do corpo neuronal. Em (E) visdo panoramica da imunorreatividade distribuida na substancia cinzenta do
segmento cervical baixo da medula espinal evidenciando neur6nios imunomarcados na lamina IX em (F).
Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; f, fornice; opt, trato optico.
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LPHN-2

Figura 38. Distribuicdo da latrofilina-2 (LPHN-2) em territérios telencefalicos e da medula espinal do Sapajus
spp. As fotomicrografias em campo claro demonstram em (A) a LPHN-2 na camada de Purkinje do cerebelo
(Pk). Em (B) visdo panoramica da formacdo hipocampal com discreta imunomarcacdo para LPHN-2 em
neurénios como mostrado em maior resolu¢do em (C) na camada granular do giro denteado (GrDG) e camada
CA4 do hipocampo. Em (D) visdo panoramica da imunorreatividade distribuida na substancia cinzenta do
segmento lombar da medula espinal sendo observados neurdnios imunorreativos na lamina IX visto em (E).
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Ten-3/LPHN-1

Ten-3/LPHN-1
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Figura 39. Colocalizacdo da Ten-3 e LPHN-1 em nucleos hipotalamicos do Sapajus spp. Fotomicrografias em
microscopia confocal da dupla imunofluorescéncia indireta com Ten-3, marcado com FITC — fluorescéncia
verde e LPHN-1 marcado com Cy3 — fluorescéncia vermelha. Em (A) e (D) imunorreatividade para Ten-3 no
nucleo paraventricular do hipotalamo parte magnocelular divisdo dorsal (PaMD) e supra-6ptico (SO). Em (B) e
(E) imunorreatividade para LPHN-1 nos mesmos nucleos. Os perfis neuronais colocalizados podem ser
observados em amarelo nas figuras (C) e (F). Abreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; opt, trato 6ptico.

Ten-3/LPHN-1

Figura 40. Colocalizacdo da Ten-3 e LPHN-1 na medula espinal do Sapajus spp. Fotomicrografias em
microscopia confocal da dupla imunofluorescéncia indireta com Ten-3, marcado com FITC — fluorescéncia
verde e LPHN-1 marcado com Cy3 — fluorescéncia vermelha. Em (A) imunorreatividade para Ten-3 e em (B)
para LPHN-1 na lamina IX do segmento cervical alto da medula espinal. Em (C) os perfis neuronais
colocalizados podem ser observados em amarelo sendo alguns apontados pelas setas.
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5. DISCUSSAO

5.1 Consideragdes metodoldgicas

Foi realizado neste estudo o mapeamento neuroanatdbmico das proteinas Ten-2,
Ten-3 e Ten-4 no SNC do primata ndo-humano e correlacdo da distribuigéo entre TENs e
latrofilinas (LPHNs) em alguns territorios neuronais, alem disso também foi realizado a
analise da distribuicdo da Ten-3 no SNC de ratos e comparagdo com resultados obtidos para
esta mesma proteina no SNC do primata ndo-humano. Para tanto foi utilizado a técnica de
imuno-histoquimica pelo método de imunoperoxidase e imunofluorescéncia. A técnica de
imuno-histoquimica foi introduzida por volta dos anos 70 sendo amplamente empregada na
pesquisa biomédica para identificar proteinas e outras macromoléculas em tecidos e células
(LEONG et al., 2010; BURRY, 2011). Através do refinamento dos procedimentos envolvidos
na técnica de imuno-histoquimica, juntamente com o desenvolvimento de varios tipos de
anticorpos, conferindo aos mesmos um aumento da sensitividade e especificidade, foi possivel
a utilizacdo desta técnica em tecidos e/ou o6rgdos fixados em formaldeido e inclusos em
parafina que podem ter seus sitios antigénicos mascarados ou modificados (LEONG et al.,
2010; HOLMSETH et al., 2012; RAMOS-VARA e MILLER, 2014). O adequado controle
das etapas que comp0e esta técnica juntamente com o controle do anticorpo secundario e
anticorpo primario sdo segundo BURRY (2011) essenciais para validar os resultados oriundos
da imuno-histoquimica. Entretanto, trabalhos tém apontado para erros nos resultados advindos
desta técnica devido principalmente ao insuficiente controle dos anticorpos empregados,
especificamente o anticorpo primario que € considerado um dos controles mais dificeis
(SAPER e SAWCHENKO, 2003; FRITSCHY, 2008; LORINCZ e NUSSER, 2008; BURRY,
2011; HOLMSETH et al., 2012; WARD e REHG, 2014; BAKER, 2015). Além disso, para a
escolha de um bom anticorpo comercial é necessario avaliar as especificacdes técnicas que
discrimine a regido do epitopo empregado, qual parte da molécula de Ig esta sendo utilizada,
qual a concentragdo do anticorpo na aliquota, em qual hospedeiro foi produzido, para quais
técnicas é utilizado, para qual tipo de processamento tecidual esta mais indicado e se necessita
de recuperacdo antigénica, além das referéncias de uso prévio (WARD e REHG, 2014,
BAKER, 2015).

A fim de validar os resultados de imuno-histoquimica do presente estudo, foram

realizados os testes de titulagéo de todos os anticorpos, teste de adsor¢do nos anticorpos anti-
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Ten-2 e anti-Ten-3 da marca comercial Santa Cruz Biotechnology®, uso de anticorpos anti-
TENs de diferentes marcas comerciais que sdo importantes para confirmacdo da
imunorreatividade oriunda do anticorpo primario empregado e a omissdao do anticorpo
primario (FRITSCHY, 2008; LORINCZ e NUSSER, 2008; BORDEAUX et al., 2010;
BURRY, 2011; HOLMSETH et al., 2012; WARD e REHG, 2014). E interessante ressaltar
que o teste de adsorcdo nos demais anticorpos ndo foi realizado devido a inexisténcia de
peptideos comerciais correspondentes com a porcdo de reconhecimento dos anticorpos. A
realizacdo destes testes € importante para confirmar a especifica localizacdo do antigeno e
minimizar a presenca de falso-positivo, sendo, portanto importante para determinar a
qualidade do anticorpo empregado (WARD e REHG, 2014). Os testes de titulacdo e adsorgéo
segundo BURRY (2011) fazem parte da etapa do controle do anticorpo primario utilizado na
técnica de imuno-histoquimica. O teste de titulagdo se baseia na determinacdo da
concentracdo ideal do anticorpo primario através do uso de solugdes com concentraces
crescentes do anticorpo primario, isto assegura que 0 excesso ou a insuficiente quantidade
deste gerem resultado falso-negativo ou falso-positivo (HOFFMAN et al.,, 2008). A
determinacdo da concentracdo do anticorpo primario permite sugerir se a marcacdo oriunda
do reconhecimento deste anticorpo € sensivel e até mesmo especifica ou ndo como proposto
por WARD e REHG (2014) e HOLMSETH et al. (2012) sendo em nosso trabalho as
concentragfes para 0s anticorpos primarios anti-Ten-2, anti-Ten-3 e anti-Ten-4 estiveram na
faixa de 1:100 a 1:2000.

O teste de adsor¢do € uma etapa importante para determinar se o anticorpo
primario se liga corretamente no antigeno alvo (BURRY, 2011; HOLMSETH et al., 2012),
entretanto ndo é capaz de garantir que o anticorpo primario € capaz de se ligar exclusivamente
na proteina de interesse ou em proteinas com sequéncias similares (BURRY, 2011,
HOLMSETH et al., 2012). Embora seja um teste muito utilizado, este e os demais testes para
validacdo dos anticorpos como teste de titulagdo, omissdo do anticorpo e uso de anticorpos
alternativos que reconhecam antigenos distintos de uma mesma molécula ndo devem ser os
Unicos determinantes para garantir a validacdo dos resultados obtidos pela técnica de imuno-
histoquimica, necessitando de controles adicionais. Esses controles adicionais podem ser o
emprego de outras técnicas, tais como “imunoblots”, hibridizagdo in situ e métodos de

manipulacédo da expressdo das proteinas de interesse através do silenciamento total ou parcial
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do gene (criagdo de animais “knockout” e “knockdown”) (SAPER e SAWCHENKO, 2003;
RHODES e TRIMMER, 2006; FRITSCHY, 2008; BURRY, 2011; IVELL etal., 2014).

Para a realizacdo do teste de adsorc¢do, inicialmente o anticorpo primario é pré-
incubado com o seu peptideo correspondente a fim de obter a saturacdo de todos seus sitios
antigénicos. Em prosseguimento, esta solugdo € aplicada ao tecido estudado, supondo que
apos a adsorcdao do mesmo ndo haja sitios imunorreativos nas fragdes com maior concentracdo
do peptideo (BITTENCOURT e ELIAS, 2007; BURRY, 2011). No presente estudo foi
verificado auséncia de imunorreatividade para os anticorpos adsorvidos para Ten-2 e Ten-3 da
Santa Cruz Biotechnology®, sugerindo que estes anticorpos possam reconhecer somente as
porcdes das proteinas Ten-2 e Ten-3 presente no SNC do primata ndo-humano. Além disso,
guando € analisada a porcdo antigénica reconhecida por cada anticorpo, pode ser notado que
os anticorpos da Santa Cruz Biotechnology® reconhecem pequenos peptideos da proteina, o
que sugere maior possibilidade do anticorpo de se ligar ao antigeno alvo resultando em uma
melhor eficiéncia do teste de adsor¢do como sugerido por BURRY (2011). Entretanto, para a
Ten-2, alguns territorios do cortex cerebral permaneceram imunomarcados sugerindo o
reconhecimento de outros antigenos por este anticorpo, ou entdo, a solucdo de anticorpo ndo
foi totalmente saturada com o peptideo haja vista que a concentracdo do peptideo estava
aquém da relacdo 1:1 (peptideo/anticorpo) como verificado nas informacgdes do fabricante.

QOutro controle para técnica de imuno-histoquimica é comparar o padrdo de
imunomarcacao produzido por outros anticorpos que reconhecam distintos antigenos de uma
mesma molécula alvo e, portanto mostrem resultados coincidentes quando as demais
condicBes experimentais da técnica ndo sdo modificadas (FRITSCHY, 2008; LORINCZ e
NUSSER, 2008; IVELL et al., 2014). Para isso, foram utilizados e comparados 0s anticorpos
de diferentes marcas comerciais que apresentam diferentes sitio de reconhecimento nas
porcdes das proteinas TENs como apresentado na tabela 1. Disto posto, foi observado que
para Ten-2 os anticorpos das marcas Santa Cruz Biotechonology® e R&D Systems® eram
capazes de reconhecer antigenos localizados na por¢do amino-terminal da Ten-2. Notamos
que através do uso de ambos os anticorpos os resultados de distribuicdo da Ten-2 apresentou
territérios de imunorreatividade equivalentes. Entretanto, o anticorpo anti-Ten-2 da marca
comercial R&D Systems® é capaz de reconhecer um maior nimero de aminoacidos da
proteina Ten-2 do que os anticorpos da marca Santa Cruz Biotechonology® e ndo apresentou

peptideo comercial que pudessem ser utilizados no teste de adsor¢do. Devido a isso, foi
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utilizado o anticorpo anti-Ten-2 da marca Santa Cruz Biotechonology® para realizagcdo de
todo 0 mapeamento da Ten-2 uma vez que este anticorpo € capaz de reconhecer uma menor
sequéncia de aminoacidos, sugerindo maior possibilidade de especificidade do anticorpo
(BURRY, 2011). Adicionado a isto, houve a possibilidade de realizar o teste de adsorcédo
conferindo uma abordagem adicional para validar a especificidade do anticorpo, além de
permitir uma imunorreatividade melhor definida.

Nas imunomarcacOes para a Ten-3 pode ser verificado que os anticorpos da marca
comercial Santa Cruz Biotechonology® e Novus Biologicals® sdo capazes de reconhecer
antigenos localizados na porcédo carboxi-terminal da Ten-3. Entretanto, a marcacao verificada
para o anticorpo Novus Biologicals® demonstrou tanto territério de distribuicdo quanto
padrdo de imunorreatividade distinto da Santa Cruz Biotechonology® que foi evidente nos
prologamentos e corpo neuronal, enquanto que anti-Ten-3 da Novus Biologicals® foi
evidente nos nucleos dos neurdnios. O distinto padrdo de marcacdo entre estes anticorpos
pode ser devido a regido de reconhecimento do anticorpo da Novus Biologicals® posicionar
na parte final da extremidade carboxi-terminal. Este fato pode indicar que o anticorpo
reconhece uma possivel area de clivagem que resulta em um peptideo que pode ser
internalizado pela célula e transferido a regido nuclear, porém nédo sendo possivel afirmar esta
possibilidade somente através da técnica de imuno-histoquimica (FRITSCHY, 2008). Alem
disso, devido a presenca desta marcacao nuclear por um anticorpo que estaria reconhecendo
uma proteina de membrana celular gera a divida sobre a especificidade do anticorpo
(FRITSCHY, 2008); somado ao fato de que trabalhos anteriores relatam a translocacdo da
porcdo amino-terminal das TENs para o nlcleo e ndo a por¢do carboxi-terminal (BAGUTTI
et al., 2003; NUNES et al., 2005). Outra possibilidade sugerida para a distinta imunomarcacgao
pode ser devido a possibilidade de alguns antigenos serem mascarados durante a preparacao
do tecido através do método de fixacdo por modificar as propriedades dos constituintes
teciduais, a conformacdo tridimensional da proteina e a capacidade de penetracdo do
anticorpo no tecido, resultando na dificuldade do reconhecimento do antigeno por um, mas
ndo por outro anticorpo (FRITSCHY, 2008; LORINCZ e NUSSER, 2008; RAMOS-VARA e
MILLER, 2014). Desta forma, com base nos resultados de imunomarcacgdo do anticorpo anti-
Ten-3 da Santa Cruz Biotechonology® e somado ao fato da realizacéo do teste de adsorcdo e

que este anticorpo reconhece sitios distantes da por¢cdo de clivagem da regido carboxi-
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terminal, capaz de gerar o respectivo peptideo TCAP-3, optou-se por realizar a distribuicdo
neuroanatémica com tal anticorpo.

Com relagédo ao anticorpo anti-Ten-4, foi verificado que os anticorpos da marca
comercial Santa Cruz Biotechonology® sdo capazes de reconhecer antigenos localizados na
porcdo carboxi-terminal enquanto que os da R&D Systems® reconhecem a porgdo amino-
terminal. Além disso, foi verificada uma fraca imunorreatividade para anti-Ten-4 da R&D
Systems® porém nos mesmos locais na qual foi constatado marcacéo para o anticorpo anti-
Ten-4 da Santa Cruz Biotechonology®. A fraca marcagédo constatada para anti-Ten-4 da R&D
Systems® pode ser devido a possibilidade do processo de fixacdo tecidual resultar no
mascaramento dos antigenos teciduais que podem ser reconhecidos por este anticorpo
(FRITSCHY, 2008; LORINCZ e NUSSER, 2008; RAMOS-VARA e MILLER, 2014). Desta
forma, optou-se pelo uso do anticorpo da marca comercial anti-Ten-4 da Santa Cruz
Biotechonology® para 0 mapeamento neuroanatdmica desta proteina, ressaltando que embora
seu sitio de reconhecimento esteja presente na extremidade carboxi-terminal 0 mesmo
encontra-se distante da porcdo de clivagem capaz de gerar o peptideo TCAP-4.

Além destes testes foi realizada a omissao do anticorpo primario para validacao
dos anticorpos empregado neste estudo. O teste de omissdo do anticorpo primario visa
determinar se o anticorpo secundario empregado € especifico para reconhecer o anticorpo
primario e ndo antigenos teciduais que poderiam gerar resultado falso-positivo (BORDEAUX
et al., 2010). No presente estudo, a omissdo do anticorpo primario nao evidenciou
imunomarcacao tecidual sugerindo a especificidade do anticorpo secundario empregado em
reconhecer somente antigenos do anticorpo primario.

Ressaltamos que para facilitar a analise dos resultados dos testes de controle da
técnica de imuno-histoquimica foram avaliadas as regifes do SNC da formacéo hipocampal e
cerebelo, uma vez que essas regides sao consideradas na literatura como os principais sitios de
distribuicdo das TENs tanto em aves quanto em roedores (OOHASHI et al., 1999; OTAKI e
FIRESTEIN, 1999; ZHOU et al., 2003; KENZELMANN et al., 2008). Portanto, representam
territorios adequados para verificar a especificidade e eficiéncia da interacdo do anticorpo

primario.

5.2 Distribuicao das teneurina-2 e teneurina-4 no SNC de primatas ndo-humano (Sapajus
spp)
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Uma parte consideravel dos estudos das TENs no SNC de peixes, aves e roedores,
enfocam sua distribuicdo durante a neurogénese, quando suas expressdes sao mais acentuadas
(MIEDA et al., 1999; MINET et al., 1999; OOHASHI et al., 1999; RUBIN et al., 1999; BEN-
ZUR et al., 2000; RUBIN et al., 2002; LI et al., 2006; KENZELMANN et al., 2008).
Entretanto, com relacdo a distribuicdo neuroanatdbmica das TENSs esta ndo foi completamente
detalhada em mamiferos durante a fase adulta, em particular em primatas.

A distribuicdo da teneurina-2 (Ten-2) foi inicialmente descrita no SNC de
embrides de aves principalmente no sistema visual talamofugal formada pela retina, ndcleo
taldmico dorsal, nacleo geniculado lateral ventral, tecto dptico do mesencéfalo e cortex visual,
cujo circuito neuronal esté relacionado a deteccdo dos movimentos. Neste mesmo trabalho foi
verificada a presenca da teneurina-1 (Ten-1) nas vias do sistema visual tectofugal formada
pela retina, tecto Optico do mesencéfalo e ndcleo rotundo do talamo responsavel pela
discriminagdo da cor e do brilho (RUBIN et al., 1999; KENZELMANN et al., 2008). Este
padrdo de distribuicdo demonstra que em embrifes de aves Ten-1 e Ten-2 encontram-se
predominante na via visual, porém em popula¢des neuronais distintas (RUBIN et al., 1999;
KENZELMANN et al., 2008; YOUNG et al., 2013) (MINET et al., 1999; RUBIN et al.,
1999; RUBIN et al., 2002; KENZELMANN et al., 2008). No trabalho de ZHOU et al. (2003)
foi constatado que a Ten-2 esteve presente nas camadas CAl e CA2 do hipocampo, giro
denteado, além das camadas molecular e granular do cerebelo de camundongos. Em nossos
resultados verificamos a distribuicdo da Ten-2 nas camadas hipocampais incluindo CA1-CA4,
camada polimorfica e granular do giro dentado correspondendo com os resultados da
literatura. No entanto, a distribuicdo desta proteina no cerebelo, como verificada em nossos
resultados na camada de células de Purkinje, ndo havia sido mencionada anteriormente. A
literatura ainda relata a distribuicdo da Ten-2 no tdlamo, area septal e nucleos do mesencéfalo
de ratos e camundongos (OTAKI e FIRESTEIN, 1999; LI et al., 2006; YOUNG et al., 2013).
No Sapajus spp ndo houve significante imunorreatividade em nucleos talamicos e regido
septal, com excecdo do nucleo geniculado lateral no qual observamos neurénios
imunorreativos correspondendo com os resultados apresentado por YOUNG et al. (2013) em
camundongos. No entanto, a distribuicdo da Ten-2 no Sapajus spp foi mais evidente no tronco
encefalico como mostrado em neur6nios imunorreativos do nucleo oculomotor, nicleo motor
do trigémeo, nucleo rubro, nucleos cocleares, nucleo facial e acessério. Uma caracteristica

interessante encontrada em nossos resultados € que em alguns territérios do SNC como cortex
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motor e somatosensorial foi notado padrdo de marcacdo associada a membrana celular,
similar aos achados de OTAKI e FIRESTEIN (1999) e de YOUNG et al. (2013) no cortex de
camundongos adultos. Entretanto, também foi verificado em nossos resultados que a
imunomarcacao para a Ten-2 estava dispersa e homogénea no citosol. Tal caracteristica pode
advidir da possibilidade do anticorpo em reconhecer além da proteina Ten-2 outros peptideos
ou proteinas oriundos da transcricdo alternativa (“splice variants”) do gene da Ten-2, ou
mesmao ser decorrentes de clivagem pds-traducionais que resulta em proteinas intermediarias.
Esta hipdtese foi levantada com base em estudos que verificaram que os genes das TENSs
podem codificar “splice variants” (OOHASHI et al., 1999; SILVA et al., 2011; WOELFLE et
al., 2015) sendo sugestivo o reconhecimentos dos mesmos e da propria proteina Ten-2 quando
do uso de anticorpos comerciais. Desta forma, foi adotado em nosso trabalho o termo
imunorreatividade relacionada as TENs na descri¢do dos resultados de imuno-histoquimica,
uma vez que esta hipdtese tem sido reforcada com bases em resultados prévios de “western
blotting” realizado em nosso laboratdrio que revelou que os anticorpos comercias anti-TENS
reconhecem bandas com peso molecular igual e menor do que o das TENS.

Com relacédo ao papel funcional da Ten-2 a literatura descreve que em mamiferos
a mesma esta relacionada ao processo de regeneracdo neuronal, uma vez que houve aumento
dos niveis de uma proteina similar a Ten-2 denominada de neurestina nos neurdnios
sensoriais do bulbo olfatério de ratos adultos ap6s lesdo da cavidade nasal com sulfato de
zinco (OTAKI e FIRESTEIN, 1999). Além disso, estudos desenvolvidos em nosso laboratério
demonstraram a presenca de Ten-2 principalmente em astrocitos ap6s inducdo de lesdo
mecanica no cortex cerebral de ratos adultos, principalmente ap6s 48 horas da referida injaria.
Estes resultados sugerem que a Ten-2 possa estar envolvida no processo de reparo tecidual do
SNC, dos quais os astrdcitos sdo fundamentais, porém maiores estudos ainda sao necessarios
para verificar se essa expressdo é facilitatéria ou inibitdria neste processo neuroinflamatdrio.
Em nossos resultados verificamos que em condic¢des de normalidade a distribuicdo da Ten-2
esteve presente nos territdrios hipocampais, cerebelares e principalmente no tronco
encefalico. O hipocampo e cerebelo foram os primeiros territorios neuronais mencionados nos
trabalhos de distribuicdo das TENs (OOHASHI et al., 1999; ZHOU et al., 2003) sendo que
estes locais também foram encontrados em nossos resultados confirmando a conservagédo
desta familia de proteinas no SNC. Funcionalmente o hipocampo estd envolvido com a

consolidacdo da memoria enquanto que o cerebelo participa do controle do equilibrio e
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planejamento motor, sendo que ambos os territorios apresentam conexdes com 0 sistema
limbico que esté relacionado com o controle do comportamento emocional (ROOSTAEI et
al., 2014; MCDONALD e MOTT, 2016). A participacdo das TENs e dos seus peptideos
TCAPs na plasticidade dos neurdnios piramidais do hipocampo foi verificada através da
regulacdo de proteinas do citoesqueleto, sendo esta regulacdo capaz de alterar a morfologia
dendritica e as redes neuronais (AL CHAWAF et al., 2007; TAN et al., 2012). A distribuicdo
da Ten-2 nestes e em outros territorios neuronais do Sapajus spp sugerem a versatilidade na
qual as TENs podem estar envolvidas, podendo contribuir direta ou indiretamente em diversas
funcgdes através da manutencdo da integridade neuronal e de suas conexdes que sdo essenciais
para a funcionabilidade dos nucleos e dos circuitos neuronais como ja sugerido anteriormente
(RUBIN et al., 2002; KINEL-TAHAN et al., 2007; LEAMEY et al., 2008; YOUNG e
LEAMEY, 2009; MOSCA, 2015).

A distribuicdo da Ten-4 tem sido pouco relatada, sendo notado que a distribuicao
do seu RNAm foi mencionada durante os diferentes estagios de desenvolvimento embrionério
de camundongos em territorios do telencéfalo, diencéfalo e mesencéfalo (ZHOU et al., 2003).
No mesmo estudo foi avaliado a distribuicdo do RNAm da Ten-4 em animais adultos, onde
foram encontrados resultados no cortex cerebral, camada CAl, CA2 e CA3 do hipocampo,
além da camada molecular e células de Purkinje do cerebelo (ZHOU et al., 2003). Em nossos
resultados verificamos neurdnios imunorreativos para a Ten-4 no cOrtex cerebral,
especificamente em areas corticais motoras e somatosensorial, camada CA1-CA4 e camada
granular do giro denteado da formacdo hipocampal e nas células de Purkinje do cerebelo,
correspondendo com estudos prévios. Além disso, a proteina Ten-4 no SNC do Sapajus spp
apresentou distribuicdo de corpos neuronais imunorreativos principalmente em nucleos do
tronco encefalico e medula espinal como podemos destacar para o ndcleo de Edinger-
Westphal, nucleo oculomotor, ndcleos vestibulares, nucleos cocleares e 1amina VIII e IX da
medula espinal. Entretanto, foi verificado que fibras imunorreativas estiveram amplamente
distribuidas pelo SNC com destaque para as regides dos nucleos da base, regido septal e do
tronco encefalico como bem evidenciado no trato solitéario e trato espinal do trigémeo. Desta
forma, verificamos que alguns dos dados de distribuicdo neuroanatdbmica da Ten-2 e Ten-4 no
SNC de primata ndo-humano séo resultados ainda ndo mencionados na literatura e sugerem a

preservacao e expansdo desta familia de proteinas.
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Com relacdo as funcgdes da Ten-4 no SNC tem sido proposta sua participacdo na
neurogénese uma vez que embrides de camundongos mutantes para esta proteina apresentam
defeitos no padrdo de formacéo, sobrevivéncia e proliferacdo celular durante a formacédo do
tubo neural e organogénese (LOSSIE et al., 2005). Também foi verificado que camundongos
mutantes com fenotipo de tremor e hipomieliniza¢do apresentaram auséncia da expressao da
Ten-4, revelando sua importancia para a diferenciacdo dos oligodendrécitos e na formacéao de
axonios mielinizados de pequeno didmetro na medula espinal (SUZUKI et al., 2012).
Recentemente, foi constatado o envolvimento da Ten-4 na regeneracdo do musculo estriado
esquelético de ratos, sendo que células satélites deste muasculo expressam Ten-4 e sua
inativagéo facilita a regeneracdo muscular contribuindo para o crescimento e formagéo das
fibras da musculatura esquelética (ISHII et al., 2015). Estes dados reforcam a possivel
participacdo da Ten-4 nas funcGes motoras e colaboram com nossos resultados de distribuicéo
em neurdnios de areas motoras como cortex cerebral, nicleos da base, tronco encefalico e
corno ventral da medula espinal. Além disso, a evidente imunorreatividade para Ten-4 em
fibras presente nas laminas superficiais da medula espinal e em tratos do tronco encefalico
como trato solitario e trato espinal do trigémeo sugere seu envolvimento nas vias de
informacdo sensorial. A presenca da Ten-4 nas fibras do trato espinal do trigémeo pode ser
oriunda de neur6nios pseudo-unipolares dos ganglios facial, glossofaringeo, vago e trigeminal
enquanto que fibras presente nas laminas | e 1l da medula espinal podem ser oriundas dos
ganglios espinais, estando estas vias relacionadas com informacdes sensoriais gerais (WAITE
e ASHWELL, 2004). Esta suposicdo € reforcada com bases no estudo de BEN-ZUR et al.
(2000) que mencionou a distribuicdo do RNAm para Ten-4 em ganglios espinais e trigeminais
de embrides de camundongos. Desta forma, as fibras encontradas no trato solitario também
podem ser oriundas de ganglios, como o facial, glossofaringeo e vago, estando relacionado
com informacBes sensoriais especiais no caso a gustacdo (PRITCHARD e NORGREN,
2004). Portanto, como sugerido para a Ten-2 é possivel que a Ten-4 atue direta ou
indiretamente nestas fungdes através da manutencdo de circuitos neuronais (RUBIN et al.,
2002; KINEL-TAHAN et al., 2007; LEAMEY et al., 2008; YOUNG e LEAMEY, 2009;
MOSCA, 2015).
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5.3 Distribuicdo da teneurina-3 no SNC de primatas ndo-humano (Sapajus spp) e ratos
(Rattus norvegicus)

A presenca da proteina Ten-3 no SNC do Sapajus spp apresentou, de modo geral,
correspondéncia de localizacdo com os dados apresentados na literatura em relacdo ao SNC
camundongos e cangurus (ZHOU et al., 2003; LI et al., 2006; ANTINUCCI et al., 2013;
CARR et al., 2014). A distribuicio do RNAmM da Ten-3 em embrides de camundongos
concentra-se na regido telencefalica e diencefalica durante os estagios inicias de
desenvolvimento, sendo posteriormente verificada a distribuicdo em regides do tronco
encefalico e da medula espinal em estdgios mais tardios (ZHOU et al., 2003). Em
camundongos adultos foi relatada sua presenca no cértex cerebral, tAdlamo, camadas CALl e
CAZ2 do hipocampo e camadas granular, molecular e de células de Purkinje do cerebelo que
representam os principais sitios de distribuicdo tanto do RNAm quanto da proteina da Ten-3
(ZHOU et al., 2003). A camada CA1 do hipocampo do Sapajus spp nédo apresentou fibras ou
COrpos neuronais imunorreativos a Ten-3 como descrito em estudo prévio (ZHOU et al.,
2003); entretanto, foi verificada a discreta presenca de neurdnios e moderada a intensa
concentracdo de fibras na CA2 e CA4 do hipocampo e camada granular e polimérfica do giro
denteado da formacdo hipocampal do primata ndo-humano. A distribuicdo da Ten-3 no
cerebelo do Sapajus spp estava localizada na camada de Purkinje e camada molecular,
colaborando com os resultados mencionados em camundongos, porém ndo sendo verificada a
distribuicdo na camada granular do cerebelo. Em cangurus e camundongos adultos também
foi verificada a distribuicdo da Ten-3 em regides neuronais envolvidas com o processamento
da informacdo visual pela via retino-talamica (LEAMEY et al., 2007; ANTINUCCI et al.,
2013; CARR et al., 2014) colaborando com nossos resultados de distribuicdo na qual foi
observada a presenca da Ten-3 no nucleo geniculado lateral dorsal, que faz parte desta via
visual. Além disso, verificamos que a Ten-3 no SNC do Sapajus spp esteve presente em
varios territorios neuronais, porém a maior concentracdo de corpos neuronais e fibras
varicosas imunorreativas estiveram distribuidas em nucleos hipotalamicos como ndcleo
paraventricular do hipotalamo, principalmente a por¢cdo magnocelular, nicleo supra-optico,
area pré-optica, area hipotalamica lateral, nicleo tuberomamilar e nucleo supraquiasmatico.
Vale ser ressaltado que o ndcleo supraquiasmatico faz parte da via visual retino-hipotalamica
associada com a regulacdo do ritmo circadiano (SAPER, 2004), entretanto, ndo verificamos a

descricdo das TENs nesta via visual e nestes territorios hipotalamicos, embora a presenca da
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Ten-3 no hipotalamo seja mencionada em camundongos durante a fase embrionéria porém
sem detalhes quanto a localizacdo neuroanatomica (LI et al., 2006). Fibras nervosas
imunorreativas para a Ten-3 no Sapajus com caracteristicas de varicosidades também
estiveram distribuidas por todo o neuroeixo principalmente nas regides da amigdala, nucleos
da base, alguns territdrios da regido septal, camada CA2 a CA4 da formag&o hipocampal e
tronco encefalico.

E interessante destacar que a ampla distribuicdo da Ten-3 nos nicleos
hipotaldamicos e a vasta distribuicdo de fibras nervosas com aspecto varicoso em todo o
neuroeixo do Sapajus spp, sugere a possibilidade de que o anticorpo anti-Ten-3 empregado
neste estudo possa apresentar afinidade por proteinas relacionadas a Ten-3, possivelmente
provindas da traducdo de parte do gene que codifica a proteina Ten-3 (“splice variants™) ou a
possibilidade de tal anticorpo em reconhecer peptideos oriundos da clivagem de tal proteina,
embora o sitio de reconhecimento do anticorpo esteja longe do sitio de clivagem dos TCAPs,
de acordo com a descricdo do fabricante. Como mencionado anteriormente a geracdo de
“splice variants” para os membros das TENs tem sido relatada (OOHASHI et al., 1999;
SILVA et al., 2011; WOELFLE et al., 2015) e a possibilidade do reconhecimento de
proteinas intermediarias oriundas da clivagem pos-traducionais por anticorpos comerciais tem
sido reforgada por nossos resultados de “western blotting”, que evidenciou bandas com peso
molecular que coincidem com as proteinas advindas da clivagem proteolitica (dados nédo
mostrados). Desta forma, como descrito anteriormente os resultados advindos deste estudo
referem-se a tanto as TENs quanto a proteinas que estdo relacionadas as TENs sendo por isso
adotado o termo imunorreatividade relacionada as TENs na descricdo dos resultados de
imuno-histoquimica.

Os interessantes resultados de distribuicdo da proteina Ten-3 no SNC do Sapajus
spp direcionaram a complementacdo deste estudo através de uma analise comparativa com
ratos. Para isto, foram utilizados cortes histologicos dos SNC de ratos normais e pre-tratados
com colchicina. A colchicina é um agente antimitotico que interrompe os microtubulos por se
ligar a tubulina e impedir a polimerizagdo ocasionando a interrup¢cdo do transporte
axoplasmastico (BITTENCOURT e ELIAS, 2007). Devido a estas caracteristicas seu uso
mostra-se eficaz para detectar neuropeptideos no soma dos neurdnios, uma vez que estes sao
produzidos no corpo celular e rapidamente transportados para o axonio, dificultando a

visualizacdo dos mesmos no corpo neuronal quando ndo se administra esta droga. Desta
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forma, o emprego da colchicina facilitou a visualizagdo dos corpos neuronais imunorreativos
a Ten-3, permitindo uma analise comparativa mais fidedigna entre 0 SNC de ratos e primatas
ndo-humanos.

No SNC de ratos foi verificado que a distribuicdo da Ten-3 ndo foi tdo ampla
quanto a observada em primatas ndo-humano. Algumas regides hipotalamicas foram similares
aquelas encontradas no Sapajus como nucleo supra-Optico e ndcleo paraventricular do
hipotdlamo, sendo este melhor evidenciado em ratos na por¢do parvicelular. Outro territorio
que apresentou correspondéncia de distribuicdo da Ten-3, em ambas as espécies, foi o lobo
anterior da hipofise, l1aminas | e 1X da medula espinal e regido cerebelar, na qual foi
constatada imunorreatividade na camada de células de Purkinje e nucleos profundos do
cerebelo. Também foram notados neurdnios imunorreativos, principalmente no tronco
encefalico, como nucleo motor dorsal do nervo vago e células noradrenérgicas Al, dados
estes ndo verificados no primata Sapajus. Fibras nervosas varicosas no SNC do rato estiveram
concentradas na regido septal, similarmente aos dados advindos do Sapajus spp. O diencéfalo
e o tronco encefalico de ratos também exibiram intensa presenca de fibras varicosas,
sugerindo padrdo de imunorreatividade neuropeptidérgica em possiveis campos terminais. E
interessante destacar que os ratos tratados com colchicina ainda exibiam imunorreatividade
em fibras e possiveis terminais neuronais em algumas regides. Isto pode ser devido a intensa
quantidade de proteina Ten-3 presente em alguns territorios neuronais, ndo sendo este agente
antimitotico capaz de restringir tal proteina ao soma neuronal, ou mesmo, indicando que a
Ten-3 apresenta baixa capacidade de deplecdo nos terminais nervosos.

De modo geral a distribuicdo da Ten-3 no SNC mostra-se conservada, porém com
alguns territdrios distintos entre o Sapajus e ratos. Estes dados comparativos indicam que a
Ten-3 represente um sistema neuropeptidérgico que provavelmente sofreu uma significante
expansdo dos roedores para 0s primatas. Além disso, a distribuicdo da Ten-3 em neur6nios e
fibras varicosas, principalmente no hipotdlamo (paraventricular e supra-optico), e em células
da hipdfise anterior, sugere que a mesma possa estar envolvida em outras fungdes ainda nao
mencionadas na literatura como neuroenddcrinas. Esta fungdo é bem descrita para os ndcleos
paraventricular magnocelular e supra-optico, que liberam neuropeptideos como vasopressina
e oxitocina diretamente na hipofise posterior, e nucleo paraventricular parvicelular que secreta
neuropeptideos no sistema porta-hipofisario que controla a funcdo de células endocrinas da
hip6fise anterior (SAPER, 2004).
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Apesar de nossos resultados se concentrarem em territorios hipotalamicos, temos
notado que a literatura enfatiza a distribuicéo e o papel funcional da Ten-3 no sistema visual
de peixes, cangurus e camundongos sendo nesses também mencionado a funcéo de controle
motor (LEAMEY et al., 2007; ANTINUCCI et al., 2013; MERLIN et al., 2013; YOUNG et
al.,, 2013; CARR et al., 2014). Em peixes, a Ten-3 mostra-se importante para o
desenvolvimento estrutural e funcional de células da retina como as células ganglionares e de
neurdnios tectais pds-sinapticos, engquanto que em animais submetidos ao silenciamento
parcial do gene (animais “knockdown”), a orientacdo sinaptica do sistema visual mostrou-se
defeituosa, pois resultou em defeitos na morfologia dos axonios e dendritos das células
ganglionares (ANTINUCCI et al., 2013). Além disso, camundongos adultos submetidos ao
silenciamento do gene para Ten-3 (animais “knockout”) exibiram prejuizos na via visual
induzidos por falhas no alinhamento das projecOes ipsilateral da retina para o nucleo
geniculado lateral (LEAMEY et al., 2007). Outro estudo relata a participacdo da Ten-3 na
formacao de circuito neuronal associado com as proje¢des talamoestriatal advindas do ndcleo
parafascicular do tdlamo (PF) (TRAN et al., 2014). Este circuito estriatal em animais cujo
gene para Ten-3 foi silenciado apresentaram distribuicdo topogréfica alterada das projecdes
do PF, quando comparado com animais controle, além de exibirem atrasos no
desenvolvimento das habilidades motoras (TRAN et al., 2014). Os estudos envolvendo as
TENSs estdo sendo ampliados consideravelmente nos Gltimos anos a fim de elucidar seus
mecanismos de acdo, sendo verificado importante papel das interacdes homofilicas e
heterofilicas para o desenvolvimento de conexfes neuronais e manutencfes das conexdes
sindpticas (MOSCA, 2015; WOELFLE et al., 2015). As intera¢cBes heterofilicas entre
latrofilinas (LPHNs) e TENs tém sido verificadas em estudos de cultura de células,
cromatrografia e biologia molecular (SILVA et al., 2011; BOUCARD et al., 2014;
O'SULLIVAN et al., 2014) sendo que estas interacdes também podem ser estabelecidas entre
TENs e proteinas pertencentes as familias das integrinas e distroglicanas (Figura 41)
(BOUCARD etal., 2014; MOSCA, 2015; WOELFLE et al., 2015; WOELFLE et al., 2016).

5.4 Correlacdo da distribuicdo das teneurinas e latrofilinas em areas do SNC de primatas
ndo-humano (Sapajus spp)

As latrofilinas (LPHNSs) s&o uma familia de receptores de membrana ligados a

proteina G e principalmente distribuidas no SNC (SILVA e USHKARYOQOV, 2010).
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Inicialmente foram descritas a partir de estudos que buscavam o0s possiveis receptores para a
a-latrotoxina, que é uma toxicina presente no veneno da aranha vilva-negra. Esta toxicina é
capaz aumentar o fluxo de Ca®* na membrana dos neurdnios e com isso ativar a liberagdo de
neurotransmissores e neuromoduladores de células neurais e neuroendécrinas (DAVLETOV
etal., 1996; SUGITA et al., 1998; MATSUSHITA et al., 1999).

As LPHNs sdo compostas por trés membros sendo estes denominados de
latrofilina-1 (LPHN-1), latrofilina-2 (LPHN-2) e latrofilina-3 (LPHN-3). Os trés membros
possuem estrutura complexa com grande sequéncia intra e extracelular e com varios dominios
presente na porgdo carboxi-terminal conservado entre as espécies, sugerindo com bases em
suas caracteristicas estruturais que os mesmos possuam func¢des similares (SUGITA et al.,
1998; MATSUSHITA et al., 1999). E verificado que as LPHNs possam participar das funcdes
sinapticas, porém ndo sendo receptores com funcgdes sinapticas especificas, sendo sugerida a
esta familia a funcdo de ades&o celular e transducdo de sinal (WOELFLE et al., 2016).
Estudos de “northern blotting” evidenciaram a distribui¢do dos membros das LPHNs em
diversos tecidos de ratos sendo verificada expressdao predominante da LPHN-1 no SNC,
enquanto que LPHN-2 alem de distribuicdo no SNC foi evidente no tecido pulmonar e
hepético e a expressdo da LPHN-3 foi fracamente presente no SNC (MATSUSHITA et al.,
1999). Estudos posteriores utilizando metodologia semelhante, juntamente com técnica de
imuno-histoquimica e hibridizacdo in situ descreveram a distribuicdo da proteina e do RNAmM
para LPHN-3 no SNC de humanos, sendo esta encontrado principalmente na amigdala, nicleo
caudado, hipocampo, cértex cerebral e cerebelar (ARCOS-BURGOS et al., 2010). Desta
forma fica claro que esta familia de receptores esta envolvida com a atividade e manutencéo
dos tecidos neuronais e ndo neuronais.

As LPHNs estdo relacionadas com a liberacdo pré-sinaptica de
neurotransmissores, além da participacdo na estabilidade neuronal a partir da interacdo com as
TENSs (SILVA et al., 2011) (Figura 41). Esta interagédo foi descrita entre LPHN-1 com parte
de um transcrito da teneurina-2 ( “splice variant”) denominado de Lasso (SILVA et al., 2011),
sendo notado que LPHN-1 esté localizada na membrana pré-sinaptica e Lasso esta localizada
na membrana poés-sinaptica auxiliando na estabilizagdo sindptica (SILVA et al.,, 2011;
WOELFLE et al., 2015) (Figura 41). Alem disso, foi verificado que esta interagdo é capaz de
controlar os niveis de Ca*? pré-sinaptico e assim, possivelmente, controlar a sinalizacio

intracelular nas jungdes sinapticas (SILVA et al., 2011).
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Por meio de técnica imuno-histoquimica para as LPHNs verificamos que 0s
resultados obtidos no SNC do Sapajus spp corresponderam aos achados da literatura que
descrevem evidente imunomarcacdo no SNC para LPHN-1 e discreta para LPHN-2 e LPHN-3
(ARCOS-BURGOS et al., 2010; BECKMANN et al., 2013; O'SULLIVAN et al., 2014). Foi
verificado em nossos resultados que a imunorreatividade para as LPHNSs esteve em territdrios
mencionados na literatura como cortex cerebral, hipocampo e cdrtex cerebelar (BOUCARD et
al., 2014; WOELFLE et al., 2016). O padrdo de imunorreatividade verificada principalmente
para a LPHN-1, através da microscopia de luz e confocal, demonstra que esta proteina esteve
localizada no citosol e na periferia do corpo neuronal sugestivo de campo terminal,
correspondendo com o observado na literatura (SILVA et al., 2011). Nao foi verificada
evidente imunorreatividade para LPHN-3 no SNC do Sapajus spp, apesar de a literatura
demonstrar que a mesma se encontra no citosol de areas como cértex cereberal, hipocampo,
nacleos da base, bulbo e medula espinal de humanos (ARCOS-BURGOS et al., 2010; MEZA-
AGUILAR e BOUCARD, 2014). Em nossos resultados de colocalizacdo foi verificado que 0s
territérios analisados apresentaram dupla imunomarcacao para as LPHNs e TENs sendo bem
evidente entre Ten-3 e LPHN-1. Observamos que estes dois elementos estiveram no citosol e
membrana celular do mesmo neur6nio e de neurdnios adjacentes como mencionado na
literatura que melhor evidenciou tal caracteristica por meio da microscopia eletronica (SILVA
etal., 2011; WOELFLE et al., 2015).
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Figura 41. Esquema da localizag&o e da interagdo entre TENs e LPHNs na membrana neuronal. E verificado a
existéncia de proteinas de estabilizacdo como ditroglicanas, neurexinas e proteina de transmembrana fibronectina
rica em leucina (FLRT) que estdo interligadas entre as TENs e LPHNSs. llustragdo extraida e adaptada de
WOELFLE et al. (2016). Abreviaturas: GDP, guanosina difosfato; HBD, dominio ligante de horménio (
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“hormone-binding domain”); LEC, dominios de lectina; OLF, dominios de olfactomedina; TCAP, peptideo
associado ao terminal carboxila das teneurinas.

Com relacdo a interacdo entre TENs e LPHNs, estudos preliminares
desenvolvidos pelo nosso laboratorio evidenciaram o aumento da imunorreatividade para
Ten-2 e LPHN-1, 2 e 3 em astrocitos reativos apds indugdo experimental de lesdo mecanica,
reforcando o papel das interacdes heterofilicas da TENs no SNC. Outros estudos verificaram
que a LPHN-1 interage com a Ten-4 e pode regular de modo direta ou indiretamente a
formacgdo das sinapses e/ou sua manutencdo (BOUCARD et al., 2014). A interacdo entre
LPHN-3 com a Ten-1 também foi relatada, porém ndo sendo verificado o papel desta
interacdo no desenvolvimento das sinapses (O'SULLIVAN et al., 2014). Alguns indicios
também apontam a participacdo dos membros da TENs em em distdrbios psiquiatricos
associado com prejuizos sindpticos como autismo, distarbio bipolar e esquizofrenia
(DUBOVSKY etal., 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). Isto pode ser devido a mudancas no
processamento de recompensa na amigdala (HEINRICH et al.,, 2013) ou devido a
malformacBes da rede neuronal resultando em prejuizos na sinalizacdo sinaptica ou no
desenvolvimento glial (SUZUKI et al., 2012; SUZUKI et al., 2014). Estes indicios apontam e
reforcam a participacgéo e interagdo das LPHNs e TENs no controle de desordens de humor
através da regulacdo sinadptica (WOELFLE et al., 2016), como também em desordens de
aprendizagem e déficit de atencdo (ARCOS-BURGOS et al., 2010; MEZA-AGUILAR e
BOUCARD, 2014).

Desta forma, nossos resultados colaboram para a possivel interacdo entre 0s
membros das TENs e LPHNs contribuindo com o possivel papel funcional dos mesmos,

entretanto, outros estudos ainda se fazem necessarios para comprovacao desta funcéo.
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Conclusées

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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