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RESUMO

Estudo da dstribuicdo das proteinas relacionadas aseneurinas no sistema nervoso centratle
primatas ndo-humanos Gapajus spp e ratos (Rattus norvegicus)Tese (Doutorado) Instituto de
Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2016.

As teneurinas (TENSkepresentanuma familia de proteinas transmembraneservada entre as espécie
presente principalmente reistema nervoso central (SNC). Nos vertebragksa familia € composta por
quatrohomélogosdenominados de teneuritaa-4 (Tenl, Ten2, Ten3 e Ten4). Estudosmostraram a
presenca dasENs em viasmotoras,olfatoriase visuds, especialmente durante a neurogénese em aves e
roedoresA analise dalistribuicdo neuroanatdmica das TE&B primatapoderiaampliar o conhecimento
destas proteinaspntribundocomachados funcionais recent®ortanto, opropositos deste estodoram:

1) avaliar a distribuicdo ab neurbnios que exibem imunorreatividade relacionadal Esfiike
immunoreactivitp (TENsLI), em particularTen2-LI, Ten3-LI e Ten4-LI no SNC do primata nao
humano(Sapajus spyp 2) realizar analise comparativa de#tios dedistribuicdo @ proteina Tef3 entre o

SNC de primatas (Sapajus spp e roedores Rattus norvegicys uma vez que a Teh apresentou
distribuicdo significante no SNC de primat&} correlacionar a distribuicdo das TENs com seus ligantes
enddgeos denomiados de latrofilinas (LPHNS, 2 e 3)em areas @ SNC de primatas. Para issortes
coronaisdo SNC de macacos (n=3) e de ratos (n=4) foram submetidos a técnica déistomaimicae
analisados em microscopia de luz ou confoBalresultadogdemonstraram a distribuicdo de neurdnios e
fibras nervosas exibindo TENd$ em todo o neuroeixo de primatas. Neurbnios exibindo-ZFeh
estiveramprincipalmente ndronco encefalicocomo notado nos nucledacial, oculomotore coclear.
Neurbnios exibind Ten4-LI foram evidentesio tronco encefélico comnlcleo de Edingewestphal
nucleo oculomotor e nicleos vestibularestretanto, a distribuicdo de fibrasn4-LI foi significanteem
algunstratos do tronco encefélicotais como no trato solitario #ato espinal do nervo trigémeo. A
distribuicdo dos neurdnios e fibras nervofas3-LI foram difusamente distribuidas ao longo do SNC,
sendo que esta imunomarcacao se assemelhou a neuropeptidios secretores nos neurdnios e fibras nervosa
presentes nos oleos hipotalamicos, tais como nécleo paraventricularsipradptico. Os resultados para
Ten3-LI emratosforam em sua maioria correspondentes aos verificados em pambtaa sendo neste
altimo mais abrangentéd correlacdo da distribuicdo entre LPEIN TENs em territérios do SNC de
primatas evidenciou que a LPHNe Tenr3-LI estiveram em areas e neurdnios correspondentes como
nucleo paraventriculasupradptico e medula espinakstes resultados demonstraram que as TENs estao
conservadas no SNC dematas, apresentando imunomarcacdes associadas a membrana plasmatica, assim
como similar a neuropeptidios secretores, sugerindcesgzefamilia de proteinaja capaz dexercer
outras funcdes, além da interacao intercelular. As areas que apresentagtagam 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.

Palavraschave: Sistema Nervoso Central; Macaco; Ratos; Teneurinas.



ABSTRACT

Distribution of teneurin -related proteins in the central nervous system of norhuman primates
(Sapajus spp and rats (Rattus norvegicus).Thesis (Doctoral degreed) Botucatu Biosciences

Institute, S&o Paulo State University, Botucatu, 2016.

Teneuins (TENS) represent a transmembrane protein family preserved along animal species, nthialy in
central nervous system (CNSis protein family is constituted by four homologues, nameérsesutinl

to 4 (Tenl, Ten2, Ten3 andTen4). Previous studis pointecbut presence of TENs in motor, attory
and visuakystemsn chicken and rodents, especially during neurogen€kes neuroanatomic distribution
analysis of TENSs irthe primatebrain could provide additional information on this protein systexs,well

as support functional data froracent studiesTherefore the purposes of the present study were: 1) to
evaluatethe distribution of neurons exhibitinENslike immunoreactiity (TENs-LI), in particular, Ten
2-LI, Ten3-LI and Ten4-LI in the CNS of norhuman primate (Sapajus spjy 2) to comparatively
analyzethe main brain regions exhibiting Tl between primate$Sapajus sppand rodentsRattus
norvegicuy, since Ter3-LI showed significant distribution in the CNS of primatesT8)corréate TENs

LI neurons with latrophilins (LPHN#&, 2 and 3), an endogenous TENSs ligand, in the CNS of printaies
this purpose, coronal histologitsections of the CNS of ndmuman primate (n=3) and rats (n=4) were
submitted to immunohistochemistry tedures and analyzashderlight or confocal microscopesleurons
and nerve fibergxhibiting TENs-LI were observeih all parts of the CNS iprimates.Neurons showing
Ten2-LI were present mainly in the brainstem, such as facial, oculoraatbrcochlear ralei. Neurons
exhibiting Ten4-LI were evident in the brainstersuch EdingerWestphal nucleysoculomotor and
vestibular nucleiwhereas immunoreactive nerve fibers were significant in the brairisaety suchas
solitary and trigeminal nerve tracts. Tthistribution of neurons anderve fibers exhibitingen-3-LI were
widely distributed in the CNS and a particular immunolabeling pasienitar to asecretory neuropeptide
was present in hypothalamic nuclei, especially in paraventricular and supraopkis. fien3-LI
distribution inthe rat CNS was quite similar tthat in primates; however, the tat showeda more
pronounced and exuberant immunolabeling . In relation to LPHNs and THNsataktion in the CN®f
primates, the main data showed LPHINnd Tenr3-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 ofnorthuman primatg showing immunolabeling associateidh the plasmatic membraroe similar

to secretory neuropeptides, suggestingt the TENs system can exeasther functions besides cellular
interaction among neurons. The colocalization between TENs and LPHMNw® iiCNS of primates

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

Keywords: central nervous system; monkeys; rats; téameu
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Introducéo

1 INTRODUCAO

1.1 Descobea das teneurinas

As teneurinas (TENsao proteinasansmemtanaprincipalmente distribuidas no
sistema nervoso central (SN@) descoberta destgproteinamcorreuatravées de estudos que
visavam encontrar proteinas homologas tenascina em invertdrados, uma vez que as
tenascinas sgoroteinas da matriz extracelular exclusiva de vertebrdBés8 JMGARTNER
e CHIQUETEHRISMANN, 1993 BAUMGARTNER et al, 1994 CHIQUET-
EHRISMANN, 2004. Estes estudos mostraram a existédeiama novdamilia de proteinas
transmembrandenominada de tenends (TENs)com alguns poucos dominios homologos
aos dagenascinasalém dealta conservacao expressao entras espécies, principalmente no
SNC. Nos invertebradoas TENs sdo compostpsr um ou dois membros (denominados de
tenl em nematelmintos e ten e teAm nos artrOpodes) e poguatro membros nos
vertebradogdenominados dteneurira-1 a -4) (MINET et al., 1999 OOHASHI et al., 1999
MINET e CHIQUETEHRISMANN, 2000 ZHOU et al.,, 2003 DRABIKOWSKI et al.,
2005 TUCKER e CHIQUETEHRISMANN, 2006 TUCKER et al., 200y Varias
denominacdes e abreviaturas tem sido empregada referenEN&stanto em verterados
como em invertebrados, uma vez que estas foesnobertapor laboratérios independentes
(CHAND, 2013. Recentementdoram proposasas abreviaturas Teh Ten2, Ten3 e Ten
4 para agroteinas ddhumanos camundongosas quaisao oriunda dos respectivos genes
das teneurinas 44 (ISHII et al., 2015MOSCA, 2015. Portantq nestepresentdrabalhofoi
padronizadoo uso @s abreviaturagsia TENspropostas potSHII et al. (2015)e MOSCA
(2015) Entretanto,ressaltamos qué verificada na literaturabreviaturas sinbnimagarm
descrever esta famil@motenrml atenrm4, Odz1 a Od4 e neurestin@INET et al., 1999
MINET e CHIQUET-EHRISMANN, 200Q TUCKER et al., 200y

Um aspecto interessantgie tambémampliou o interesse pelestudo das TENs
foi a descobéa que na regido carboxérminal das TENs, presente nos vertebradi@s
sequéncias de aminoacidos com identidade com a familia de peptideos do fator liberador da
corticotropina (CRFpeendo essedenomidados de TCAPJ ¢neurinC-terminatAssociated
Peptides) (QIAN et al., 2004 LOVEJOY et al., 2009CHEN et al., 2018 Além dissq foi
constatado que esta sequéna@sboxiterminal das TENs podem ser liberadas na forma de

peptideos bioativos devido a existéncia de potenciais domiriasivhgem Figura 1) ou
18
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pode ser transcrita separadamente a partir do Ultimo éxon do gene de cadd O¥E3OY
et al., 2008.

N-terminal C-terminal
sitio de cli\’agem
repeti¢cdes YD
Sequ éncia

IR ES s~ -

em cisteina TCAPs

membrana
plasmatica

meio intracelular meio extracelular

Figura 1. Andlisedo modeloestruturaldas teneurina$TENS). O modeb esquematicapresentado é referente a

Tenl e ilustra a constituicdo e a organizacdo dimérica homotipica, semelhante para as tBesaimas

(TENS). A seta mostra o sitio de clivagem localizado na reg@looi-terminal que poderieesultar na liberacéo

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 o0s membros da famitlas teneurinas TENS
compartilham de caracteristicas comuns, exibindo peso molecular de aproximadamente 300
kDa e constituicdo entre 2500 a 2800 amino&cidos. A analise da identidade mostra que entre
os vertebrados as TENs apresentam de 60% a 98%quecias de aminoacidos idénticos
revelando a consistente conservafjffogenética destaproteinas. As TENs apresentam seu
terminal carboxila e aminterminal com orientagdo extracelular e intracelular,
respectivamenteF{gura 1); portantg sendoclassificadacomo uma proteina transmembrana
do tipo Il (OOHASHI et al., 1999TUCKER e CHIQUETEHRISMANN, 200§. A regido
intracelular € composta por aproximadamente-30® aminoacidos enquanto que a regiao
transmembrana € compagior 306400 aminoéacidos hidrofobicos. A regido extracelular é
constituida por aproximadamenteOB3aminoacidos apresentandominios semelhanteso

fator de crescimento epiderméli e pi der mal -l g k BGF} &nalofjoaas tas r
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tenascinas, seguido por uma regido rica em cisteinas e sequéncias repetidas de aminoacidos
tirosina e acido aspartico (regido YDFidura 1) (TUCKER e CHIQUETEHRISMANN,

2006. Esta regido apresenta significante identidade tanto em tamanho quanto em estrutura
quando comparada as TENs de vertebrados e inverteb(@@BSASHI et al., 1999
TUCKER e CHIQUETEHRISMANN, 2006 KENZELMANN et al., 2008. Além disso, é
verificado nesta regido carbetérminal a possibilidade das TENs formarem dimeros logo
apos serem transportadas para a membrana plasmatica através de interacdes entre o segundo
0 quinto dominio semelhante ao EGHgural) (LOVEJOY et al., 2006 Ensaiosin vitro
confirmaram que as TENs de vertebrados sdo capazes de formarem dimeros homotipicos e
heterotipicofFENG et al., 2002RUBIN et al., 2002 além de serem capazés associarem

com TENSs presente nas membranas celulares opostas atramésaigiccelularhomofilica

e heterofilic OOHASHI et al., 1999RUBIN et al., 2002MOSCA, 2015. Esta capacidade

de formardiferentes tipos ddimerose interacdes celularssigerea complexidad funcional

na qual as TENs pogsaestar envolvidas devido a formagéo de varias moléculas a partir de
um conjunto limiado de gene~ENG et al., 2002 Além disso, estudos verificaram qas
genes das TENs podem (©OHASHIietcah r19995H YA et al.e v ar
2011 WOELFLE et al., 201p devido atraducdo de parte do genue codifica siproteina

TENs assim como a possibilidade de clivagem em sitios destas proteinas geptideos
relacionados as TENs como os TCAR$AN et al., 2@4; LOVEJOY, 2009.

Estudos pioneiros verificaram que as TENs possuem papel fundamental no
desenvolvimento de embribes Beosophila melanogasteMus musculug Caenorhabditis
eleganssendo notado ne=ss estudos que animais mutantes para TENs apresentam defeitos no
desenvolvimento e diferenciacdo embrionaria, principalmente no SNC, que podem resultar na
letalidade embrionaria(BAUMGARTNER et al., 1994 LEVINE et al., 1994
DRABIKOWSKI et al., 2005 LOSSIE et al., 2006 Estes dadoslemonstramgue essa
familia de proteinas possui alguma funcéo indispensavel na embriogénese, aparentando néo
possuir mecanismos compensatérios para minimizar sua auBAtMGARTNER et al.,

1994 LEVINE et al., 1994DRABIKOWSKI et al., 2005LOSSIE et al., 2005

Além dos trabalhodescreverema presencga das TENMsstecidos neuronais e ndo
neuronais em condi¢cdes de normalidadgerificado aexpressao alterada dasn2 e Ter4
em tecidose em cultura de célulasmoraishumanassendo sugerida sua participagé®

proliferacdo das células tumorasseu potencial uso como biomarcador tum@ZHGLER
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et al., 2012 Isto foi verificado comparandse a expressdo das TENs com tecidos e cultura
de células normajsendo constato que expressao déen2 estd aumentadam tumores de
origem linfatica e ovarianag a Ten4 em tumores encefalicagiundos de células da glia
(ZIEGLER et al., 2012 Alguns estudosambém apontam participacdo dos membros da
TENs emquadros de microftalmiaetardosmentais anosmia,doengas neurodegenerativa
como doenca de Alzheimealém de quadros ddistirbios psigiatricos associadaom
prejuizos sinapticos comauismo, distlrbio bpolar e esquizofrenia(DUBOVSKY et al.,
1994 VIK e YATHAM, 1998; BUERVENICH et al., 2001 TUCKER e CHIQUET
EHRISMANN, 20068 ALDAHMESH et al., 2012 BASTIAS-CANDIA et al., 2015
MOSCA, 2015 SCHOLER et al., 20Q)5sugerindofuturas perspectivas clinic8810SCA,
2015 ALKELAI et al., 2016.

Outro dado que tersubsidiado aelacdo dATENS com alteracdes neuroldgicas e
visuds reside na localizagédo dgene @ Ten1 na regido Xg2hcujas mutagdes resultam em
pacientes cometardo mentahssociados aeveros danos visuaisonsistente com o que tem
sido descrito sobre a participacdo ddsN§ no desenvolvimento do SNC de animais de
laborat6rio(GUSTAVSON et al., 1993MALMGREN et al., 1993 BUERVENICH et al.,
200% LEAMEY e SAWATARI, 2014 MOSCA, 20135. Além disso,outras anormalidade
mentais associadas a malformacdes faciais e dos membros tém sido mostnadas
translocacdes e trissomias envolvendoonis5q34, que aloja o gene dan2 (DUBOVSKY
et al., 1994VIK e YATHAM, 1998). Também tem sideugeridoque mutacdes no gene da
Ten-4 aumentam a susceptibilidadedesordens bipolaréSKLAR et al., 2011 HEINRICH
et al., 2013 possivelmentelevidoa mudancas no processamento do estadeatempensa
exercido pelamigdalaHEINRICH et al., 2013 ou devido analformacesla rede neuronal
resultando em prejuizos na sinalizacao sinapticao desenvolvimento glig6UZUKI et al.,
2012 SUZUKI et al., 2014 Desta forma, muitos estudos buscam associar as TENs com
distarbiosneurologicosverificados em humanos devidoa predominante expressém SNC
Entretantg até 0 momento a participacdo dos membros das TENs em disti@licisnados
com a via visualsomentdoi confirmado em quadros de microftalnffd DAHMESH et al.,
2012. A microftalmia éuma condicéo clinicaresente em pacientes sindrébmicos ou ndo que
acarreta na malformac@m globo oculgrna qual 8 mesmos apresentaamanhoreduzido
estando associadoquadros de cegueifALDAHMESH et al., 2012. Mutacdes no gengue

codifica a Ter3 tém sido relacionadasa quadros de mroftalmia em humanos
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(ALDAHMESH et al., 2012 sendo também verificada a participagioTenl naregulacao
de fatores ddranscricdo associado a midadmia (SCHOLER et al., 2015 Estes dados
confirmam a importancia de membros pertenceatéamilia das TENS em vias visuais
outrora mencionada em modelos experimentais.

A possivel pdicipacdo das TENs narganizacdo sinapticépi evidenciadaem
Drosophila melanogastena qual foi verificada envolvimento da3ENs na interagdo pré e
possinaptica de neurdnios olfatorios assim como entre motoneurénios e células musculares
atraves de ireracaocelularhomofilica (HONG et al., 2012MOSCA et al., 201R Entretantp
a participacdo na organizacao&ptica através da interacdo heterofiti@ambém foisugerida
principalmente apds adescobertados ligantes enddgenoslas TENs denominados de
latrofilinas (LPHNS)(SILVA et al., 201). As LPHNspertenem auma familia deeceptores
acoplados proteinaG e composta por trés membiafPHN-1 a 3), sendo proposto que sua
interacdocom as TEN®corra pela extremidadeuboxiterminal de ambas familigSILVA
et al., 2011 BOUCARD et al., 20140'SULLIVAN et al., 2014 WOELFLE et al., 201p
Isto foi evidenciado devido a especifica e forte interacdo verificada em cultura de células
hipocampaisentre parte de urtranscrito daren-2 (fisplice variam) denominada de Lasso,
coma latrofilina 1(LPHN-1) (SILVA et al., 201).

Os mecanismos moleculares das fungdes na qual as TENs estdo envolvidas ainda
sdo incertosporém ésugeridoque paticipacaoda Ten4 na diferenciacdo neuronaltravés
da regulacdo da protrusdo celular e da formacdo de newdoga por meioda via de
sinalizacdoda quinase de adesdo focalonheci da como FAK (if oce
(SUZUKI et al., 2013 Além disso, foiverificada a presenca de dominios de clivagem
intracelular na Terl e Ten2, resultando em proteinas intermediarias que sao translocados
para o nucleo, onde podesmtuar como fatode transcricdo génicdBAGUTTI et al., 2003
NUNES et al., 2006SCHOLER et al., 2015 Estudos recentes verificaram o0s possiveis
mecanismos moleculares dessa regulacdo génica na qual constataram que a poreado amino
terminal daren-1 ndo contém sequéncia de ligacdo direta ao DBRéessitando interagiom
outras proteinas codificantes como @oteina 1 da triadele histidina de ligagdo do
nucleotideo (HINT1)para assimregular a expressdo de fatores de transcricdo camo
glicoproteina ndo metastatica b (GPNMig)e € um fator deanscricidcassociado a quadros
de mcroftalmia (SCHOLER et al., 2005 Também foi verificad@ue o dominio intracelular

da Ten2 é capaz de associapateinas ligantecitoplasmética de ac¢do raar, como o fator
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de transcricAgénicafi d e d o d € i zfii immcgoedor t r an s(BAGUteta.n f ac
2003.

Desta formaaté o momentasfuncdes descids para a3 ENs estaorelacionadas

a orientaca@xonal (YOUNG e LEAMEY, 2009, crescimento dos neurit¢RUBIN et al.,

1999 LEAMEY et al., 2008, participacao na regulacdo da transcricao pro(@a&UTTI et

al.,, 2003 NUNES et al., 2006 KENZELMANN et al., 2008 SCHOLER et al 2015,
proliferacéo e adesao celul@UBIN et al., 2002KINEL-TAHAN et al., 2007 LEAMEY et

al., 2008 e organizacasinaptica(MOSCA, 2015, porém,com mecanismos de acdo ainda
incertcs tanto em animais em desenvolvimento quanto em ad@trtanto, € sugerido que as

TENs representem um novo e altamente conservado sistema de regulagdo que atua
principalmente no SNC de vertebradBASTIAS-CANDIA et al., 2015.

A distribuicdo neuroanatdbmica dos quatro membros das TENdescrita na
literatura porém sendo os resultados incompletos, pouco detalhado e principalmente
realizados durante a fase de desenvolvimento embriondeiovertebrados como
camundongos, ratos, peixes e ai@EBIN et al., 1999; MIEDA et al., 1999 TAKI e
FIRESTEIN, 1999;ZHOU et al., 2003). Sendo assim, ainda € necessario um detalhado
mapeamento neuroanatdmico da distribuig@sTENsno SNCde vertebradoslurante a fase
adulta. Além disso, osdadosde distribuicdo das TENsSo SNC de primatas ndwmano
seriam de grande valgpois poderiamsubsidiar futuros estudos e modelos funcionais

envolvidos com alteracdes neurologieas humanaos
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2 OBJETIVOS

Objetvo 1:

Realizar napeamentoneuroanatbmiz das teneurinas 2 e visando suprir a
auséncia daes dadosmsistema nervoso central (SN@ animais adultode uma mesma
espéciede primata ndchumano (Sapajus spp, atravées do método da imunoperoxidase

indireta

Objetivo 2:
Realizar napeamentameuroanatomiz da teneurina 3 no SNC de primatas -ndo
humano(Sapajus sppe analise comparativa comoedores(Rattus novegicu$, através do

método da imunoperoxidase indireta.

Objetivo 3:
Correlacionar a distouicdo dos membros das TENs comaaofilinas (LPHNS,

ligantesenddgenos das TENsm areas d&&NC de primatas ndoumano(Sapajus spp

através ds métods de imunoperoxidasedeipla imunofluorescéncia indireta.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animas

Para este trabalho foi utilizadnSNCde animais adultoda espécie de primata
nachumanoSapajus spplnicialmente é valido salientar quenamenclatura adotada para
esta espécie foi recentemente alterada passando os animais outrora denomiGabos de
apellaparaSapajus spgALFARO et al., 20121ZAR et al., 2012WHEELER et al., 2013
Isso ocorreu, pois, de modo geral, os primatas popularmente conhecidos cOmo-Ur&grCos
sao divididos em dois grandes grupos que sado os graceis (devido auséncia de pelagem em
forma de crista no topo da cabeca) e robu§tossenca de pelagem em forma de crista no
topo da cabeca), sendo que, desde 1960 sdo nomea@Gebuwte apellaodas as espécies do
grupo robusto(HILL, 1960; ALFARO et al., 2012 Porém, em 2011 foi verificada a
existéncia de tipos distintos dentro deste grugendo sugerido o0 génel®apajuspara
denominar o grupo robustoGebuso grupo graci(ALFARO et al., 2012 Esta alteracéo se
deveaosestudos morfoldgicos, genéticos, comportamentais, ecoldgicos e biogeog@dicos
quais verificaram uma diversidade de tipos de primatalentro do géner&ebus que
impulsionaram a colocacdo dos mesmos em um género separado. Portanto, em nosso trabalho
sera empregado a nomenclatusapajus spppara se referir ao grupo anteriormente
denominado d€ebus apell@omo proposto na literatu(dVHEELER et al., 2013

Neste estdo foram utilizados macacos machos adultbpdadeentre 4 a 5 andsla
espécieSapajus spfn=3) que apresentavam peso corporeo entre 2.200 a 2.Adfagés da
verificacdo do peso corpéreo é possivel estimar a maturidade sexual desta espécie sendo
constdado que para os machascompletamaturidade é atingida apés 2.500dAGLE,
1982. O uso e fornecimento para pesquisa desses animais foram fiscalizados e orientados
segundo normas e procedimentos do Nucleo de Procriacdo de Mpregosassociado ao
Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de OdontoldagiNESP, Canpus de
Aracatuba, segundo a portaria 016/94 Idetituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais RenovavelBAMA ) de 04 de abril de 199Ressaltamos que o tecido
nervoso do primata utilizado neste trabalho foi coletado anteriormente peatizacdo de
outros trabalhos de pesquisa e se encontram adequadamente armagenagiemade

congelacdo no setor de Morfologia do Departamento de Ciéncias Basicas da Faculdade de
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Odontologia de Aracatubia UNESP sob responsabilidade do Prof. Dr. Ciaul Casatti.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovadosCpetissdo de ftta no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de AracatubdNESP (protocold2257
2012 Anexo ).

Neste trabalho também foi utilizado o tecido nervoseoogeloresque foram obtidos
deratosmachosadultos(Rattus novegicug da linhagemWistar (n=4) por volta dogl meses
de idadee com peso corpéreo entre 270g a 300g. Estes animais &intaahos do Biotério
Central da Faculdade de Odontologia de AracatilbbdJNESP Os procedimentos
experimentais para o uso desta espécie foapnovads pelo CEUA da Faculdade de
Odontologia de AracatuiaUNESP (protocol®240%12012 Anexo 3.

3.2 Procssamento histdlgicodo sistema nervoso centré&ENC)
Sapajus spp

Os procdimentos realizados para a obtencdo do SN@rimatainiciaram com a
tranquilizacdo dos animais através da injegémmuscular de cloridrato deetamina (10
mg/kg Francotar®, Virbac, SPPBrasil) seguido de anestesia profunda pela injecéo
intraperiotenkde tiopental s6dic§30 mg/kg Thionembut&l- Fontoveter, Brasjle injecdo
intramuscular de diazepinico (0,3 mg/Kiazepafl - Unido Quimica Farmacia Nacional
S.A., Brasi). Em seguidaos procedimentos de fixacdo e preparo histolégico do tecido
nervososeguiram os protocolos estabelecidos para o0 SNC de mdBL28&ENE et al., 1986
ST JOHN JL, 199)¢ Osanimais foram perfundidos através da parte ascendente da aorta por
puncdo cardiaca, primeiramente com solucdo salina (0,9%) seguida com solucdes
fixadoras constituidas dermaldeido 4% preparado em tampao aceédgtav (pH 65, 3L) e
finalmenteformaldedo a 4% em tampao tetraborato de sodio 0,1M (b SL). Apos a
perfusdoo encéfalomedula espinag¢ hipofise dos primataderam transferidos paraolucao
crioprotdora constituidale 10% de glicerol e 2"dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma Chemical,
MO, USA) em tampéo tetraborato de sodio 0,1 M (pB) or 3 dias a 4°GJma segunda
crioprotecao foi realizada através stlducao crioprotetora constituida de 20% glicerol e 2%
de DMSO em tampéao tetraborato de sddio 0,1 M (fB) 8 4°C, durant@ a 10 diasA
microtomia doencéfalo e da medula espirfal realizadaem micro6tomo de congelamento

(SM 2000R, Leica, Alemanhaom obtencéaode sec¢cbes de 40 um de espessura em plano
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coronal As sec¢Bedoram acondicionadas emito sériescom seis compartimentosada
contendo solugéo tamponada de anticongeldiviee de RNas€0,5x PBS0,1M, 30% etileno
glicol e 20%qglicerol) earmazenadasm congelador (freezer)-a0°C.Seéries adjacentes com
cortes histologicos representativos do neuroeixo foram utilizadas para técnicerae
histoquimica e Nissl.

Para obtencdo dos cortes histoldégicos da hipofise do primata foi realizado o
processamentdistologico para inclusde@m parafina através das seguintes etapds
desidratacdo em série crescente de alcoo®,(80%, 90%, 100% | a100% Il T 40 minutos
em cada banho em sistema de vacuo)bdnho em solucao ddcookxilol (40 minutos em
sistema de vacuo); dJanho em solugcdes de xilol Ixd@ol Il (40 minutos cada banho em
sistema de vacuo); dinpregnacao enparafina HIl (40 minutos cada banho) em estHa
56°C; e) inclusdo e emblocamerta hipéfise em parafin@distosec, Merck, Alemanhap
seccionamentala hipdéfisefoi realizadoem micrétomo automatico Leica (RM2155, Leica
Microsystems Inc, SP, Brazilparaobtencdo de ctes com5  edm espessura sendo 0s
mesmoscoletados em laminade vidro (Brain Research dboratories® microscope slides
25x75x1.0 mm adhesion superfrost plusfs laminas histolégica da hipofise foram
armazenadas ermaixas portddminas atemperatura ambnte livre de umidadeaté a

realizacdo da técnica de imuhistoquimica.

Rattus norvegicus

Paraobtencdo dencéfalg medula espinal e hipofiske ratoforam realizadas as
seguintes etapas labtwdais (descricdo metodolégica empregaddaboratémd do prof. Dr.
José de Anueta de Castro e Horthinior, Departamento de Anatomia Instituto de
Biociéncias de Botucatu, UNESRjlojamento dos animaism gaiolas (33x17x18cm) com
livre acesso a agua e ragdo, em biotério com temperatura controlade281) & ciclo
claro/escuro de 12/12 horas (luzes acesas as 7:00h). Para administracdo do agente antimitético
colchicina (Sigma #C9754) os animdis=2) foram previamente anestesiados cama
solucdo anestésica constituida de 5 ml de cloridrato de xiléxmasedaad 2%, Ceva) a
20mg/ml (concentracéo final = 5mg/ml), 5 ml de cloridrato de ketamina (D@pdléfn,
Ceva) a 100mg/ml (concentragao final = 25mg/ml) e 2 ml de acepromazina (Acepran® 1%,

Vetnil) a 10mg/ml (concentragcédo final = 1mg/ml), em quangdadficiente de &gua
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bidestilada para 20ml. A solucdo anestésica foi ministrada por via subcutanea na dose de
0,2ml para cada 100g de peso corporal do anibepois deverificada a completa anestesia

dos animais, através dais#ncia do reflexo corngmlpebral e reflexo de retirada da pata
traseira, foi removido opélos da regido da cabeca e ao redor da orelha. O animal foi
posicionado no aparelho estereotédxico (David Kopf Instruments, #963) e seus olhos foram
mantidos umedecidos com soro fisiolégico dieatodo 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, 200y Foi realizada uma incisdo sagital mediana de
aproximadamente 8m na cabeca do @mal e os tecidos que recobrem a calota craniana,
inclusive o periésteo, foram divulsionados e afastados lateralmente com bastonetes de
algodao expondo 0s 0ssos parietais e occigtgjuida da craniotomia. Antes do inicio da
administracdo do agente anii6tico colchicina o animal foi posicionado verificando a
projecdo da coordenada antgasterior (AP) 0,0 e médiateral (ML) 0,0 sobre a calota
craniana, no centro do triangulo formado pela sutura lambdoide como preconizado por
PAXINOS e WATSON (2007)Para administracdo da colchicina no ventriculo lateral os
animais foram posicionados segundo as coordenagas0,72mm;ML: 2mm; dorsoventral

(DV): + 4mm e a injecdoa 7 pl colchicina foi realizada utilizando uma seringa de 10 pl
(Hamilton 1700 series) controlada por uma bomba de microinje¢cdo (micropuinpVHI)

com ponta em aco de 60 um de diametro interno. ApGs a remocao da micropipeta, os tecidos
divulsionados farm reposicionados e a incisdo fechada com grampos cirdrgicos. Decorrido
48 horas da administracdo da colchiciodos os animais(n=4), tanto controle quanto pré
tratado com colchicina, foram sacrificadpsr perfusdo transcardiaca utilizando fixador
histddgico ap6s sobredose anestésiahidrato de cloral al0% por via intraperitoneal
(aproximadamente 400 mg/kg de peso corporal). Previamente ao us@dir fds animais

foram perfundidos comolucéo salina composta por NaCl a 0,9% em agua destiladal(150m
aproximadamente) acrescida de 1 ml de heparina sédica (Hef@®naBlau, 5000U.1.)
imediatamente antes da perfusdao. A administracdo da solugdo salina com heparina foi
realizada em temperatura ambiente durante 3 minutos e em quantidade suficiente para
permitir um retorno vascular quase transpareld® prosseguimentofoi administrado
solucéo fixadora filtrada (aproximadamente 1@@Qpor animal) composta de formaldeido a

4%, recérmreparada a partir de paraformaldeido (Sigma #P6148) em tampao desféatho
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0,1 M, pH 7,4 em temperatura ambiente. Bastmente o encéfalo, a medula espinal e a
hipofise foramsubmetidg a crioprotecdo em solucdo de sacarose a 30% em tampéao fosfato
de sodio(PBS) 0,1M pH 7,4 por 48h. Apds a crioprotecdo o encééala medla espinal
foramcortadenod ano <coronal em sec-»es seriadas ¢
deslizamento (Leica SM2010R) equipado com platina congeladora (PhysitemB0BIPS.

Os cortes foram recolhidos sequencialmente, em uma série de 10 frascos preenchidos com
solucéo anticongahte (0,5x PBS, 30% etileno glicol e 20% glicerol) e armazenaaas
congelador (freezer) a20°C. Para obtencdo dos cortes histologicos da hipéfise foram

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

3.3 Imuno-histoquimica pelo métodoedmunoperoxidasee imunofluorescénciandireta
Imunoperoxidase

Para a realizacdo da técnica de imbistoquimica 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 denuaiesnut
controle da técnica de imuwfistoquimica (teste déitulacdo, adsor¢cdo eomissdo do
anticorpo primariorontribuem para confirmar a fidelidade dos resultados de distribuicdo dos
membros das TENS.

Apds a analise dos protocolos e adequacdo dos msefn preconizadoa
lavagempréviados cortes do SNE€mtampao fosfato de sodio 0,1NBS 0,1M pH 7,4) por
24 horas para remogéao da solugéo anticongelante na qual os cortes estavaemados

Para os cortes em parafina da hipofise 1faoicialmente reaizado a
desparafinizacde a recuperacdo do antigeno. Para esta etapartes histolégicos montados
em laminadforam mantidos em estufa por um periodo de 30 minutos’@ &6submetidos a
uma sequéncia de banhos em xildll durante5 minutos em cada hho. Apoés foi realizada
a desidratacdo em alcool 100%, 95B6% por2 minutosem cada banhdm seguida foi
realizac 3 lavagensde 5 minutoem PBS 0,1Me a ecuperacdo antigéniedraves dealor
umido em camara pressurizada (Decloaking Gieam Biocare Medical, CA, USA)
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utilizandotampao citrat@a 1% (100x Citrate Buffer, pH6,0- Spring Bioscience, CA, USA)
programacdo de 95°C por minutos e70°C por 3 minutos. Apds o asfriamentoem
temperatura ambient@or um perido de2 horas,os cortesforam processados segundo o
protocolo establecido para o método daunoperoxidase

Para o0 método da imunapgidase, as gplintes etapas foram obedecidas 3
lavagens de @ minutos em PBS 0,1My) inibicdo da peroxidase enddgena por lhora com
solucéo deperdxdo de hidrogénio #,3% obtida pela diluicdo de 0,5 ml gerdxido de
hidrogénioa 30% em 50 ml de PBBX (PBS 0,1M acrescido de 0,3% de tritoril®0);c) 3
lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M até que ndaraabolhas no tecidal) inibicdo da
avidina endégena por 30 minutos, seguida de lavagens em PBS 0,1M e do bloqueio da biotina
endogena por 30 minutos (avidin/biotin kit blocking, Invitrogen, CA, USRA)bloqueio das
marcacdes inespecificas por 4h através da solucdo coR&®IDX e 5% de leie em po
desiatado;f) 3 lavagensde 10 minutos em PBS 1M seguidas de incubagdo em solucdo
contendoPBSTX e 2% soro nonal de burro por 24ras; g) incubacdo do anticogp
primario antiteneurina(Ten2, 3 e 4 e antilatrofilina (LPHN-1, 2 e 3) (informa@es
complementares sobre 0s anticorpasmarioscomeciais utilizados estdo descritas na tabela
1) por 24 horas em temperatura ambieRessaltamos queara determinacé® padronizacao
da concentracd@mpregadado anticorpo primario foi inicialmente régdo o teste de
titulacdo no qual foram utilizadas as seguintes concentragdess 1:100, 1:500 e 1:1000
sendo a melhor concentracédo de cada anticorpo apreseatatielal; h) Apdsincubacédo do
anticorpo primario por24 horas, seguem 3 lavagensl@eminutos em PBS 0,1M) preparo
da solucdo de anticorpo secundario biotiniléalati-coelho, anticabra e artovelha- Santa
Cruz Biotechnology na concentracdo de 1:800 em solugéo contétB8TX e 2% soro
normal de burro e incubacao dos cortesanestucao por 1 horg) 3 lavagens de 10 minutos
em PBS 0,1M;k) incubacdo em solucdo do complexo avighimaina (ABC) (Vector
Laboratories, CA, USA)ambas na concentracdo dé0D, em solucdo de PBS10] por 1h;
l) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,10W Revelacdo da reacdo de imtmstoquimica
através da solucédo de tetracloreto de diaminobenzidina (0,@gt)d Chemical, MO, USA
acrescida deeroxido de hidrogénia 30% (0,006%) e uso opcional sldfatoniquetambnia
(0,05%) (Fisher ScientificNJ, USA); n) apos, os corteforam lavados em PBS 0,1M,
montados em laminas gelatinizadasom excecdo dos cortes da hipéfise que ja se

encottravam em laminag em seguida secos a temperatura ambiente por 3 dias ou em estufa
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a 37°C por aproximadamente 1&endo posteriormente submetidos a bateria de desidratagao
que iniciase com banhos de 3 minutes alcool 58 ,70% e 95%; 3 banhos de 5 minutos
em alcool 100%; banhos de 5, 10 e 15 minutos em xilol, sendo logo apds as laminas cobertas
commeio de montagm (Entellan, Merck e laminulas de vidrdzste protocolo foi realizado
nos cortes histolégicos de primata e ratos, sendo que neste Ultimo a etapa de bloqueio da
avidina e biotinaenddgenaao foi necessaria.

Como mencionado anteriormentste protocolotambém foi utilizado para
estabelecer a concentracdo ideal do anticorpo prinretravés do teste de titulag&ssim
como foi utilizado paraleterminar a especificidade do anticorpo primario empregado atravées
do teste de adsorc@omissdo do anticorpoiprario. No que se refere ao teste de adsorcao,
foi realizada nas etapas iniciais da técnica de imunoperoxidase a ligacdo do anticorpo
primario coma porcdo do antigeno a qual reconh@eptideo obtido comercialmente). Desta
forma para os anticorpos afifen2 e antiTen3 (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA)
adicionamos aos mesmos concentea¢de 0,1 mg/ml a 0,001 mg/ml do respectivo antigeno
Ten2 e Ten3 (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) pp4 horas em mesa agitadora aCl
Em prosseguimento, foi obecido o protocolo de imundistoquimica ja descritocana
iniciando com as lavagens dos cortes histolégsegslidadaincubacéo do anticorpo primario
adsorvido com seu peptideo seguindo 0s passos até revelacdo e moBEtstgetastede
adsorcaondo foi aficado aos demais anticorpos comercigstadosdevido a auséncia de
peptideos comerciais disponiveisNo teste deomissdo do anticorpo primaricorm
realizada todas as etapada técnica de imunbistoguimica com excec¢do da incubacéom d

anticorpo priméo nos cortes histolégicos.
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. o ) Concentragéo Area de
Antigeno Fonte (c6digo) Hospedeiro )
empregada reconhecimento
) Santa Cruz Biotechnology amincterminal
Teneurina2 cabra 1:100
(165674) (50-100 aa)
) Santa Cruz Biotechnology carboxtterminal
Teneurina3 coelho 1:500
(136918) (13001350 aa)
] Santa Cruz Biotechnology carboxiterminal
Teneurinad coelho 1:1000
(H-50/ 134883) (25152564 aa)
] amincterminal
Teneurina2 R&D Systems (AF4578) ovelha 1:500
(1-183 aa)
) ) ) carboxiterminal
Teneurina3 Novus Biologicals (NBP20956) cabra 1:2000
(23902402 aa)
) aminoterminal
Teneurinad R&D Systems (AF6320) ovelha 1:500
(61-340 aa)
Latrofilina-1 Santa Cruz Biotechnology (34484 cabra 1:500 amincterminal
Latrofilina-2 Santa Cruz Biotechnology (4709 cabra 1:250 aminoterminal
Latrofilina-3 Santa Cruz Biotechnology (4709 cabra 1:250 aminoterminal

Tabela 1. Anticorpos primarios antieneurinas (TENs) e arttrofilinas (LPHNs) obtidos comercialmente e
empregados no pregenestudo. A concentracdo empregada de cada anticorpo foi determinada através do teste
de titulacéo utilizando cortes histol6gicos do neuroeix@dpajus sppgemais informagbes foram obtidas do
préprio fabricante.

Imunofluorescéncia

Parao estudo da docalizacao das TENs e HNs foi realizadoo método da
duplaimunofluorescénciandireta utilizando séries de cortes histoldgicgsie continhanos
principais locais de distribuicdo das TENs seraddizada as seguintes etapgslavagem de
cortes histolgicosem PBS 0,1M por 24oras para remocdo da solugdo anticongelante na
gual os cortes estavam armazenados; b) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M; c) bloqueio
das marcacoes inespecificas fibratravés da solucdo contendo PB$S e 5% de leite em
po desnatadod) 3 lavagens de 10 minutos em PBS 0,1M seguidas de incubacé&o em solucéo
contendo PBIX e 2% soro nonal de burro por 24oras;, € incubacdo do anticorpo
priméario antilatrofilina (LPHN-1,2 e 3)utilizando as mesmas concentracfes empregadas na

imunoperoxidasdtabelal) por 24 horas em temperatura ambigteapos incubagdo do
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anticorpo primério, seguem 3 lavagens de 10 minutos em §B&eparo da solugcédo de
anticorpo secundério biotinilad®anta Cruz Biotechnology, TX, USAR concentracdo de
1:200 em solucao contendo PBX e 2% soro normal de burro e incubacéo dos cortes nesta
solucéo por 1 horeh) 3 lavagens de 10 minutos em PBSncubacao do tecido por 1 hora
em solucéo contendo &gonjugado com estreptawig (1:200, Jackson ImmuResearch,
USA); j) 3 lavagens de 10 minutos em PBS seguida da incuba¢édo do anticorpo paitiario
teneurina(Ten-2, 3 e 4)em solucdo contendo PBIX e 2% soro normal de burro por 24
horas; k) 3 lavagens de 10 minutos em PBS e incubacédo do anticorpaldgoucronjugado
com isotiocianato de fluoresceina (FIT&anta Cruz Biotechnology, TX, USA); I) 3 lavagens
de 10 minutos em PBS, montagem do tecido em laminas gelatinizadas, secagem em
temperatura ambiente protecdocom laminulas e ne de montagena basede glicerol

tamponado

3.4 Coloracao pela técnica de Nissl

Paraauxiliar no mapeamento da distribuicdas TENs e LPHNsfoi utilizado
cortes histolégicos de primatas e ratos corados pela técnica de pidrssteferéncia
citoarquitetbnica dos grupa&ntos neuronais. Esse métodmwnsiste na utilizacdo de um
corante basico que possui afinidade aos acidos ribonucléicoss|RNé estdo abundantes no
citoplasma dos neurbnioRara esta técnicii realizadaas seguintes etapas) banhos de
desidratacdalas laminas com os cortes histologicem alcool95% por6 minutos alcool
100% por 9 minutos e deslipidificacdo em xilol por 40 minutos; b) reidratacdo com banhos de
6 minutos em alcool 100%, 6 minutes alcool 95%3 minutos em alcool 70% e 3 minutos
em alcob 50%; c) mergulho das laminas em tionina a 0,25% por 1 minuto; d) banhos em
agua destilada (10 banhos); e) desidratacdo das laminas como mencionado acima sendo que c
tempo de cada banho nessa etapa é de 2 minutos; f) apés banho em l&iloinas foram

cobertascom meio de montage(Entellan, Merck e laminulasde vidra

3.5 Analise dos resultados, aquisicdo e edigcdo de imagens

As analisedos tecidos submetidos a técnica de imunoperoxigaséecnica de

Nissl foram feitas através de microscopia de(Leica DMR, Wetzlar, Alemanham campo
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claro A localizacéo e denomagdo das regides analisadas base@@m atlas de referéncia
neuroanatdmicpara primatas ndbumanogPAXINOS et al., 200Pe roedoregfPAXINOS e
WATSON, 2007 e emcortes histologicos corados pela técnica de Njaslauxiliaramna
localizac&o citoarquitetbnic®araTen2, 3 e 4foram analisadosa microscopia de campo
clarofibras e corpos celularegnunorreative. Basedo na metodologiale apresentacéo dos
resultados de distribuicdo neuroanatonaogpregada pov ASCONCELOS et al. (2003)s
dados do presente estuftmam dispostosem tabelascontendoa regiddénucleoe apresenca
ou auséncia da imunomarcacdo em corpos neuronais atravégtddo qualitativo de
distribuicdo. No casale densidade de fibras nervosas imunorreativas, foi acrescentada
andlise semiquantitativaorsiderandm padrao delistribuicdo de pouco (+), moderada (++)
e intensa (+++jlensidade de fibras imunorreativas

A aquisicdo das imagens microscopicas rimalizada através de untmera
digital (AxioCam HRc, Carl ZeissAlemanha acoplada ao microscopiaptico Scope.Al,
Carl Zeiss Alemanha utilizandose o software de captura de imagéngoVision (Carl
Zeiss Alemanhd. Todas as imagens capturaddsavés deste sistenfaram editadas no
programa Adobe Photoshop CS2 para melhor apresentacdo e od@ardpacresultados e
somente ajustadas com relacdo ao brilho e contraste das nogsmds necessario

Paraandlise de colocalizacao entre teneurinas e latrofifieés método de dupla
imunofluorescéncias laminagoram analisadas emicroscépio confocajlmodelo TCSSP5
AOBS Tandem Scanner, LEICA, Germany) acoplado a um microscopio optico invertido
(Leica DMI 6000CS) do centro de microscopia eletronica do Instituto de Biociéncias de
Botucatui UNESP (Projeto Fapesp EMU 2009/5418). O microscopio confotaesta
equipado com lasers Diodo, HélNeon e Argbnio possibilitando as linhas de excitacao de
comprimento de onda de 405, 458, 476, 48K, 4614, 543, 594, 594 e 633 nForam
utilizadas objetivas Planapochromat de 20x, 40x e 63x (abertura numériradiyBinersao
a 6leo, que possibilitaram uma resolucéo de até ~150nm nos eixos X, y € ~300nm-no eixo
(pinholede 1 unidadhiry).
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4 RESULTADOS

4.11muno-histoquimica: procedimentos controles

De modo geral, verificamos que os anticorpos de ambas @sasneomerciais
apresentaram correspondéncia de distribuicdo da imunorreatividade no SNC; entretanto, os
anticorpos da marca comercial Santa Cruz Biotechnology® mostrou imunorreatimdee
intensa anelhor definida.

Foi observado queo anticorpo antifen2 da R&D Sstems® apresentou
especificidade similar com o anticorpo ahéin-2 da Santa Cruz Biotechnology®, mostrando
territdrios imunomarcados na formacdo hipocampal com evidente presenca de corpos
neuronaiscom imunorreatividade relacionada a T2&rfTen2-LI) localizados nas camadas
CA1-CA4 na camada granular do gidenteado(GrDG) (Figura 2). No cerebelo, foram
verificados que ambos 0s anticorpos marcaram seletivamente os neurdnios da camada de
Purkinje do cerebelPk) (Figura2) e dos nucleos prohdo do cerebelo.

Os resultados verificados para T&mo hipocampo e cerebelo evidenciaram
territérios e padrdo denarcacao totalmente distinteomo constatado para anticorpo
comercialda Ten3 daNovus Biologicals®que apresentoimunorreatividaddocdizadaao
nacleo celularEssaimunorreatividade foverificadana camada granular do giro denteddo
hipocampo (GrDGE camada granait do cortex cerebeld&6GrCb) (Figura3). Por outro lado,

0 anticorpo paralen3 da Santa Cruz Biotechnology® evidenciaupresenca de fibras
imunorreativas com escassos capoeuronais nas camadas G824 e na camada
polimoérfica do giro denteadodo hipocampo (PoDG), além de corpos neuronais
imunorreativos a camada de células de Purkinje do cértex cerefffa(Figura3).

Neurbnios fracamente imunomarcados foram verificados com o w©so d
anticorpos antTen4 de ambas asnarcas comerciais, sengerificada correspondéncia nos
territérios imunomarcadosAlgumas areas ilustram esta similaridade, tais como, nos
neurénios daformacéo hipocampal como veri#ido nas camadas CAIA4 (Figura 4)
enquanto que no cerebelo verificamos que a imunorreatividade na camada de FRikinje
foi evidente para Santa Cruz Biotechnologyy(res 4).

Além disso, através do desenho esquematas mioteinas TENSsfoi possivel

visualizar a localizagdo do sitio de reconhecimento dos anticorpos da Santa Cruz
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Biotechnology que foramselecionados para serem empregados no mapeamento
neuroanatdmico das TENs devido a melhor definicho da imunorreativitfigiera 5).
Ressaltamos que nesta ilustracéo foi utilizada a sequéncia de aminoacidos de humanos uma
vez que os anticorpos desta marca comercial reconhecem epitopos presentes nos dominios da:
TENs de humano¥ erificamos que os anticorpos afign3 e ant-Ten4 da marca comercial

Santa Cruz Biotechnology® reconhecem aminoacidos presente na extremidade- carboxi
terminal entretantalistante do possivel sitio de clivagem capaz de originar os T.GFsPa

Ten2 verificamos que o anticorpo comercial é capazed®nhecer os aminoacidos desta

proteina voltados para a porcao arvi@oninal.
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Intracelular Extracelular

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

(
Ten-2

acesso: QINTG6S

10 20 30 10 50 60
MDVKDRRHRS LTRGRCGKEC RYTSSSLDSE DCRVPTQKSY SSSETLKAYDJHDSRUE

70 80 90 100 110 120

EFPROGINET) LAELGICEPS)PHRSGYCSDM GILHQGYSLS TGSDADSDTE
anticorpo Ten-2 (sc-165674)

332-2699 aa

Ten-3

ACess0: Q9P273 1270 1280 1290 1300 1310 1320

GEQCLPFDEA RCGDGGKAVE ATLMSPKGMA VDKNGLIYFW DGIMIRKVDO NGIISTLLGS

1330 1340 1350 1360 1370 1380
NDLTSARPLT) COTSMETSOVIREERBIDIAT 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 QEWDNSKSIL
2530 2540 2550 2560 2570 2580

GVQCEVOKOL KAFVTLERFD QLYGSTITSC QOAPKTKKEFA SSGSVFGKGV KFALKDGRVT

anticorpo Ten-4 (sc-134883)

Figura 5. llustracdodo sitio de reconhecimento dos anticorpos-&BiNs Em laranja,rosae azul estdo
representados os dominios intracelular, transmembrana e extragelpectivamentela Ten2, Ten3 e Tenrd
com seus tamanhos em termos de nurtated de aminoacidosA sequéncianalisada correspdeas TENs de
humanos sendo que o nimero de acessadescrito para cada teneurina. Em verde destacasequérgide
aminoacidos reconhecida pelasticorpe da marca comercial Santa Cruz Biotechnologg@pregado neste
estudosendo verificado que ambos estéo longe do sitio de clivagem capaz de gerar os respectivos TCAPs

Além da analise da imunorredatiade advinda do uso de diferentes anticorpos

primarios comerciais que reconhecem regides diferentes edonon antigeno também foi

realizada a omissédo do anticorpo primario que também é um dos métodos de controle da

reacdo de imunbistoquimica conhecido como controle negativo. Para,taét@s de cortes

histolégicos do sistema nervoso cen{@NC) foram suometidasao protocolo da técnica de

imuno-histoquimica retirando apenas a etapa de incubacao do anticorpo primario. Em nossos
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resultados verificamos que 0s anticorpos secundarios comerciaioelht) anti-cabrae
antiovelha (Santa Cruz Biotechnology®pé&o resultaram em imunomarcacdes do SNC,
corfirmando a especificidade dos anticorpos secundarios em reconhecer apenas 0s anticorpos
primarios empregados na técnica de imhrsboquimica (dados ndo mostrados).

Uma vez definido o uso doanticorpos da marcaomercial @nta Cruz
Biotechnology®,uma segunda analise quanto a especificidade destes foi realizada através do
teste de adsorcadlara isso foirealizalo a préincubacdo do anticorpo primario, cuja
concentracdo ja havia sido padronizada titulagcdo, endiferentes concentracdes do seu
peptideo antes da incubacados nocortes histologicosO teste de adsorcdo para a -Pen
evidenciou quehouve auséncia de imunorreatividade em grande parte dos territorios
neuronais analisados, entretanttgsmo nas concentrag® mais elevadas do peptideo ndo
houve a total saturacéo dos sitios de ligacdo do anticorpo primaribearinosneurdnios
do cértex cerebralFgura6). O teste de adsorcdmara TeA3 ndo mostroumunomarcacoes
como observado naegido hipotalamica wg apresentountensa densidade de fibras
imunorreativas para Te® g apds adsorcdo houve auséncia desta imunomar(iigina6).

Com relacaaa Tent4 o anticorpo comercial anfien4 fornecido pela empresa Santa Cruz
Biotechnology® néo possui peptidearespondente o guenpossibilitou a confirmacada
interacdo do anticorpo com seu peptidetm método € adsorcéo
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4.2 Resultados do objetivo 1:

Distribuicdo dateneurina-2 e teneurina-4 no SNCde primaas nachumano (Sapajus spp

Parao mapeamento neuroanatémico da distribuicdo da proteina &dren4 foi
realizada a submissao de séries completas de cortes histologicos do SNC de trésaanimais
técnica damuno-histoquimicapelo método deémunoperoxidseindireta O mapeamento da
distribuicdo da protein@en2 foi realizadaatravés daiso do anticorpo comercial aiiten-2
(165674,Santa Cruz Biotechnology®ja concentracdo de 1:10®para Te foi empregado
0 anticorpo comercial anfien4 (H-50/13483, Santa Cruz Biotechnology ®na
concentracdo de 1:1000.

A distribuicdo de fibragcampogerminais e de passageogm imunorreatividade
relacionada a Tef (teneurina2-fi | i k enoreastinity- Ten2-L1) ndofoi evidente desta
maneira nao foi possiveldotar opadrdo semquantitativo dedistribuicdo de fibras como
adotado para as demais TENs analisadas. Apesar da auséndibras Ten2-LI a
imunomarcacao foi evidenciada edenditos e porcado inicial de axbénique estiveram
entremados aorpos neuracais imunomarcadgscomo notadaio nucleo facial (7N) e nucleo
palido ventral (VP (Figura7). A distribuicdo decorpos e prologamentos neuronais (dendritos

e segmento inicial do axéniden-2-LI sdo mostradas na tabela 2

Figura 7. Distribuicdo dosprolongamentogdenditos/segmento inicial de axdni@ corposneuronaiscom
imunorreatividade relacionada a F2r(Ten2-LI). Em (A) e (B) btomicrogrdias em campo claro doucleo
facial (7N) e palido ventralVP).
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A distribuicdo de fibrasnervosas Ten4 imunorreatias (eneurinad-i | i k e
immunoreactiityd - Ten4-LI) mostrouse ampla enquanto quea presenca de corpos
neuronais imunorreativdei restrita a poucas regiég®jncipalmente concentradgan alguns
territérios docortex cerebraltronco encefalicee cerebelo. Para a analise da densidade de
fibras foi adotado o padrao sequantitativo de pouca, moderadatensadensidadeKigura
8). Na tabela3 sdomostrados territorios neuronaiimunorreativos para Tehno SNC do

Sapajus spp

S
e

Figura 8. Representacdo da densidade de fitmasn imunorreatividade relacionada a Fer(Ten4-LI).
Fotomicrografias em campo claro demonstrando o padrao de trés densidades de fibras em diferentes regides do
sistema nervosoentraldo Sapajus spp(A) +++, intensa deidade; (B) ++, moderada densida¢€) +, pouca
densidade. Abreviaturas: sol, trato solitario; MDC, nicleo talamico mediodorsal parte central; PaMD, nudcleo
paraventricular magnocelular diviséordal.

4.2.1.Teneurina2 no SNC daoSapajus spp

Telencéfalo Na regido do coértex cerebral negt@ a presenca de corpos neurofia@s-2-LI
principalmente nas céluladas camadagpiramidal internae externa Este padrdo de
imunorreatividade mostrou assado a membrana plasmaticassim como distribuidoo
citosol s perfis neuronai¢Figura 9). Na area amigdaide anterior e nucleo medial da
amigdalaforam constatados poucos neurbnios e prolongamentos neurerasLl, assim
como em algumas areas dagleos da baseomo pélido ventra{Figura7) e regido septal.
Uma evidente presengi corpos neuronaiken-2-LI foi notada na formagéo hipocampals
camadas CAl a CA4 e cadh polimérfica (PoDG) aléem e granular do giro denteado
(GrDG) (Figura 9). Discreta presenca d@rolongamentos neuronai¥en2-LI foram

observados na CAl a CAA4.
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Diencéfalo
Talamo e Subtalamo Somenteforam verificadoscorpos neuronai§en2-LI nos nucles

geniculado laterglFigural0) e medial e nucleo subtalamico
Hipotadlamo. Nao foram observadagsultadoselevantes tanto para corpos neuronais quanto
paraprolongamentos imunorreatisa Ten-2, sendo apenastada discretamunorreatividade

para corpos neurorsao nuclecsupraoptico.

>

‘v WG

Figura 9. Distribuicdo de corpos neuronaem imunorreatividade relacionadalan2 (Ten2-LI) em regides
telencefélicasAs fotomicrografias em campo claro como verificado(&)ne (B) mostramneurénios da camada
piramidal interna do cortex cerebral 8apajus sppAs setas indicam a imunomarca¢éo encontrada nsotjito
prolongamentos neuronais e na membrana plasmatcaodo neuronal. Em (C) formacdo hipocampal
imunomarcada com destaque figura (D) para neurdniosTen2-LI na @mada CA4 do hipocampo.
Abreviaturas: 4(F1), area 4 do cértex (motor primario); CA1l, camada CA1 do hipocampo; CA2, camada CA2 do
hipocampo; CA3, camada CA3 do hipocampo; GrDG, camada granular do giro denteado.

Tronco encefalico A presenca de corpos neurondien2-LI foi destaada na porcao
mesencefalica, em particulao nucleo oculomotor (3N)Figura10) e nacleo rubro (RMC)
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Nas porcoes de ponte e bulbmeurdniosimunorreativosforam evidents nos ndclecs
cocleares, nucleo facial (7M)nucleo acessoéri¢l1N) (Figura10). Os demais territérios do
tronco encefiico com presenca déen2-LI estdo descritosantabela2. Ressaltamos que os
resultados da distribuicdo geolongamentos imunorreatisdoramevidentes a nucleo facial

(7N) e nucle acessorio (11N)

Figura 10. Distribuicdo deprolongamento® corpos neuronaisen2-LI em &reas diencefélicas e do tronco
encefalicodo Sapajus sppAs fotomicrografias em campo claro como verificado @) evidenciamneurdnios
Ten2-LI no nileo geniculado lateral dorsdI(G), destaque dos neurdnios Regura (B); em (C)neurdnios
Ten2-LI no nucleo oculomotor (3N); em (Deurdnios grolongamentos neuronal&n2-LI no nicleo facial
(7N), destaque em maior aumengon (E)e (F)neurdniose prolongamento3en2-LI no nicleo coclear dorsal
(DC), desaque em maior aumentongicleo acessorio (11Nflestaque em maior aumentbreviaturas: mif,

fasciculo longitudinal medial.
46



Resultados

Cerebelo Corpos neuronai§en2-LI foram encontradosa camada de aéhs de Rrkinje

(PK) (Figura2) e nos nucleos profundos do cerebelo
Medula espinal A distribuicdo de neurdniose prolongamentosien-2-L| foi evidente na
porcdo ventralde todos os sagentos damedula espinalcomo constatado as laminas

medulares MX (Figurall).

Hipdfise. N&o foi constatademunorreatividade para Teh
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Figura 11. Distribuicdo decorpose prolongamentoseuronaisTen2-LI na medula espinal ddapajus sppAs

fotomicrografiasem campo claro monstram na coluna a esquerda uma visdo panoramicantmgcegervical
alto (A), cervical baixo (B), toracica (C), lombar (D) e sacral ) ®mluna a direiteé evidenciado emaior

aumento agreas delintadasna cduna esquerdgue mostrantorpose prolongamentoseuronaisTen-2-LI na

lamina IX de cadaegmento medula©rganizacao citoarquitetbnica de acordo GIBEXED (1952)
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Regioes/niicleos Ten-2 Regioes/niicleos Ten-2
Corpo/dendritos-axénio) (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 +-
Nucleos da Base n. vestibular medial /-
palido ventral +H+ campo retrorubral ++
globo pilido externo ++ n. coclear dorsal +H+
globo palido interno - n. coclear ventral +/4
Regiao Septal n. par: antocelular dorsal /-
substantia innominata - n. paragigantocelular lateral +/-
n. basal (Meynert) - n. reticular gigantocelular -
n. horizontal da banda diagonal +/- n. reticular lateral H+
Formacao Hipocampal n. cuneiforme +/+
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 CA1 do hipocampo ++ n. hipoglosso ++
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 +-
Subtilamo n. cerebelar lateral +/-
nucleo subtalamico - Medula espinal
Hipotalamo lamina V ++
Zona lateral lamina VI ++
n. supraoptico - lamina VII +/4

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 corpoe prolongament@euronaiscomimunorreatividade relacionadaTeén?2 (Ten
2-LI) no SNC doSapajus sp. Sinal de (+) presengau auséncia-} de corpos prologamentoseuronaist en-2-
LI.

4.2.2Teneurina4 no SNC doSapajs spp

Telencéfalo. Pouco a moderadadensidade de fibrasiervosascom imunorreatividade
relacionada a TeA (Ten4-Ll) estavan concentrada na areaamigdaloide,na regiao
correspondente ao ndcleo central da amigdala (Ce) e area amigdalohipodsirilghl)(

sendo que nesta area também foram encontreoip®s neuronaigmunopositivos(Figura
12). Fibras nervosas imunorreativas com densidade que oscilavamoderada antensa
estavam presente®$ nucleos da basem particulamo palido ventral (VP) e glabpalido

externo (EGP) Kigura 12). Similar disposicdo de fibras nervosas imueativas foram
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observadasa regido septaiomoverificado no nucleo septal lateral parte ventral (LSV), na
substanciainominda (SIB), nas ilhas de @leja (ICj) e no nucleo asal (Meynert) (B)
(Figuras 12 e 13). Corpos neuronaignunorreativos também foram encontrados no nucleo
amigdaloide cortical ventraMCo), no nucleo caudado (Cd), putame (Pu) e globo palido
interno (IGP). Na formacédo hipocampal verificamos discreta pgasde corpos neuronais
Ten4-LI nas camadaCAl a CA4 do hipocampalém dacamada granular do giro denteado
(GrDG).

AHIMC

Figura 12 Distribuicdo de fibras e corpos neuronaen4-LI em regides telencefélicas do primata-h@isnano
Sapajus sppEm (A) fotomicrografia em campolaro evidenciando a distribuicdpanoramicada Ten4 em
territérios telencefalicos. Em (B) nes& a presenca dietensadensidadele fibrasnervosasren4-LI no palido
ventral (VP). Em (Cyisdopanoramicaladistribuicdo de fibra3en4-LI, evidenciandama figura(D) moderada
densidadeo ndcleo Basal de MeyneEm (E) € verificada @rea amigdalohipocampal (AHIMC) com poucas
fibras e corpos neuronaiBen4-LI. Abreviaturas: ac, comissura anterior; Cel, ndictenigdaloide central
divisdo lateral; CeM, nicleo amigdaloide central divisdo medial; EGP, globo pélido externo; ic, capsula interna.
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Figura 13. Distribuicao de fibramervosasTen4-LI em regides telemdalicas do primata ndoumanoSapajus
spp Em (A) fotomicrografiaem campcclaro evidenciando a distribuicdeanoramicada Ter4 em territrios
telencefélicos. Em (B) notse a distribuicdo deoucadensidade débrasTen4-LI no nicleo septal lateral pia
intermédia (LSI) enquantdistribuicio moderada de fibras nervosas pode ser obsawatileo septal lateral
parte ventral (LSV,)evidenciada com maior resolugém (D). Em (C) distribuicdo moderadardensade fibras
nervosagend4-LI na substaneiinominda (SIB).Abreviaturas: ICjM, ilhas de Callejas; LV, ventriculo lateral.

Diencéfalo

Talamo e Subtalamo Poucaa moderadaconcentracdo de fibraservosasTen4-LI foram
observadasno nucleo talamico mediodorsal parte central (MDEjgyra 14). Corpos
neuronais Ten4-LI foram localizados no nucledalamico ventral lateral (VL)nhucleo
reticular do tdlamo (Rt no nucleo geniculado lateral dorsal (DL@)jgura 14) e medial
(MG) e regido no nucleo subtalamico (STh).
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Figura 14. Distribuicdo de fibrasnervosase corpos neuronaisien4d-LI em regides diencefélicas e
mesencefalicas do primata RBomanoSapajus sppEm (A) fotomicrografias em campdaro evidenciando a
distribuicdopanoramicada Tenr4 neses territorios destacanda regido do nudcleo talamico mediodorsal parte
central (MDC) com pouca moderadaconcentracdo de fibras imunorreativas. Em (B) 13eta presenca de
corpos neuronaigen4-LI no ndcleo de Edingeestphal (EW).Em (C) sdo mostraols corpos neuronais
exibindo Ten4-LI no nucleo geniculado lateral dorsal (DLG), mostrado em maior resolugédo(2m
Abreviaturas: 3V, terceiro ventricyloPAG, substancia cinzenta periaquedutal lateral

Hipotadlamo. Pouca a moderada denadk de fibrasTen4-LI foram presentes na zona
periventricular do hipotdlamoem particular @ nucleo arqueado lateral (ArcL), nucleo
arqueado medial (ArcM), nacleo paraventricular magnocelular (PaM) e parvicelular (PaP). Na
zona lateral e medial do hipotalarfuaram obsevadaspoucas fibrasiervosasTen4-LI. E

interessante ressaltar q@s fibrasnervosasTen4-LI apresentam padraomorfolégico
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caracteristico de fibras de passagem, porém sendo constatada em poucos territorios
hipotalamicos e extrhipotalamicos a presea de fibras varicosas que sao sugestivas de

possiveis campos terminais sinapticos.

Tronco encefalico A maior concemtigcdo de corpos imunorreativos foi observadgorcao
mesencefalicaem particularno ndcleo mterpeducular (IP), nucleo oculomotor K8, no
coliculo superior (SC), e nucleo de Edinyéestphal (EW) Figura 14). Na porcao
correspondente a ponte e bylbms corpos neuronais imunorreativdesram notadosno
complexo olivar inferior(ndcleo olivar inferior subnacleo AJOA) (Figura 15), nuckos
vestibulares, nucleos coclearemm particular nonucleo coclear ventral anterior (VCA)
(Figura 15), nacleos pontinos, campo retrorubral (RRF), nucleo paragigantocelular dorsal
(DPGI), nucleo reticular gigantocelular (Gi), nucleo cuneiforme (ECu) el gi@r). Em
relagdo a distribuicdo de fibras nervoja4-LI foram observadasnoderada antensa
densidadede fibrasno trato solitario (sol), tratespinal do nervo trigémeo (sp3jcleo
reticular lateral parte subtrigeminal (LRtS®)jgural5) e nonucleo do nervo glossofaringeo
(9n). Nos demais territérios do tronco encefalico foram evidenciagosesenca de moderada

a pouca densidadke fibrasTen-4-L1I.
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Figura 15. Distribuicdo de fibras e corpa®uronaisTen4-LI no tronco encefalico do primata REkamano
Sapajus sppEm (A) fotomicrografiaem campoclaro demonstrando a distribuicdo dan4-LI no nicleo
coclear ventral anterior (VCA), evidenciadm maioraumentoem B. Em (C) fotomicrografia ersampoclaro
referentea distribuicdopanoramicada Ten4-LI, notandese intensadistribuicdo de fibrasTen4-LI no trato
solitario (sol)em (D) e no trato espinal do nervo trigémeo (sph) (F) Em (E) € mostradaorpos neuronais
Ten4-LI no nucleo olivarinferior subndcleo A (IOA).Abreviaturas: LRtS5, nicleo reticular lateral parte
subtrigeminal; Sol, ndcleo solitario.
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Cerebela Corpos neuronai§en4-LI foram observadosa camadale células de Brkinje
(PKk) e nos nucleos cerebelares medial, latenateepdsitg ndo sendo evidente a presenca de

fibrasimunorreativasKigural6).

Figura 16. Distribuicdo de prolongamentoscerpos neuronaien4-LI no cerebelo do primata ndmmano
Sapajus sppAs fotomicrografiaem campo claro vistem (A) e (B) mostran corpos neuronais imunorreativos
na camada de células de Purkinje do cerebelo k) nucleo cerebelar lateral (Lathbreviaturas: GrCb,
camada granular do cerebelo; MoChb, camada molecular do cerebelo.

Medula espinal. Em todas as laminas medulares foram verificadas fimagsaslen-4-LlI,
porém maior densidade foi encontrada na lamina X seguida das laminas |, Il préselca
de corpos neuronais imunorreatifosrestritaas laminas VIII e IX Eigural7).

Hipofise. Escassas célulasen4-LI foram visualizada no lobo intermédio (dados néo

mostrados).
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Figura 17. Distribuicdo de corposeuronaise fibras Ten4-LI na medula espinal d&apajusspp As
fotomicrografiasem campo claro monstram na coluna a esquerda uma visdo panoramicanamgcegervical

alto (A), cervical baixo (B), toracica (C), lombar (D) e sacral (.coluna a direita é evidenciado em maior
aumento adreas deliniadasna coluna esquerape mostrancorpose fibrasTen4-LI. As fotomicrografias em
campo claro (Ad) (Bb6) e TénB-8l)n amd sCtnri anna ¢l oXr, p oesn gnueaunrt con
demonstram fibraFen4-LI nas laminas LILIII e X, respectivamenterganizacdo citoarquitetdnica de acordo

cOomREXED (1952)
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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

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 ¢ bulbo

n. olivar inferior subnicleo A

n. olivar inferior dorsal

= B

=

=2=1

=

Regiiio Septal n. acessorio olivar medial
n. septal lateral, parte dorsal n. pontinos

n. septal lateral, intermédio n. linear caudal da rafe

n. septal lateral, parte ventral n. solitario

n.septal medial
substantia innominata
ilhas de calleja

trato solitario
n. vestibular superior
n. vestibular lateral

n. acumbens, parte shell n. vestibular medial, magnocel.
n. ElClllDbCl]S‘ PEIITC core campo retrorubral

n. da estria terminal, div. lat., parte dorsal n. coclear ventral, parte anterior
n. da estria termmal, div. lat., posterior n. coclear ventral, parte posterior
n. da estria terminal, div. lat, justacapsular nticleo paragigantocelular dorsal
n. da estria terminal, div. medial, anterior n. paragigantocelular lateral

n. basal (Meynert) n. reticular gigantocelular

Formacao Hipocampal

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

n. reticular dorsal

n. reticular lateral

. reticular lateral, parte subtrigeminal
trato espinal do trigémeo

n. cuneiforme externo

n. gracil

=T = =1

I~-1

n. do nervo glossofarigeo
Diencéfalo n. hipoglosso
Tilamo n. motor dorsal do nervo vago
n. talimico central medial
n. talimico ventral lateral Cerebelo
n. mediodorsal medial Cortex
n. mediodorsal central camada de Purkinje +/-
n. reticular do talamo Niicleos cerebelares
n.geniculado lateral n. cerebelar medial +-
n. geniculado medial n. cerebelar lateral +/-

n.habenular medial -/t n. interposito H-
Subtilamo Medula espinal

ntcleo subtalamico +- lamina I/'IT

Hipotilamo lamina II1

Zona periventricular lamina IV

n. arqueado, lateral -+ lamina V

n. arqueado, medial -+ lamina VI

n. paraventricular, magnocelular -/+

lamina VII

n paraventricular, parvicelular -+t lamina VIII

n. paraventricular, parte posterior -+ lamina IX
Zona medial lamina X

drea preoptica medial -/t Hipaofise

area hipotalamica anterior -+ lobo anterior

n. dorsomedial do hipotalamo -+ lobo posterior
n. ventromedial do hipotilamo -/t lobo termédio

Tabela 3. Distribuicdo de corporeuronaise fibrasnervosasom imunorreatividade relacionadd an4 (Ten
4-L1) no SNC doSapajus sppSinal de + presenca de corpos neuronais imunorreativos e sinal de + a +++
intengdade de fibras imunorreativasran4 e sinali para auséncia de marcacao.
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4.3 Resultados do objetivo 2

Distribuicdo dateneurina-3 no SNCde primatis nachumano (Sapajus spp e ratos
(Rattus navegicus)

4.3.1Teneurina3 no SNCdo Sapajus spp

Parao mapeamento neuroanatdomico da protdiea3 foi realizada a submisséo
de séries completas de cortes histolégicos do SNC de trés animais ao método de
imunoperoxidaseutilizando o anticorpo comercial da Santa Cruz Biotechno®gpa
concentracdo de 300. De modo geral, di observado que a imurreatividade para TeB
mostrouse ampla com distribuicAo de fibras e possiveis campos terminasn
imunorreativdade relacionada @en3 (teneurina3-i | i ke | mmuwA©BenedHad i vi t
longo do SNCe corpos neuronai§en3-LI evidentegrincipalmenteem areas hipotalamicas
Além disso, @vidoaampla distribuicdo débrasnervosasien-3-LI foi empregada andise
semtquantitativasendoestabelecido o padréo de pouca, moderada e intensa densidade destas
fibras (Figural8). A distribuicdo geral de fibras e corpos neuronais imunorreativosTgara
3 € apresentada na tabelaUm esquema ilustrativo do SN@b Samjus sppexibindo a
distribuicdo de corpos neuronais imunorreati@d®en2, Ten3 e Tenrd é mostrado néigura

27, permitindo avaliar eomparar aprincipais areasnunomarcadas

Ten-3
B AN STMR ¢ C . PaPD

50 pm

ina
S

Figura 18 Representacdo da densidade de fitmasvosasTen3-LI. Fotomicrografias em campo claro
demonstrando o padréo de trés densidades de fibras e campos terminais em diferentes regies do sistema nervosc
central do Sapajus sppA) +++, intensa densidade. B) ++, moderada densidade. C) +, pousiladkn
Abreviaturas: ArcL, nucleo arqueado parte lateral; PaPD, nudcleo paraventricular do hipotdlamo, parte
parvicelular, divisdo dorsal; STMP, ndcleo da estria terminal, divisdo medial, parte posterior.
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Telencéfalo Foi verificada uma ampla distribuicdde fibras Ten3-LI neste territorio
encefalico tanto em areas corticais quanto subcortisalensidadele fibrasnervosasen3-

LI oscilouentre moderada iatensa evidenciadanosnucleos do complexo amigdaloide, tais
como nonucleo basolateral da andigla parteventromedial (BLVM)e nonucleo basomedial

da amigdala parte parvicelular (BMPC). Nos nucleos da, Hfaseobservadaintensa
distribuicdo defibras Ten3-LI, principalmente no globo palido interno (IGP), globo palido
externo (EGP) e palido veatr(VP) (Figural9). Na regido septaintensadensidadele fibras

foi observadano ndcleo basal (Meynert) (Bgnquantentremoderada éntensadensidadele
fibrasfoi notadana substancia inomitea(Sl) e no ndcleo da estria terminain particular na
divisdo medial e parte anterior e posterior (STMA e STMP, respectivaméigajg19). Na
formacdo hipocampamoderada antensadensidade déibras nervosas foranpresentesas
camadas polimérficas do giro dentead®mDG) e CA2CA4, e poucas fibras na wemda
granular do giro denteado (GrGDrigura 3). Nas camadas CACA4 foram verificados
escassos corpos neurondisn3-LI. Nitida presenca de corpos neuronais imunorreativos a
Ten3 foi observadana regidodo coértex cerebral, em particulaas camadas gimidais
internas e externasadrea 4 do cortex motor [4(F1)] e na area de transicdo amigdalopiriforme
(APIr).
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Figura 19. Distribuicdo de fibrazmervosasien3-LI em regifes telencefélicas gomata ndehumanoSapajus

spp Em (A) fotomicrografiaem campo claro evidenciando a densa distribuicdo de filea8-LI no nlcleo

basal (Meynert), globo pdlido externo (EGP), nucleo da estria terminal, divisdo medial parte anterior (STMA) e
palido vental (VP). Em (B) fotomicrografia em campo claro evidenciando modetadsidade débrasTen-3-

LI no STMA, enquanto que em (C) € notadensadensidade de fibras no nucleo basal (Meynert). EméD)
possivel notamoderada densidade de fibr&en3-LI no nicleo da estria terminal, divisdoedial, parte
posterior (STMP), mostrado em maior resolucdaemmd ) . éBhsenfadintensadistribuicdo de fibra3en

3-LI na formacao hipocampal como destacado na camada SB@viaturas: ac, comissura anteriigt;capsula
interna; IGP, globo pélido interno.
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Diencéfalo

Talamo e Subtalamo A presenca de fibraservosaden3-LI variou entre pouca a moderada
densidadeomonotadono nicleo pé-tectal anterior (APT), nacleo paraventricular do talamo
(PV), nucle reuniens (Re), ndcleo taldamico mediodorsal (MD) e ndcleo talamico
anterodorsal (AD). Também foi verificado que poucos territérios talamicos apresentaram
COrpos neuronais imunorreativesstritos ao nucleo pulvinar inferior (IPuleticular do
talamo (R} e geniculado lateral (DLG) e med{@G) que tambénexibirampoucadensidade

de fibras nervosasTen3-LI. No subtalampsomente foinotadapoucadensidade déibras

nervosaden3-LI no nucleo subtalamico (STh).

Hipotadlamo. No hipotdlamoforam verificads diferentes densidades @ibras Ten3-LI. A
regido periventricular apresentouintensa densidadede fibras nervosasdestaando as
imunomarcacdes mnucleo arqueado parte lateré@rdl) (Figura 18). A zona lateral do
hipotalamomostrouintensaa moderadalensidadele fibrasnervosas, em particulao nucleo
tuberal lateral (LTu) e nacleo magnocelular do hipotalamo lateral (MQigdpectivamente
(Figura20). E interessate destacarue as fibras nervosas imunorreatigaken-3 exibiam um
padrao varicoso an regiaohipotalamica Também foi verificado que a regido hipotalamica
mostrou ummaior nimero de areasnucleoscom corpos neuronais imunorreativészona
periventricular mostrou corpos neuonais imunorreativos no nudcleo paraventricular
magnocelular digdo dorsal (PaMDg parvicelular divisdo dorsal (PaPidqura2l), além
do nucleosupraquiasmatico (SClfFigura22). Na zona medialperfis de corpos neuronais
foram observadosno nudcleo preptico anteromedial (AMPO)Figura 22) e no ndcleo
mamilar lateal. Na zona lateratio hipotdlamdoi evidenciadacorpos neuronaien-3-LI no
ndcleo tuberal lateral (Ltu)pdcleo magnocelular do hipotalamo latefICLH) e nucleo
supraoptico (SO)Figura20 e 22).

E interessante ressaltar que as imunomarcacbesngwsnios hipotalamicos
apresentopadrao de imunorreatividade tipico de mediadores neuropeptidérgico, uma vez que
é verificada densa imunorreatividade no corpo celolgualemite longos prolongamentes
axonios varicosos com ramificacbes. Enquanto asnais areas do SNC, os neurbnios

exibiram uma imunorreatividade de menor intensidade e restrita ao corpo celular.
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Figura 20. Distribuicao de fibrag corpos neuronaien3-LI na zona lateral do hipotalamo do primata-ndo
humam Sapajus sppEm (A) fotomicrografias em campo claro evidenciando a distribupgmramicadas

fibras e corpos neuronaiBen3-LI. Em (B) notase a presenca de corpos neuronais e pouca a moderada
densidade de fibraBen-3-LI ndcleo magnocelular do hipda@o lateral (MCLH). Em (Cjntensadensidade de
fibras Ten3-LI é visualizada no nucleo tuberal lateral (LTé#)breviaturas: 3V, terceiro ventriculo; cp,

pedunculo cerebral; f, férnice.

Figura 21. Distribuicdo de fibramervosase corpos neuronaien3-LI na zona periventricular do hipotalamo

do primata nddumanoSapajus sppEm (A) fotomicrografiaem campo claronostrando aisdo panoramica da

regido periventricular do hipotalam&m (B) e (C) notse a presenca de poucas dibTen3-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 ha presenca de corpos Tem®hhis
Abreviaturas: f, fornicel GP, globo palido interno.
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Figura 22. Distribuicdo de fibrasiervosase corpos neuronaifen3-LI em nucleos hipotalamicos do primata
nadchumanoSapajus sppEm (A) fotomicrografias em campo claro evidenciaadtistribuicAgpanoramicalas
fibras e corpos neuronaien3-LI. Em (B) e (C) notsse a presenga de corpos neuronais e pouca distribuicdo de
fibras Ten3-LI no nicleopreoptico antenmedial (AMPO) e no nucleo supégptico (SO). Em (D) notese a
presencale corpos neuronais e uma moderada distribuicdo de Tibra3-LI no nlcleo supraquiasmético, parte
ventral (SChV). Mreviaturas: 3V, terceiro ventriculo; ox, quiasma 6ptico.

Tronco encefélico A distribuicdodasfibrasnervosasen3-LI variou de modexda aintensa

sendo quena regido mesencefalidai observadantensadensidadele fibrasnaregido da
substancia negraeticular (SNR), moderada na area tegmental ventral (VIeApouca a
moderada nalcleo parabraquial pigmentado (PBF)gura 23). Nas regifesda ponte e

bulbg foram notadas entrmoderada antensadensidade @ fibrasnervosasTen3-LI no

nacleo reticular lateral parte subtrigeminaR{S5), trato espinal do trigémeo (sp&)nucleo

motor dorsal do nervo vago (CeRigura24). A presencale corpos neuronaien3-LI foi
evidente no nucleo vestibular espinal (SpVe), ndcleo cuneiforme externo (ECu) e nucleo

reticular lateral (LRt)Eigura24).

63



Resultados

100 pm

Figura 23. Distribuicdo de fibragen3-LI no tranco encefalico do primata ndmmanoSapajus sppEm (A)
fotomicrografiaem campo clarenostrando aistribuicdopanoramicalasimunomarcag8epara Ten3. Em (B)

notase moderada presenca de fibfas+3-LI na area tegmental ventral (VTA), destacado enormaimento

em ( BO6) .é vé&ificadd ére moderada a pouca densidaddilitas nervosasTen3-LI no ndcleo
parabraquial pigmentado (PBMostradegpelas cabecgas de asteem destaque m ( @H(D) € maéstrada a
substancia negrparte reticular (SNR)comintensadensidade de fibraservosas imunorreativa8breviaturas:

cp, pedunculo cerebral; EGP, globo palido externo; lenf, fasciculo lenticular; SNL, substancia negra parte lateral.
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Figura 24. Distribuicdo de fibras e corpos neuron@iEn3-LI no tronco encefalico do primata nRBkamano
Sapajus sppEm (A) fotomicrografiaem campo claro evidenciando a distribuiggeanoramicadas fibras e
corpos neuronaisen3-LI. Em (B) e (C) not&e a presenca @erpos neuronais e de poucas fibfas3-LI no
nucleo reticular lateral (LRt) e ndcleo cuneiforme externo (ECu), respectivamente. Em (3§ rofmesenca
moderadale fibras Ten-3-LI no nicleo motor dorsal do nervo vago (CAlpreviaturas: Cu, nicleaineiforme;

icp, pedunculo cerebelar inferior; MVe, nlcleo vestibular medial; sol, trato solitario; SolD, nucleo solitario
subnucleo dorsal; SpVe, ndcle vestibular espinal.

Cerebelo N&o foi observadavidente distribuicdo de fibraservosasTen3-LI no artex
cerebelarsendo verificada a presenca de poucas fibras no nucleo cerebelar medial (Med) e
lateral (Lat).Nestes nucleos e na camada dekije (PK) foi verificada a presenca de corpos

neuronaisien-3-LI (Figura3).
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Medula espinal. As laminas mediares |, Il e X mostraram entre moderadairgensa
densidade defibras nervosas Ten3-LI. Entretanto a presenga decorpos neuronais
imunorreativodoi somentenotadanas laminas VHX da medula espinalomo mostrado na

lamina IX (Figura25b).

Hipodfise. Células enddcrinaden3-LI foram observadasos lobos anterior e interrédio
(Figura26).
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Figura 25. Distribuicdo de corpos neuronais e fibrien3-LI na medula espinalo Sapajus spp As
fotomicrografias em campo claro monstram na coluna a esquerda uma visédo 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 areaslémitadas na coluna esquerda que mostram cofgos3-LI na lamina IX. Organizagéo
citoarquitetdnica de acordo cdREXED (1952)
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Figura 26. Distribuicé decélulas endocrinagen3 (Ten3-LI) na hipéfise dGapajus sppAs fotomicrografias
evidenciam algumas célula&en3-LI (setas)no lobo anterior da hipofise (A) e em toda extensédo do lobo
intermédio (B).
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Tabela 4. Distribuicdo de corpoeeuronais fibrasnervosasom imunorreatividade relacionada an3 (Ten
3-LI) no SNC do Sapajus sppSinal de + presenca de corpos neuronais imunorreativos, sinal de + a +++
intensidade de fibras imunorreativas a-Be@shali para auséncia de marcacao.
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