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RESUMO 

 

TESSARIN, G. W. L. Avaliação da teneurina-2 (Ten-2) nos astrócitos do córtex cerebral 

de ratos adultos após lesão mecânica. Estudo imuno-histoquímico e de expressão gênica. 

Dissertação (Mestrado) – Instituto de Biociências de Botucatu, Universidade Estadual 

Paulista, Botucatu, 2016. 

 

As teneurinas (TENs) pertencem a uma família de proteínas transmembrana do tipo II 

constituída por quatro membros homólogos, estruturalmente conservados entre as espécies. 

Essas proteínas estão presentes no SNC, principalmente durante a neurogênese, colaborando 

na estabilização dos circuitos neurais. Estudos neuroanatômicos mostraram que as TENs 

apresentam distribuição similar em peixes, aves e roedores durante o desenvolvimento e 

maturação do SNC, permanecendo em algumas regiões em animais adultos. A participação 

das TENs durante reparação tecidual tem sido pobremente explorada; entretanto a presença 

neurestina (uma proteína homóloga a Ten-2) foi notada em neurônios do bulbo olfatório de 

ratos adultos, após indução de lesão química na mucosa olfatória.  O propósito do presente 

estudo foi verificar possíveis alterações na Ten-2 após indução de lesão mecânica no córtex 

cerebral de ratos adultos empregando técnicas de imuno-histoquímica (IHQ) e reação em 

cadeia da polimerase (PCR convencional). Para isso, ratos machos adultos (Rattus norvegicus, 

n=32) foram divididos em grupo controle (n=4, IHQ; n=4, PCR), grupo lesão 12 horas pós-

operatório (n=4, IHQ; n=4, PCR), grupo lesão 24 horas (n=4, IHQ; n=4, PCR) e grupo lesão 

48 horas (n=4, IHQ; n=4, PCR). A lesão mecânica foi realizada usando agulha hipodérmica 

de metal (0,8mm de diâmetro) acoplada ao aparelho estereotáxico (coordenadas AP: +10,21 

mm; DV: -2,5 mm e ML: +1,5 mm). Os animais do grupo controle não foram submetidos aos 

processos cirúrgicos. Para as análises imuno-histoquímicas, os animais foram submetidos à 

perfusão transcardíaca usando paraformaldeído tamponado a 4% e os cortes histológicos 

foram obtidos utilizando micrótomo de congelação. Os cortes histológicos foram submetidos 

às técnicas de imunofluorescência ou imunoperoxidase indiretas usando anticorpos para 

identificar proteína ácida fibrilar glial (GFAP) e Ten-2, seguido por análises em microscopias 

de campo claro ou confocal. Para análises de expressão gênica, os animais foram sacrificados, 

o córtex cerebral foi imediatamente coletado para extração e purificação do RNA total. O 



 

 

RNA foi usado para amplificar a Ten-2 e o neurofilamento de cadeia leve (Nefl, para 

normalização) através de PCR convencional e as análises semi-quantitativas foram realizadas 

pela mensuração da densidade óptica das bandas em gel de agarose. Os principais resultados 

indicaram um aumento significante em astrócitos imunorreativos para a Ten-2 em todos os 

grupos lesões, especialmente no grupo lesão 48 horas (p<0,001), comparado com o grupo 

controle. As análises de expressão gênica mostraram aumento significante para a expressão de 

Ten-2, principalmente no grupo lesão 48 horas (p<0,01), comparado com os demais grupos 

com lesão. O presente estudo demonstrou pela primeira vez a presença de Ten-2 em 

astrócitos, após indução de lesão mecânica no córtex cerebral de ratos adultos. Estudos 

futuros são necessários para elucidar se a Ten-2 presente nos astrócitos exerce um papel 

facilitatório ou inibitório no reparo tecidual do SNC após lesões mecânicas. 

 

Palavras-chave: Astrócitos; Córtex cerebral; Lesão mecânica; Ratos; Teneurina.



 

 

ABSTRACT 

 

TESSARIN, G. W. L. Teneurin-2 (Ten-2) evaluation in astrocytes from cerebral cortex of 

adults rats after mechanically induced lesion. Immunohistochemical and gene expression 

analysis. Thesis (Master of Science) – Biosciences Institute of Botucatu, Sao Paulo State 

University, Botucatu, 2016. 

 

Teneurins (TENs) constitute a type II transmembrane protein family with four homologues 

structurally preserved among the species. These proteins are present in the central nervous 

system (CNS), mainly during neurogenesis, collaborating in the establishment of neuronal 

circuits. Neuroanatomic studies showed that TENs have compatible distribution among fish, 

chicken and rodents, during development and maturation of the CNS, remaining in a few 

regions in adult animals. The participation of TENs during tissue repair in the CNS has been 

scarcely explored; however, the unusual presence of neurestin (a homologue Ten-2 protein) 

was noticed in neurons of adult rat olfactory bulb, after chemically induced lesion in the 

olfactory mucosa. The purpose of the present study was to verify possible Ten-2 alterations 

after induced mechanical lesion in the adult rat cerebral cortex using immunohistochemistry 

(IHQ) and conventional polymerase chain reaction (PCR) techniques. For this, adult male rats 

(Rattus norvegicus, n=32) were divided into control group (n=4, IHQ; n=4, PCR) and 12h 

lesion (n=4, IHQ; n=4, PCR), 24h lesion (n=4, IHQ; n=4, PCR) and 48h postoperatory lesion 

(n=4, IHQ; n=4, PCR) groups. The mechanical lesion was created using a hypodermic metal 

needle (0.8 mm of diameter) coupled with stereotaxic apparatus (coordinates: AP, +10.21 

mm; DV, -2.5 mm; ML, +1.5 mm). Animals from control group were not submitted to 

surgical procedures. For IHQ analysis, animals were submitted to transcardiac perfusion using 

4% buffered formaldehyde and 30 µm histological sections were obtained using a freezing 

microtome. Sections were submitted to indirect immunofluorescence or immunoperoxidase 

methods using antibodies to identify glial fibrillary acidic protein (GFAP) and Ten-2-like 

immunoreactivity, followed by confocal or light microscope analysis. For genic expression 

analysis, the animals were sacrificed and the cerebral cortex was immediately collected for 

total RNA extraction and purification. The RNA was used to amplify Ten-2 and light chain 



 

 

neurofilament (for normalization) by conventional PCR and semi-quantitative analysis was 

made from agarosis gel analysis bands. The main results indicated a significant increase in 

astrocyte cell profiles immunoreactive to Ten-2 in all lesion groups, especially in the 48h 

lesion group (p<0.001), compared with the control group. The genic expression analysis 

showed significant increase of Ten-2 expression mainly in the 48h lesion group (p<0.01) 

compared with the other lesion groups. The present study showed for the first time the 

presence of Ten-2 in astrocytes after mechanically induced lesion in the cerebral cortex of 

adult rats. Further studies are necessary to elucidate whether Ten-2 in astrocytes exerts a 

facilitatory or inhibitory role in CNS tissue repair after mechanical brain lesions. 

 

Keywords: Astrocytes; Cerebral cortex; Mechanical lesion; Rats; Teneurins. 
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Ten-a – proteína acessória semelhante à tenascina (tenascin-like protein accessory) 

Ten-m – proteínas principal semelhante à tenascina (tenascin-like protein major) 

TENs - teneurinas 

TnC – tenascina-C 

TRIS – tris(hidroximetil)aminometano 

u – unidade 

V – volt 

YD – tirosina/ácido aspártico 

α – alfa 

αDG – alfa-distroglicana 

β – beta 
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1. Introdução 

As teneurinas (TENs) foram inicialmente caracterizadas em Drosophila 

melanogaster, sendo denominadas de Ten-a (tenascin-like protein accessory) e Ten-m 

(tenascin-like protein major – BAUMGARTNER e CHIQUET-EHRISMANN, 1993; 

BAUMGARTNER et al., 1994; LEVINE et al., 1994; MINET et al., 1999). Estas proteínas 

foram descobertas através de estudos que buscavam encontrar proteínas homólogas as 

tenascinas, as quais representam uma família de glicoproteínas da matriz extracelular 

(CHIQUET-EHRISMANN et al., 1991 BAUMGARTNER e CHIQUET-EHRISMANN, 

1993; BAUMGARTNER et al., 1994). Posteriormente, foi demonstrado que as TENs são 

conservadas nos vertebrados e invertebrados, sendo essa família composta por um membro 

nos nematelmintos, denominado de teneurina-1 (Ten-1) e quatro membros nos cordados, 

denominados de Ten- 1, 2, 3 e 4 (Ten-1, Ten-2, Ten-3, Ten-4) (OOHASHI et al., 1999; 

MINET e CHIQUET-EHRISMANN, 2000; ZHOU et al., 2003; DRABIKOWSKI et al., 

2005; TUCKER et al., 2007).  

Estruturalmente as TENs são constituídas entre 2.500 a 2.800 aminoácidos, 

apresentando peso molecular aproximado de 300 kDa e exibindo inúmeros domínios 

funcionais (MINET et al., 1999; RUBIN et al., 1999; FENG et al., 2002; LEAMEY et al., 

2007a). Estas proteínas apresentam seus terminais carboxila e amino com orientações extra e 

intracelular, respectivamente, característica pela qual permite classificá-las como proteínas 

transmembrana do tipo II (Figura 1). Os domínios intracelular (N-terminal) e transmembrana 

são relativamente curtos, compostos por 300-375 e 300-400 aminoácidos, respectivamente 

(BAGUTTI et al. 2003; NUNES et al., 2005; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006; 

SCHÖLER et al., 2015). Por sua vez, o domínio extracelular (C-terminal) é constituído por 

2.300 aminoácidos com vários resíduos que possuem afinidade às moléculas da matriz 

extracelular, apresentando oito domínios semelhantes ao fator de crescimento epidermal 

(epidermal growth factor-like – EGF) similar aos das tenascinas, seguido por uma região rica 

em cisteínas e sequências repetidas de aminoácidos tirosina e ácido aspártico (Figura 1, região 

YD; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006). Uma significante similaridade tem sido 

observada na região C-terminal das TENs em relação ao tamanho e a estrutura, quando 

comparadas entre invertebrados e vertebrados (OOHASHI et al., 1999; TUCKER e 

CHIQUET-EHRISMANN, 2006; KENZELMANN et al., 2008). Além disso, a análise de 

semelhança mostra que entre os vertebrados existe entre 60% a 98% de sequência de 
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aminoácidos idênticos, enquanto que em relação à comparação entre as TENs dos vertebrados 

e invertebrados esse percentual oscila entre 33% a 41%, revelando uma considerável 

conservação na escala filogénetica (TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006). 

As TENs apresentam diferentes sítios de clivagem proteolítica na região 

extracelular (KENZELMANN et al., 2008). Um desses pontos, especificamente na região C-

terminal, resulta em um fragmento de 40-41 aminoácidos, exibindo características de peptídeo 

bioativo (Figura 1). Estes oligopeptídeos foram denominados de peptídeos associados ao 

terminal carboxila das teneurinas (TCAPs; do inglês, Teneurin C-terminal-Associated 

Peptides) (QIAN et al., 2004; WANG et al., 2005). Além da clivagem, a qual origina os 

TCAPs, é proposto que esses peptídeos bioativos podem ser transcritos separadamente a partir 

do último éxon do gene de cada teneurina (LOVEJOY et al., 2009; CHAND et al., 2013). 

Desta forma, independentemente do modo de como esses peptídeos bioativos são originados, 

através da clivagem ou transcrição de parte do gene das TENs (“splice variants”), sua 

atividade funcional parece ser a mesma.  

 

 

 

 

Figura 1. Modelo estrutural esquemático das teneurinas ilustrando a constituição e a organização dimérica (Ilustração 

extraída e adaptada de LOVEJOY et al., 2006). 
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Os TCAPs possuem uma semelhança estrutural de 20% com o fator liberador de 

corticotropina (CRF – QIAN et al., 2004; WANG et al., 2005; LOVEJOY et al., 2006; 

LOVEJOY, 2009) e, estudos têm demonstrado que a injeção de TCAP-1 e CRF 

intracerebroventricular (ICV) apresentam um potente efeito na modulação do estresse (QIAN 

et al., 2004; WANG et al., 2005; LOVEJOY et al., 2006; AL CHAWAF et al., 2007a; TAN et 

al., 2008, 2009; LOVEJOY et al., 2009).  O TCAP-1, após administração ICV, foi 

potencialmente capaz de reduzir a imunorreatividade para a c-fos em neurônios do hipocampo 

e na amídala de ratos adultos após administração de CRF (TAN et al., 2009). Além disso, 

tomado de forma isolada, o TCAP-1 pode funcionar como um novo fator neurotrófico no 

cérebro de ratos através de uma distroglicana que modula mecanismos intracelulares kinase-

dependente, regulando elementos do citoesqueleto (TAN et al., 2012; CHAND et al., 2013). 

Estudos comportamentais demonstraram que a injeção ICV de TCAP-1 em ratos adultos foi 

capaz de modular respostas ao estresse induzido pelo CRF (WANG et al., 2005; AL 

CHAWAF et al., 2007a; LOVEJOY et al., 2006; LOVEJOY et al., 2009). 

Os estudos que analisaram a distribuição das TENs foram principalmente restritos 

ao SNC de roedores e aves, predominantemente durante a neurogênese, quando estas 

proteínas apresentam significante expressão (LEVINE et al., 1994; BEN-ZUR et al., 2000; 

TUCKER et al., 2007). Com relação aos TCAPs, existe apenas um estudo demonstrando a 

distribuição do TCAP-1 no SNC de ratos adultos (WANG et al., 2005). Por outro lado, pouco 

se sabe sobre as distribuições e funções das TENs e dos TCAPs em tecidos e/ou órgãos não 

neurais (SUZUKI et al., 2012; ZIEGLER et al., 2012; LOVEJOY et al., 2013; CHAND et al., 

2014; SUZUKI et al., 2014; ISHII et al., 2015).  

A distribuição da Ten-1 no SNC de embriões de aves tem sido observada, 

principalmente no sistema visual, como na retina e o teto óptico, além da expressão no 

tálamo, hipocampo, bulbo olfatório, córtex cerebelar e tronco encefálico (RUBIN et al., 1999; 

KENZELMANN et al., 2008), enquanto que no SNC de camundongos adultos, estudos têm 

revelado a expressão do RNAm para a Ten-1 na retina, córtex cerebral, tálamo, hipocampo, 

cerebelo (córtex e núcleo cerebelares) e tronco encefálico (OOHASHI et al., 1999; ZHOU et 

al., 2003). Em tecidos e/ou órgãos não neurais, como nos testículos de ratos adultos, existe 

uma considerável presença da Ten-1, exclusivamente na túnica própria dos túbulos 

seminíferos e circundantes as células intersticiais (células de Leydig) (CHAND et al., 2014). 

Um único estudo tem mostrado que a Ten-1 é importante para a gametogênese, pois a 
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interferência na expressão desta proteína mostrou alterações no desenvolvimento das gônadas 

em Caenorhabditis elegans (DRABIKOWSKI et al., 2005).  

Por sua vez, o estudo da expressão da Ten-2 através da técnica de hibridização in 

situ em embriões de aves revelou a presença do RNAm no placódio óptico, processos 

maxilares e mandibulares em desenvolvimento, além do tubo neural (TUCKER et al., 2001). 

Áreas cerebrais envolvidas na via visual, como talamofugal, além das regiões do diencéfalo, 

mesencéfalo e hipocampo também apresentaram expressão de Ten-2 (TUCKER e CHIQUET-

EHRISMANN, 2006). Tucker et al. (2001) relataram a presença do RNAm para a Ten-2 nos 

brotos de desenvolvimento dos membros, especificamente no ectoderma apical. 

A Ten-3 foi detectada na região CA2 no hipocampo (camada piramidal - ZHOU et 

al., 2003) e na retina, durante a neurogênese do Danio rerio (ANTINUCCI et al., 2013). A 

presença da Ten-3 também foi evidenciada em outras regiões do SNC durante a neurogênese, 

como por exemplo, no núcleo estriado de camundongos, sugerindo a participação desta 

proteína na conectividade e função desta região (LEAMEY et al., 2007a). A Ten-3 possui 

uma participação crítica na formação da visão binocular, atuando fundamentalmente como 

uma proteína para o crescimento e orientação axonal (DHARMARATNE et al., 2012).   

A Ten-4, assim como a Ten-3, também está presente em tecidos relacionados com 

o desenvolvimento das vias visuais, bem como no desenvolvimento dos membros das aves 

(TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006; KENZELMANN-BROZ et al., 2010). A 

presença de Ten-4 também foi descrita no sistema reprodutor, na qual é sugerido que esta 

proteína está diretamente relacionada com o processo de gastrulação em embriões de ratos 

(LOSSIE et al., 2005). A presença de RNAm para Ten-4 também foi detectado no rim, 

pulmão e baço de camundongos, porém de forma discreta (SUZUKI et al., 2012).  

Estudos têm sugerido que as TENs apresentam um papel fundamental no 

desenvolvimento de embriões da Drosophila melanogaster, Mus musculus, Caenorhabditis 

elegans, uma vez que animais mutantes para as TENs mostraram alterações durante as fases 

de desenvolvimento embrionário e organogênese (BAUMGMARTNER et al., 1994; LEVINE 

et al., 1994; DRABIKOWSKI et al., 2005;  LOSSIE et al., 2005). Além disso, vale ressaltar 

que o gene da Ten-1 está localizado na região Xq25, envolvida na síndrome do X-frágil 

(BUERVENICH et al., 2001) e que outras anormalidades mentais associadas às malformações 

faciais e dos membros têm sido mostradas em translocações e trissomias envolvendo o locus 

5q34 que aloja o gene da Ten-2 (DUBOVSKY et al.,1994; VIK e YATHAM, 1998). Estes 
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dados sugerem importante papel funcional desta família no que se refere à neurogênese e 

organogênese.  

Em relação a outras funções atribuídas às TENs, tem sido indicada participações 

nas interações homofílicas e heterofílicas entre as células, orientação axonal, proliferação 

celular e regulação da transcrição gênica (RUBIN, 2002; BAGUTTI et al., 2003; NUNES et 

al., 2005; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006; KINEL-TAHAN et al., 2007; 

LEAMEY et al., 2008; YOUNG e LEAMEY, 2009). Esta última somente é possível, pois as 

TENs possuem domínios intracelulares que são clivados frente a estímulos extracelulares, 

comportando-se como fatores de transcrição gênica, como descrito anteriormente (BAGUTTI 

et al., 2003; NUNES et al., 2005; SCHÖLER et al., 2015). Vale ser ressaltado que um dos 

“splice variants” da Ten-2, denominada de Lasso, pode apresentar capacidade de ligação com 

outra classe de proteínas, conhecidas como latrofilinas (LPHNs), resultando em alterações na 

concentração de cálcio intracelular (SILVA et al., 2011). A Ten-4 também está envolvida no 

processo de formação dos processos celulares dos oligodendrócitos, pois células oriundas de 

camundongos “knockout” para Ten-4 em cultura celular apresentaram alterações na formação 

dos processos celulares (SUZUKI et al., 2012). Recentemente, Ishii et al. (2015) tem 

demonstrado que as TENs, em especial a Ten-4, está envolvida em processos de crescimento 

da musculatura esquelética, onde ratos mutantes para esta proteína apresentaram perturbações 

no crescimento muscular pós-natal. Além disso, perturbações gênicas para a Ten-4 em 

modelos experimentais para lesão de musculatura estriada esquelética revelou alterações no 

processo de regeneração celular da musculatura esquelética (ISHII et al., 2015). 

As TENs exercem sua atividade através de suas interações com outros moléculas 

ligantes, desencadeando uma sinalização em cascata, resultando em fosforilação e interações 

não-covalentes, fundamentais para modificações no citoesqueleto (CHAND et al., 2013). 

Deste modo, tem sido proposto que as TENs possuem capacidade de interação com um grupo 

de proteínas conhecidas como latrofilinas (LPHNs), que são proteínas de membrana que 

possuem capacidade de ligação com a alfa-latrotoxina (toxina de aracnídeos; BOUCARD et 

al., 2014; WOELFLE et al., 2015). Estudos têm mostrado a presença de três isoformas de 

LPHNs (LPHN-1, LPHN-2 e LPHN-3). A LPHN-1, -2 e -3 são principalmente expressas no 

SNC, enquanto a LPHN-2 também apresenta expressão em tecidos e/ou órgãos não neurais 

(SILVA e USHKARYOV, 2010). Existem dados mostrando a interação entre a LPHN-1 e um 

“splice variant” da Ten-2, denominado de Lasso, nos contatos sinápticos entre neurônios em 
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cultura celular, resultando em alterações nos níveis de cálcio nos neurônios pré-sinápticos 

(SILVA et al., 2012; BOUCARD et al., 2014). A região C-terminal da Ten-2 é fundamental 

para a interação Ten-2/LPHN-1, permitindo o influxo de cálcio no terminal pré-sináptico 

(SILVA et al., 2011; BOUCARD et al., 2014). Além disso, tem sido sugerido que a interação 

do TCAP-1 com as LPHNs seria o mecanismo supostamente responsável pelos efeitos 

fisiológicos e comportamentais observados nos estudos do TCAP-1 (WOELFLE et al., 2015).  

Dado a complexidade da interação entre as LPHNs e TENs, acredita-se que outras 

proteínas, como as integrinas, distroglicanas e neurexinas, podem fazer parte desse sistema de 

adesão e sinalização (SUGITA et al., 2001; O’SULLIVAN et al., 2014). Recentes descobertas 

têm mostrado que as distroglicanas são importantes para o desenvolvimento cerebral, 

sinaptogênese, plasticidade neural, interações gliais, integridade da barreira hematoencefálica 

e manutenção da membrana basal (PENG et al., 1999; JACOBSON et al., 2001; ZACCARIA 

et al., 2001; SAITO et al., 2003; NICO et al., 2003). Além disso, as distroglicanas funcionam 

como proteínas de interação intercelular em diversos tecidos, as quais podem ser clivadas, 

originando fragmentos α e β. A subunidade α é extracelular e está exposta a inúmeras 

proteínas da matriz extracelular, como por exemplo, as lamininas. (SUGITA et al., 2001). A 

subunidade β (β-distroglicana) consiste em uma porção transmembrana com um 

prolongamento citoplasmático, o qual possui capacidade de ligação com a distrofina e 

utrofina, ambas com afinidade para interação com a actina do citoesqueleto (HENRY e 

CAMPBELL 1998). Este prolongamento citoplasmático também pode participar na 

transdução de várias vias de sinalização, resultando em alterações na organização dos 

prolongamentos celulares, na plasticidade sináptica e na morfologia celular (IBRAGHIMOV-

BESKROVNAYA et al., 1992; SPENCE et al., 2004). Em relação à interação entre TENs e 

distroglicanas, estudos prévios tem mostrado a possível interligação entre essas duas proteínas 

em Caenorhabditis elegans (DRABIKOWSKI et al., 2005; TRZEBIATOWSKA et al., 2008). 

Posteriormente, CHAND et al., (2014) descreveram pela primeira vez a interação do TCAP-1 

com as distroglicanas no testículo de ratos adultos, sugerindo uma possível participação desta 

proteína em um complexo composto por distroglicana-laminina-integrina, atuando, 

possivelmente, na manutenção da integridade da membrana basal das gônadas. A mesma 

colocalização entre distroglicana e o TCAP-1 foi observada na membrana plasmática de 

células hipocampais imortalizadas (CHAND et al., 2014).  
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As TENs também podem promover interações com as integrinas 

(TRZEBIATOWSKA, 2008; TOPF e CHIQUET-EHRISMANN, 2011). Estas proteínas 

possuem subunidades α e β que pode interagir com os filamentos de actina e atuar como 

receptores para células adjacentes (HYNES, 2002). Além disso, podem colaborar no 

estabelecimento da conexão entre terminais pré e pós-sinápticos (CLEGG et al., 2003; 

SINGHAL e MARTIN, 2011), juntamente com o complexo distroglicana-distrofina 

(FRISCHKNECHT et al., 2014) e participar dos processos de sinalização e migração celular 

(WICKSTRÖM e FÄSSLER, 2011). As integrinas, em especial a integrina α6β4, podem 

contribuir ativamente na fixação dos pés vasculares do astrócitos com células endoteliais, 

contribuindo com a manutenção da integridade da barreira hematoencefálica (del ZOPPO e 

MILNER, 2006). É proposto que nessa interação exista a participação de uma distroglicana, 

onde integrina e distroglicana trabalham juntas para contribuição na interação dos pés 

vasculares dos astrócitos com as células endoteliais (HUBER et al., 2001; del ZOPPO e 

MILNER, 2006). Além dessas interações, as integrinas também podem interagir com 

moléculas da matriz extracelular, tais como fibronectina, vitronectina, tenascinas e fibrilinas 

(HANBURGUER e CALDERWOOD, 2009). Muitas integrinas, em especial aquelas que 

apresentam a subunidade β3, não são constitutivamente expressas, entretanto, podem ser 

sintetizadas após a indução por estímulos intra ou extracelulares (HANBURGUER e 

CALDERWOOD, 2009; HYNES, 2002). A partir da possibilidade de ativação das integrinas 

na presença de estímulos intra ou extracelulares, Robel et al., (2009) sugeriram que uma 

sinalização mediada por integrinas pode estar presente nos processos de proliferação de 

astrócitos reativos. Além de vias mediadas por integrinas nos processos de proliferação 

astrocitária frente a estímulos locais, tem sido sugerido que essa via pode estar relacionada 

com os processos de alteração da morfologia dos astrócitos (ROBEL et al., 2009). Estudos 

anteriores demonstraram uma possível interação entre integrinas e TENs na manutenção das 

membranas basais de Caenorhabditis elegans, durante o desenvolvimento embrionário 

(TRZEBIATOWSKA, et al., 2008; TOPF e CHIQUET-EHRISMANN, 2011). Vale ressaltar 

que a interação das integrinas com outras proteínas ocorre na região de arginina-glicina-ácido 

aspártico (RUOSLAHTI, 1996), sendo essa região não conservada nas TENs de vertebrados e 

camundongos (LOVEJOY et al, 2006) fato que sugere que as possíveis interações possuem 

diferenças.  Além disso, a possível interação entre integrinas e TENs em situações adversas 

ainda não foram avaliadas, como por exemplo, em processos neuroinflamatórios. 
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Embora muitos estudos tenham analisado a distribuição das TENs no SNC em 

condições de normalidade, principalmente durante a neurogênese, pouco se sabe sobre o 

comportamento dessas proteínas durante a regeneração do SNC frente a lesões mecânicas, 

isquêmicas ou relacionadas com outros mecanismos nocivos.  

Todas as células da neuroglia são fundamentais para a manutenção da função do 

SNC. Entre estas células, os astrócitos são responsáveis pela regulação na concentração de 

íons intra e extracelular, pelo catabolismo de aminoácidos seletivos, pela síntese de novas 

moléculas, pelo transporte de nutrientes e metabólitos dos neurônios (MARAGAKIS e 

ROTHSTEIN, 2006). Além disso, os astrócitos tem um papel fundamental na formação e 

manutenção da barreira hematoencefálica.  Recentemente, estudos têm demostrado que além 

de funções básicas, os astrócitos estão diretamente relacionados com a sinaptogênese e com a 

neurotransmissão (MATYASH e KETTENMANN, 2010; ALLAMAN et al., 2011).   

Os astrócitos também participam nas respostas multicelulares de traumas e 

doenças do SNC, tornando-se significantemente reativos, sendo este processo denominado de 

astrogliose (SOFRONIEW, 2014). Nestas condições, os astrócitos que são na sua maioria 

células nativas da região lesionada, possuem papel fundamental na prevenção de morte 

neuronal e reparo na barreira hematoencefálica, assim como limitam o quadro inflamatório 

após a existência de quadros lesivos no SNC (BUSH et al., 1999; PEKNY, 1999; 

FAULKNER et al., 2004; OKADA et al., 2006; HERRMANN et al., 2008; SUSARLA et al., 

2014).  Um dos mecanismos presentes no processo de ativação pode estar diretamente 

relacionado com a ativação de canais iônicos pela deformação da membrana plasmática, onde 

canais catiônicos e de potássio podem contribuir para o influxo de cálcio e sódio extracelular, 

resultando em estresse iônico nos astrócitos (RZIGALINSKI et al., 1997; FLOYD et al., 

2005). Estudos in vitro têm demonstrado que a astrogliose induzida por lesões mecânicas 

pode estar relacionada com a sinalização de proteínas que pertencem às vias das kinase e 

kinase B (AKT), elevações dos níveis intracelulares de cálcio e adenosina tri-fosfática (ATP; 

AHMED et al., 2000; VERDERIO e MATTEOLI, 2001; NEARY et al., 2003, 2005). 

Alterações da matriz extracelular também possuem contribuições de grande valia que podem 

alterar a resposta celular, não necessariamente após a existência de injúrias mecânicas 

relacionadas com o sistema nervoso, mas também com fatores relacionados com a idade ou 

doenças do SNC (LAU et al., 2013).  
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Vários estudos têm relatado as modificações ocorridas após injúrias do tecido 

nervoso. O estudo pioneiro foi o de Cajal (1928) que demonstrou as diferenças entre a 

regeneração dos neurônios afetados por injúria no SNC e sistema nervoso periférico (SNP). 

Em prosseguimento, vários estudos se direcionaram para entender os mecanismos envolvidos 

nos processos neuroinflamatórios no SNC e SNP, causados por injúrias mecânicas ou de 

outras naturezas. É sabido que após a lesão no SNC há uma frequente reação dos astrócitos e 

formação de uma cicatriz ao redor do sítio tecidual lesionado, a qual é amplamente vista como 

um impedimento para a regeneração dos circuitos neuronais (FITCH e SILVER, 2008). Além 

disso, células sanguíneas, como macrófagos, leucócitos e linfócitos invadem o local lesado e 

passam a sintetizar e secretar várias moléculas que podem interferir com o processo de reparo 

tecidual (DONNELLY e POPOVICH, 2008; MERRILL e BENVENISTE, 1996). É 

interessante salientar que contribuindo com as mudanças moleculares após alguns dias da 

lesão, fibroblastos oriundos das meninges lesionadas penetram no sítio lesionado, proliferam 

e secretam moléculas da matriz extracelular, como por exemplo, colágeno tipo IV, 

fibronectina e laminina, resultando na formação de uma cicatriz conjuntiva. A existência deste 

quadro possui papel importante para a proteção do tecido lesionado, reestabelecimento da 

barreira hematoencefálica e, contudo, isola os demais tecidos neurais circundantes, exercendo 

papel protetor para o SNC (BERRY et al., 1983; MATHEWSON e BERRY, 1985; 

MAXWELL et al., 1990a).  

No processo de formação da cicatriz astrocitária, os astrócitos sofrem mudanças 

fenotípicas (RIDET et al., 1997), proliferação e hipertrofia celular, sendo este um processo 

neuroinflamatório típico compartilhado em muitas lesões teciduais, inclusive em doenças 

neurodegenerativas (SERRANO-POZO et al., 2011; BARCIA et al., 2012). Por sua vez, essa 

cicatriz, composta também de outras células gliais é morfologicamente composta por uma 

dobra da lâmina basal rodeada por uma densa malha de processos de astrócitos incorporado 

em uma matriz extracelular (WINDLE, 1956; CLEMENTE, 1964; ENG et al., 1987; BERRY, 

1982; McGRAW et al., 2001; LOGAN e BERRY, 2002; RAGHUPATHI et al., 2004). Esta 

estrutura complexa promove uma barreira física e bioquímica para regeneração e plasticidade, 

atuando como um fator inibitório que afeta o reestabelecimento dos circuitos neuronais 

(DAVIES et al., 1996; SILVER e MILLER, 2004). Outros fatores que podem estar 

relacionados com o insucesso na regeneração tecidual nervosa podem estar interligados com 

moléculas da bainha de mielina, uma vez que algumas moléculas que fazem parte desta 
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estrutura podem funcionar como fatores inibidores do crescimento dos prolongamentos 

neuronais (BERRY, 1982). Por outro lado, os astrócitos também podem inibir o processo de 

regeneração tecidual nervosa, mediado por algumas moléculas, como por exemplo, as 

proteoglicanas de sulfato de condroitina associada à mielina e as tenascinas (MANSOUR et 

al., 1990; RUDGE e SILVER, 1990; SNOW et al., 1990; LETOURNEAU et al., 1994; 

LEMONS et al., 1999; BECKER et al., 2000). Estas moléculas apresentam características 

repulsivas para o crescimento axonal in vitro, apresentando funções importantes para 

orientação axonal e desenvolvimento do SNC (McKEON et al, 1991). 

Uma possível participação das TENs durante regeneração tecidual nervosa e 

estresse celular foi proposta no SNC de ratos (OTAKI e FIRESTEIN, 1999). Estes autores 

verificaram que a neurestina (do inglês, neurestin), proteína homóloga à Ten-2, é expressa nos 

neurônios em tufos do bulbo olfatório de ratos, somente durante o desenvolvimento neuronal. 

Esta expressão pode ser reativada nestes neurônios, após injúria química da mucosa olfatória 

de ratos adultos. Estes dados sugerem que a Ten-2 pode estar envolvida na regeneração 

neuronal do SNC. Estudos preliminares em nosso laboratório, em colaboração com o Prof. 

Dr. Alan D. Lovejoy (Universidade de Toronto, ON, Canada), têm indicado uma possível 

expressão da Ten-2 no SNC após injúria mecânica no córtex cerebral de ratos adultos (dados 

não publicados). 
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2. Justificativa 

Este estudo inicial visou comprovar a presença da Ten-2 em astrócitos após lesão 

de mecânica no SNC. A descoberta do envolvimento desta proteína no processo de 

cicatrização tecidual do SNC conduz à exploração do papel da Ten-2 como uma molécula 

facilitatório ou inibitória no processo de regeneração nervosa. Disto posto, o uso de 

substâncias capazes de estimular ou inibir a expressão da Ten-2 poderão atuar como terapias 

adjuvantes em processos neuroinflamatórios do SNC, associados à desestruturação da barreira 

hematoencefálica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 3. OBJETIVOS 

 



42 

 

 

 

 

3. Objetivos  

3.1 Objetivo geral 

O propósito do presente estudo foi analisar a presença da Ten-2 no SNC de ratos 

adultos (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) após indução experimental de lesão mecânica 

na interface entre córtex motor e somatossensorial primários. Para tal, foram empregadas as 

técnicas de imuno-histoquímica (dupla imunofluorescência indireta ou imunoperoxidase 

indireta) e de reação em cadeia da polimerase (PCR convencional).  

 

3.2 Objetivos específicos 

O presente estudo analisou: 

a) A imunorreatividade da Ten-2 em astrócitos na interface entre córtex motor e 

somatossensorial primários após a indução experimental de lesão de ordem mecânica, nos 

períodos pós-operatórios de 12h, 24h e 48h; 

b) A expressão gênica da Ten-2 em amostras de RNA total extraídas da interface 

entre o córtex motor e somatossensorial primários após a indução experimental de lesão 

mecânica, nos períodos pós-operatórios de 12h, 24h e 48h. 
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4. Material e Métodos 

4.1 Animais 

O presente estudo utilizou ratos adultos jovens, com aproximadamente 60 dias de 

vida (Rattus norvegicus, linhagem Wistar, n=32) com peso corporal de 280-300g, 

provenientes do Biotério da Faculdade de Odontologia de Araçatuba – FOA – UNESP. Os 

procedimentos experimentais foram aprovados pela comissão local de ética em 

experimentação animal (CEUA, protocolo n 2015-00318). Os animais foram mantidos em 

gaiolas nas condições de ciclo claro-escuro de 12-12h, temperatura ambiente de 22°C ( 2C) 

com acesso a água e ração ad libitum. Os animais foram divididos em grupos controle e 

lesões, conforme descritos abaixo: 

Grupo Controle (n=8): os animais não foram submetidos aos procedimentos 

cirúrgicos de abertura craniana, exposição do encéfalo e lesão mecânica; 

Grupo Lesão 12h (n=8): os animais foram submetidos aos procedimentos 

cirúrgicos de abertura craniana e exposição do encéfalo, com realização de lesão mecânica. 

Estes animais foram sacrificados 12h após a lesão;  

Grupo Lesão 24h (n=8): os animais foram submetidos aos procedimentos 

cirúrgicos de abertura craniana e exposição do encéfalo, com realização de lesão mecânica. 

Estes animais foram sacrificados 24h após a lesão; 

Grupo Lesão 48h (n=8): os animais foram submetidos aos procedimentos 

cirúrgicos de abertura craniana e exposição do encéfalo, com realização de lesão mecânica. 

Estes animais foram sacrificados 48h após a lesão.  

Vale ser ressaltado que após a execução da lesão experimental os animais foram 

individualmente separados em gaiolas, mantidos nas mesmas condições descritas 

anteriormente. Neste momento, cuidados pós-operatórios foram adotados. 

 

4.2 Procedimentos cirúrgicos para indução de trauma no córtex cerebral 

 Para a realização de lesão mecânica, os animais foram inicialmente anestesiados 

via intramuscular com cloridrato de cetamina (80mg/Kg, Francotar
®
, Virbac, SP, Brasil) e 
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cloridrato de xilazina (10 mg/Kg, Rompum
®

, Bayer, RS, Brasil). Uma vez confirmada o 

quadro de anestesia cirúrgica, os animais foram submetidos à tricotomia da região superior da 

cabeça e em seguida posicionados em aparelho estereotáxico (51600, Stoelting, WL, USA). 

Uma incisão no plano sagital mediano de aproximadamente 3 cm de extensão anteroposterior 

foi realizada na superfície dorsal da cabeça do animal, com o auxílio de lâmina de bisturi, 

seguido da divulsão dos planos teciduais, os quais foram afastados para exposição da 

superfície dos ossos parietais e frontal. Neste momento os pontos craniométricos bregma e 

lambda foram aferidos e ajustados em mesmo nível. Em seguida foi realizada craniotomia 

para exposição da dura-máter, com o auxílio de uma broca esférica diamantada sem 

refrigeração (KG Sorensen, SP, Brasil) acoplada em uma peça reta em motor de baixa rotação 

(Micro Motor Handpiece, Saeshin, Coréia do Sul). Uma discreta incisão da dura-máter foi 

realizada, a partir das medidas craniométricas e uma agulha hipodérmica (Becton Dickinson, 

SP, Brasil) de metal com 0,8 mm de diâmetro e ponta biselada (fixada no aparato 

estereotáxico) foi introduzida na interface cortical entre o córtex motor e somatossensorial 

primários, baseadas em coordenadas anteroposterior (AP, +10,21 mm, baseado no ponto 

craniométrico lambda), médio-lateral (ML, +1,5 mm) e dorsoventral (DV, -2,5 mm), de 

acordo com o atlas extereotáxico “The Rat Brain – in stereotaxic coordenates” (PAXINOS e 

WATSON, 2007) (Figura 2). Vale ser ressaltado que a coordenada DV foi calculada em 

relação à superfície da dura-máter, ou seja, no momento em que a ponta da agulha entrou em 

contato com a dura-máter, foi estabelecida a profundidade de penetração para realização da 

lesão mecânica. Uma vez que a agulha foi introduzida no córtex cerebral do animal, a mesma 

foi mantida por 5 minutos, para completa lesão tecidual local. Finalmente a agulha foi 

removida, os tecidos divulsionados foram reposicionados e suturados com fio de seda 4-0 

(Seda Silk, Ethicon, SP, Brasil). Neste momento foram tomados cuidados pós-operatórios 

com o intuito de minimizar a dor e o sofrimento dos animais. Para tal, foi administrado 

morfina (2,5 mg/kg, Cristália, SP, Brasil) imediatamente e a cada 8h após o término da 

cirurgia. Este cuidado com os animais foi respeitado até o término do tempo experimental 

máximo (grupo experimental de 48h), ou seja, até o momento que os animais foram 

submetidos à eutanásia.   

 

 

file:///F:/Pós-Graduação/PROJETO%20LESÃO/Downloads/PROJETO%20LESÃƒÆ’O%20corrigido%2018_03_15.doc%23_ENREF_40
file:///F:/Pós-Graduação/PROJETO%20LESÃO/Downloads/PROJETO%20LESÃƒÆ’O%20corrigido%2018_03_15.doc%23_ENREF_40
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Figura 2. Representação esquemática das coordenadas utilizadas para realização de lesão mecânica nos animais dos grupos experimentais. 

Barra negra representa agulha hipodérmica de 0,8 mm de diâmetro. Áreas coloridas representam, respectivamente, área motora primária 

(verde) e área somatossensorial primária (azul).  Adaptado “The Rat Brain – in stereotaxic coordenates” (PAXINOS e WATSON, 2007). 

 

Decorrido o tempo experimental, os animais do grupo controle (n=4) e dos grupos 

lesões (12h, n=4; 24h, n=4; 48h, n=4) foram novamente anestesiados e submetidos à perfusão 

transcardíaca para coleta do encéfalo e processamento imuno-histoquímico. De maneira 

semelhante, os demais animais foram submetidos à coleta da área de lesão mecânica do córtex 

cerebral para extração do RNA total e procedimentos de PCR convencional. 

 

4.3 Perfusão transcardíaca  

Os animais, cujos encéfalos foram utilizados para técnica de imuno-histoquímica, 

foram inicialmente anestesiados (como descrito anteriormente) até alcançar o estado de 

anestesia cirúrgica, seguido de uma incisão no plano sagital mediano, levando em 

consideração o manúbrio do esterno. Seguidamente as costelas foram rebatidas para 

exposição da caixa torácica com finalidade de exposição do coração. Em prosseguimento, foi 

injetado solução anticoagulante (0,1 ml, SKUP6242, Hemofol
®
, 5000 U. I., Cristália, SP, 
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Brasil) no ventrículo esquerdo do coração para evitar coagulação sanguínea que dificultaria os 

procedimentos de perfusão da solução fixadora. Em prosseguimento, o ventrículo esquerdo 

foi puncionado com uma cânula acoplada a um sistema de perfusão com bomba peristáltica 

(77200-62, Cole-Parmer Instrument Company, IL, USA) até alcançar a aorta ascendente, 

seguida pela fixação da cânula no músculo cardíaco com auxílio de pinça hemostática curva. 

Neste momento, para permitir a drenagem de toda a solução infusionada no animal, uma 

pequena secção foi realizada no átrio direito. Inicialmente, foi infusionada 150 ml de solução 

salina (7647-14-5, Sigma-Aldrich, MO, USA) com finalidade de promover remoção de todo o 

sangue existente no sistema circulatório sanguíneo, seguido da infusão de 500 ml de solução 

fixadora constituída de formaldeído a 4% (76240, Sigma-Aldrich, MO, USA) em tampão 

fosfato de sódio (PBS) a 0,1M, pH 7,4 a 4°C. Em prosseguimento, os encéfalos foram 

removidos da caixa craniana com auxílio de um osteótomo.  

 

4.4 Pós-fixação, crioproteção e microtomia 

Após a remoção dos encéfalos, os mesmos foram submetidos à pós-fixação na 

mesma solução fixadora, durante 4h a 4°C. Os espécimes foram submetidos ao procedimento 

de crioproteção em solução de sacarose a 30% diluídos em PBS 0,1M pH 7,4 durante 48h a 

4°C. Em seguida, cortes histológicos coronais com 30 μm de espessura foram obtidos em 

micrótomo de congelação adaptado (SM 2000R, Leica, HE, Alemanha). Os cortes 

histológicos foram recolhidos sequencialmente em uma série de 12 frascos e armazenados em 

solução anticongelante constituída 30% de etilenoglicol (00E1020. 06. BC, Synth, SP, Brasil) 

e 20% de glicerol (5092-08, Synth, SP, Brasil) diluídos em PBS 0,1M pH 7,4 e mantidos a -

20°C até o momento da realização de técnica imuno-histoquímica.  

 

4.5 Dupla imunofluorescência e imunoperoxidase indiretas 

Uma série de cortes histológicos foi submetida à técnica de imuno-histoquímica 

(dupla imunofluorescência indireta). Para tanto, foram empregados os anticorpos anti-Ten-2 

(1:100, sc-165674, Santa Cruz Biotechnology, Tx, USA) e anti-proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP; 1:500, AB5804, Millipore, HE, Alemanha). O protocolo padronizado para a reação 

imuno-histoquímica pelo método de dupla imunofluorescência indireta seguiu as seguintes 
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etapas: a) lavagem dos cortes histológicos em PBS 0,1M por 24h para remoção da solução 

anticongelante, na qual os cortes estavam armazenados; b) três lavagens de 10 minutos em 

PBS; c) bloqueio das marcações inespecíficas com solução contendo PBS com 0,3% de Triton 

X-100 (PBS “loaded”; X-100; Sigma-Aldrich, MO, USA) e 5% de leite em pó desnatado 

(Molico, Nestlé
®
, SP, Brasil) durante 1h; d) três lavagens em PBS; e) bloqueio das marcações 

inespecíficas com PBS “loaded” acrescido de 1,5% de albumina de soro bovino (BSA, 

A7906, Sigma-Aldrich, MO, USA), durante 1h; f) três lavagens em PBS durante 10 minutos 

cada; g) incubação em solução de PBS “loaded” acrescido de 2% soro normal de burro 

(D9663, Sigma-Aldrich, MO, USA) durante 24h; h) incubação com anticorpo primário anti-

Ten-2 (1:100, sc-165674, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) diluído em PBS “loaded” 

acrescido de 2% soro normal de burro, durante 24h a temperatura ambiente; i) três lavagens 

em PBS durante 10 minutos cada; j) incubação em solução de anticorpo secundário 

biotinilado (1:800, sc-2042, Santa Cruz Biotechnology, Tx, USA) diluído em PBS, durante 

1h; k) incubação em solução de Cy
3
 conjugado com estreptavidina (1:500, Jackson 

Immunoresearch, PA, USA), diluído em PBS, durante 1h; l) três lavagens em PBS durante 10 

minutos cada; m) incubação com anticorpo primário anti-GFAP (1:500, AB5804, Millipore, 

HE, Alemanha) diluído nas mesmas condições utilizadas para incubação do anticorpo anti-

Ten-2 durante 24h, seguindo das etapas descritas em i e j. Deve ser ressaltado que o segundo 

anticorpo secundário biotilinado utilizado estava conjugado com DTAF (1:200, Jackson 

Immunoresearch, PA, USA). Finalmente, os cortes histológicos foram contra corados com 

DAPI (TR-100-FJ, Biosensis, SA, Austrália) seguindo as orientações do fabricante, lavados 

em PBS, montados em lâminas gelatinizadas, desidratados a temperatura ambiente e 

protegidos com meio de montagem a base de glicerol e lamínula de vidro.  

Por sua vez, para a realização da técnica de imunoperoxidase indireta os cortes 

foram lavados inicialmente em PBS 0,1M pH 7,4 durante 24h com finalidade de remoção de 

toda a solução anticongelante. Em seguida, os espécimes foram submetidos a uma lavagem 

em PBS, uma lavagem em PBS acrescido de 0,001% de Triton X-100 (PBS/loaded; X-100, 

Sigma-Aldrich, MO, USA) e uma lavagem em PBS, durante 5 minutos cada uma. Os cortes 

histológicos foram submetidos à inativação da peroxidase endógena com solução de PBS 

acrescido de 0,03% de peróxido de hidrogênio (7722-84-1, Dinâmica, SP, Brasil) durante 1h. 

Decorrido esse tempo, os cortes foram novamente submetidos aos procedimentos de lavagem, 

como descrito anteriormente e, então, foi realizado o bloqueio das reações inespecíficas com 
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PBS/loaded acrescido de 5% de leite em pó desnatado (Molico, Nestlé
®

, SP, Brasil) durante 

1h, seguido por lavagens em PBS, PBS/loaded e PBS (5 minutos cada). Um novo bloqueio 

das reações inespecíficas com PBS/loaded e 5% de BSA (A7906, Sigma-Aldrich, MO, USA) 

foi realizado durante 24h. Decorrido esse tempo, três novas lavagens de 5 minutos em PBS, 

PBS/loaded e PBS foram realizadas e, posteriormente, foi incubado o anticorpo primário anti-

Ten-2 (1:100, sc-165674, Santa Cruz Biotechnology, TX, USA) por 24h. Em seguida os 

espécimes foram lavados em PBS, PBS/loaded e PBS durante 5 minutos em cada solução, 

incubados com anticorpo secundário biotinilado (1:800, sc–2042, Santa Cruz Biotechnology, 

TX, USA) durante 1h e submetidos a novas lavagens em PBS, PBS/loaded e PBS. Em 

prosseguimento os cortes histológicos foram incubados no complexo ABC (1:200, PK-6200, 

Vector Laboratories, CA, USA) durante 120 minutos. A revelação da reação de imuno-

histoquímica foi realizada através da solução de PBS e tetracloreto de diaminobenzidina 

(DAB, 0,02%, 91-95-2, Sigma-Aldrich, MO, USA MO, USA) acrescido de peróxido de 

hidrogênio a 30%. Para intensificação da coloração, foi adicionado sulfato de níquel amônia 

(NAS, A1827, Sigma-Aldrich, MO, USA) a 5%, diluído em tampão acetato junto à solução 

de revelação. Após a revelação, os cortes foram montados em lâminas gelatinizadas, 

desidratados à temperatura ambiente, seguido de lavagens em séries crescentes de álcool e 

xilol (50% a 70% - banhos de 2 minutos; álcool 95% - banhos de 4 minutos; álcool 100% - 3 

banhos de 5 minutos; banhos de xilol de 5, 10 e 15 minutos, respectivamente), protegidos com 

meio de montagem (Entellan, 107961, Merckmillipore, HE, Alemanha) e lamínula de vidro.  

O controle da reação imuno-histoquímica foi realizada através das omissões dos 

anticorpos primários Ten-2 e GFAP. Além disso, testes de adsorção do anticorpo/peptídeo 

foram realizados em outros estudos do SNC, desenvolvidos em nosso laboratório. 

 

4.6 Formas de análise dos resultados, aquisição e edição das imagens imuno-

histoquímicas 

A captura das imagens da técnica de dupla imunofluorescência indireta foi 

realizada através do uso de microscópio confocal (TCS-SP5 AOBS Tandem Scanner, Leica, 

HE, Alemanha) acoplado a um microscópio óptico invertido (DMI 6000CS, Leica, HE, 

Alemanha) do centro de microscopia eletrônica do Instituto de Biociências de Botucatu  (IBB 

– UNESP). Os cortes histológicos foram avaliados e os campos visuais foram capturados com 
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objetiva de Planapochromat de 25x com imersão a óleo que possibilitam uma resolução de até 

~150 nn nos eixos x, y e ~300 nn no eixo z. As imagens digitais capturadas (cinco campos 

microscópicos da área circundante a lesão mecânica de cada corte histológico de um total de 

quatro cortes - equidistantes 360 µm) foram gravadas no formato eletrônico TIFF e 

trabalhadas em relação ao contraste, brilho e balanço de cores empregando-se o software 

Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Incorporated, CA, USA).   

A análise quantitativa dos astrócitos que apresentaram imunorreatividade para o 

GFAP quanto imunorreatividade para a Ten-2 foi realizada manualmente com auxílio do 

programa eletrônico Image J (National Institute of Mental Health, NIMH), contabilizados e 

expressos em média (erro padrão) dos números de perfis celulares de astrócitos para cada 

grupo experimental. Vale ser ressaltado que a contabilização foi feita perante a existência de 

fluorescência amarela (imagens conjugadas) ou pela simultânea visualização individual das 

imagens. A contagem foi realizada por experimentador previamente calibrado quanto ao 

padrão de marcação, sendo que o mesmo não tinha conhecimento se estavam contando as 

imagens obtidas do grupo controle ou dos animais pertencentes aos grupos lesões (teste 

duplo-cego). Os dados obtidos foram submetidos ao teste estatístico de análise de variância 

simples (One way ANOVA) e pós-teste de Tukey, considerando p<0,05 como significante, 

utilizando o software GraphPad Prism 6.1 (GraphPad Software, CA, USA). 

 

4.7 Confecção dos iniciadores para reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Inicialmente foi necessária a confecção de pares (“forward” e “reverse”) de 

iniciadores (“primers”) para a realização da técnica de PCR convencional. Para desenhá-los, a 

sequência genômica da Ten-2 (NM_011856.2; Mus musculus - BALB/c) de roedores foi 

extraída do banco de dados ENSEMBL (www.ensembl.org). Após a coleta de informações, 

foram desenhados os pares de iniciadores, baseado nos seguintes critérios: a) ocorrência 

repetida de sequência de nucleotídeos em posições consecutivas; b) tamanho do iniciador; c) 

porcentagem de CG e extremidade 3'; d) desenhar um iniciador de maneira que o primeiro 

códon codifique um único aminoácido; e) evitar iniciadores com leucina, serina e arginina 

posicionada no primeiro códon. 

Além da confecção dos iniciadores, como descrito anteriormente, também foram 

utilizadas programas computacionais de domínio público, como o Iniciadore3Plus 
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(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/iniciadore3plus/iniciadore3plus.cgi/) para a obtenção de 

um segundo par de iniciador (“forward” e “reverse”). Neste caso, o programa foi alimentado 

com os mesmos parâmetros descritos acima. Uma vez obtido as duplas de iniciadores, ambos 

foram testados em reações de PCR convencional e aqueles que apresentaram o melhor 

resultado, foram selecionados para o estudo (Tabela 1). Vale ressaltar que o par de iniciador 

do neurofilamento de cadeia leve (Nefl) empregado neste estudo foi extraído de prévios 

trabalhos. O tamanho em pares de base (pb) dos produtos oriundos da técnica de PCR 

convencional são mostrados na tabela 1. 

 

Gene Iniciadores Tamanho do produto (pb) 

Ten-2 

NM_011856.2 

5’-aacgatgtcaactgcatctgctac-3’  

3’-gagtccagtgttcccatcataagt-5’  

495 

Nefl* 

BC016436.1 

5’-atcagcaacgacctcaagtctatccgc-3  

3’-ttctctgaggcttcgttcataccc-5’ 

761 

Tabela 1. Sequência dos pares dos iniciadores para realização da técnica de PCR convencional e tamanho dos produtos amplificados. 

Abreviaturas: Ten, teneurina; pb, pares de base; *iniciadores utilizados como controle (Nefl).  

 

Os iniciadores foram obtidos comercialmente (Síntese Biotecnologia Ltda., MG, 

Brasil) no estado liofilizado e foram reconstituídos em tampão tris-EDTA (TE; 10 mM Tris 

base, 1 mM EDTA, pH 8,0) na concentração de 100 µM, aliquotados em tubos para PCR 

(#PCR-02-C-500, Axygen Scientific, CA, USA) de 0,2 ml e estocados a –20°C. A alíquota 

empregada para as reações da técnica de PCR foi novamente diluída para obter uma 

concentração de trabalho de 10 µM. 

 

4.8 Extração de RNA total 

Para tal propósito, os animais foram anestesiados nas mesmas condições descritas 

inicialmente. Após alcançar anestesia profunda, os mesmos foram submetidos ao processo de 

antissepsia com PVP-I (iodopovidona, Rioquímica, SP, Brasil) na região superior da cabeça 

seguida da amplificação da tricotomia com lâmina de navalha, objetivando o máximo de 

desinfecção e consequentemente evitando a contaminação dos encéfalos dos animais. Em 
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seguida, os animais, individualmente, foram posicionados novamente no aparelho 

estereotáxico para facilitar os procedimentos de coleta da área de lesão cortical. Após a 

fixação da cabeça do animal no aparelho estereotáxico, foi realizada a ruptura do fio de sutura 

e exposição da área cirúrgica, seguida pela remoção de todo o tecido cicatricial (quando 

presente) em processo de formação, inclusive o coágulo, o qual dificultaria a visualização do 

campo operacional. Por sua vez, alcançado a área cortical de interesse, esta foi dissecada com 

margem de 1 mm ao redor da lesão induzida com agulha. Este fragmento cortical foi 

transferido para uma placa de Petri estéril para que pudesse ser realizada trimagem adicional, 

se necessária. Imediatamente após esse processo, o fragmento do córtex cerebral foi 

transferido para um tubo de 2 ml estéril (livre de RNAse, DNAse e pirogênio - Kasvi, PR, 

Brasil) o qual foi previamente pesado em balança de precisão (APX-200, Denver Instruments, 

NY, USA), sendo coletado um volume máximo de 100 mg de tecido nervoso (média de 60 

mg). Em prosseguimento, foi adicionado 1 ml de trizol (15596-018, Ambion, Life 

Technologies, CA, USA) e as amostras foram homogeneizadas a 30000 rpm (Tissue-Tearor, 

Biospec Products, OK, USA) durante 40 segundos para lise tecidual, seguido de incubação a 

temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, foi adicionado 200 µl de clorofórmio 

(0757, Amresco, Biochemicals Life Science Research Products, OH, USA), para cada 1 ml de 

trizol utilizado e homogeneizado vigorosamente em agitador vórtex (K40-1010, Kasvi, PR, 

Brasil) durante 15 segundos, seguido de incubação no gelo durante 3-5 minutos. Após essa 

etapa e visualizado o processo inicial de separação de fases da solução, as amostras foram 

submetidas à centrifugação (Mikro 220R, Hettech Zentrifugen, BW, Alemanha) durante 15 

minutos a 12000 xg a 4°C, facilitando a separação de fases do eluato, no qual o RNA total 

permaneceu na fase superior (fase aquosa) da solução. A fase superior do eluato foi removida 

por pipetagem e transferida para um novo tubo de 2 ml estéril (Kasvi, PR, Brasil), sendo 

acrescentado 0,5 ml de isopropanol 100% (67-63-0, Sigma-Aldrich, MO, USA), para cada 1 

ml de trizol utilizado inicialmente. Esta solução foi incubada por 10 minutos a temperatura 

ambiente, seguido de centrifugação a 12000 xg durante 10 minutos a 4°C para formação de 

um discreto precipitado de RNA na parede do tubo. Neste momento o sobrenadante foi 

descartado. O RNA foi ressuspendido em 1 ml de álcool 75% (E193, Amresco, Biochemicals 

Life Science Research Products, OH, USA) e homogeneizado brevemente no vórtex. Uma 

nova centrifugação (7500 xg) foi realizada durante 5 minutos a 4°C, sendo descartado o 

sobrenadante e mantendo-se o RNA precipitado.  Finalmente, o RNA foi desidratado a 
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temperatura ambiente durante 5-10 minutos, seguido da adição de 100 µl de água livre de 

RNAse e DNAse (W1754, Sigma-Aldrich, MO, USA) para ressuspensão da solução final de 

RNA total. Esta solução foi incubada em bloco de aquecimento a seco (MD-01N, Major 

Science, CA, USA) durante 15 minutos a 57°C.  

As amostras de RNA total foram novamente submetidas a um processo de 

purificação utilizando o sistema de colunas do kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (R2052, Zymo 

Research, CA, USA). Para tanto, foi adicionado a mesma quantidade em microlitros de álcool 

100% (E193, Amresco, Biochemicals Life Science Research Products, OH, USA) diretamente 

no volume inicialmente ressuspendido de RNA total, alcançando um volume álcool/RNA 

total de 1:1. Após a adição do álcool, o tubo foi vigorosamente homogeneizado no vórtex e o 

eluato foi transferido para uma coluna de purificação de RNA presente no kit, posicionado 

dentro de um tubo coletor e centrifugado por 1 minuto a 16000 xg a 4°C. O lavado foi 

descartado e 400 µl de Direct-zol
TM

 RNA PreWash (presente no kit) foram adicionados no 

centro da coluna, seguido de centrifugação por 1 minuto a 16000 xg a 4°C. Uma lavagem 

adicional foi realizada para remoção de possíveis contaminantes que ainda permaneciam na 

coluna. Em seguida, foram adicionados 700 µl de RNA Wash Buffer (presente no kit) na 

coluna e centrifugada a 16000 xg a 4°C durante 1 minuto, descartado o lavado e resubmetido 

a centrifugação. A coluna foi posicionada dentro de um novo tubo de 2 ml estéril e 100 µl de 

água livre de RNAse e DNAse (presentes no kit) foi adicionada no centro da coluna, seguido 

da centrifugação a 16000 xg durante 1 minuto a 4°C. O eluato com o RNA total purificado foi 

estocado em freezer -80°C. 

A quantidade de RNA extraído e purificado foi mensurada através de 

espectrofotômetro (Optizen POP Nano Bio, Mecasys, Coréia do Sul) empregando-se 

microvolumes da amostra (1 µl). A qualidade do RNA (presença das subunidades 18s e 28s) 

foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etídio 

(1239-45-8, Sigma Aldrich, MO, USA). 

 

4.9 Síntese de cDNA  

Para a realização da técnica de PCR convencional, é necessária a conversão do 

RNA total extraído em DNA complementar (cDNA). Para tanto, utilizamos o kit High 

Capacity cDNA Reverse Transcription (4368813, Applied Biosystem, CA, USA), cujas 
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soluções do kit foram lentamente descongeladas e mantidas em gelo. As soluções para a 

conversão do RNA total em cDNA foram previamente aliquotadas em tubos para PCR 

(#PCR-02-C-500, Axygen, CA, USA) na seguinte sequência: a) 2,0 µl de tampão (10x RT 

Buffer); b) 0,8 µl de nucleotídeos (25x dNTP Mix, 100mM); c) 2,0 µl de iniciadores (10x RT 

Random primers); d) 1,0 µl de enzima transcriptase reversa (MultiScribe™ Reverse 

Transcriptase); e) 1,0 µl de inibidor de RNase (RNase Inhibitor); f) 3,2 µl de água ultra pura; 

g) 10 µl do RNA total extraído de cada amostra utilizada para o estudo. Os tubos foram 

agitados em vórtex, centrifugados e posicionados no termociclador (6325 000.510P, 

Matercycler Pro S, Eppendorf, USA), obedecendo a seguinte programação: a) 25 minutos a 

10°C; b) 120 minutos a 37°C; c) 5 minutos a 85°C. Finalmente os tubos foram armazenados 

em freezer a -20°C. 

 

4.10 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

Para as reações da técnica de PCR convencional foram empregadas as soluções do 

kit GoTaq
®

 Flexi DNA Polymerase (#C1141, Promega, WI, USA). As soluções do kit, assim 

como o cDNA e os iniciadores (Ten-2 e Nefl) foram lentamente descongelados e mantidos em 

gelo, após serem retirados do freezer -20°C. As soluções do kit para técnica de PCR e o 

cDNA foram previamente aliquotadas em tubos de PCR (#PCR-02-C-500, Axygen Scientific, 

CA, USA) na seguinte sequência: a) 5 µl de tampão (5X Colorless GoTaq
®
 Flexi Buffer); b) 

1,5 µl de cloreto de magnésio (MgCl2 Solution, 1,5 mM); c) 0,5 µl de nucleotídeos (dNTP 

MIX, 0,2 mM); d) 0,5 µl de cada iniciador (0,2 µM); e) 0,125µl de enzima DNA polimerase 

(GoTaq
®
 DNA Polymerase, 1,25 u); f) 2,0 µl de cada amostra (cDNA); f) 14,875 µl de água 

livre de RNAse DNAse. Os tubos com as soluções foram agitados por 20 segundos, 

centrifugados brevemente e posicionados no termociclador (6325 000.510P, Matercycler Pro 

S, Eppendorf, HH, USA), empregando o seguinte programa: a) desnaturação inicial a 95°C 

por 5 minutos; b) desnaturação a 95°C por 1 minuto; c) anelamento a 44,4°C (para Ten-2) ou 

50°C (para Nefl) por 1 minuto; d) extensão a 72ºC por 1 minuto; e) repetição das etapas b, c, e 

d por 43 ciclos para a Ten-2 ou 36 ciclos para o Nefl; f) extensão a 72°C por 5 minutos; g) 

manutenção a 4°C. Após o término da amplificação gênica, os tubos foram agitados por 20 

segundos, centrifugados e mantidos em gelo. 
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O teste controle (controle negativo) para a técnica de PCR convencional foi 

realizada através da omissão do cDNA em PCR.  

Para análise dos produtos oriundos da técnica de PCR convencional, foi 

confeccionado um gel de agarose (9012-36-6, AMRESCO, Biotechnology Grade, OH, USA) 

na concentração de 1,5% em tampão tris-borato-EDTA 0,5x (TBE: 45 mM Tris base; 45 mM 

ácido bórico; 1 mM de EDTA, pH 8,0, SIGMA, USA) com 0,05 µl/ml de brometo de etídio 

(1239-45-8, Sigma Aldrich, MO, USA). Em cada cavidade do gel de agarose foram 

depositados 15 µl da amostra oriundos da técnica de PCR convencional acrescidos de 3 µl de 

corante para DNA (R0611, Thermo Scientific, MA, USA). As amostras foram submetidas à 

eletroforese de nucleotídeos em tampão TBE 0,5x com corrente de 40 volts (V) durante 120 

minutos (#B1, Horizontal Minigel Systems, Thermo Scientific, MA, USA). Em 

prosseguimento, o gel de agarose foi transferido para o fotodocumentador Image Quant LAS 

500 (29005063, GE Healthcare, IL, USA) para análise em luz ultravioleta, captura das 

imagens através de câmera acoplada ao Image Quant (GE Healthcare, IL, USA) e gravação 

em arquivos eletrônicos no formato TIFF. 

 

4.11 Curva de amplificação gênica 

Com o intuito de realizar uma análise semi-quantitativa dos genes de interesse, 

uma curva de amplificação foi estabelecida, variando o número de ciclos (desnaturação, 

anelamento e extensão). Para tanto, inicialmente realizamos uma técnica de PCR 

convencional (60 ciclos) com todas as amostras e analisamos em gel de agarose corado com 

brometo de etídio. A partir de então, foi escolhido à amostra do animal que apresentou o 

menor produto de amplificação (banda mais discreta). Deste modo, eliminaríamos a 

possibilidade de alguma reação de amplificação gênica resultasse em produto de amplificação 

impossível de ser mensurada (por ausência de banda visível). Para a curva de amplificação da 

Ten-2, as amostras foram amplificadas com 41, 43, 45 e 47 ciclos; enquanto as amostras 

foram amplificadas com 32, 34, 36, 38 e 40 ciclos para a Nefl. A programação para a 

amplificação gênica foi similar aquela da PCR convencional (descrita anteriormente), após a 

padronização da temperatura de anelamento As amostras amplificadas foram submetidas à 

eletroforese de gel de agarose e analisadas como descrito anteriormente. Os ciclos adotados 
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para a amplificação de Ten-2 e Nefl foram baseados no ponto médio da curva de 

amplificação, conforme análise de densidade óptica das bandas obtidas no gel de agarose. 

 

4.12 Forma de análise dos produtos de PCR convencional 

Para análise dos produtos oriundos da técnica de PCR convencional foi usado o 

programa ImageQuant LAS 500 (29005063, GE Healthcare, IL, USA), onde os valores de 

densidade óptica foram contabilizados e expressos em média (erro padrão) para cada grupo 

experimental. Cada valor originado da intensidade de banda para cada amostra (cada animal) 

da Ten-2 foi contabilizada e posteriormente normalizado sobre a intensidade de banda do Nefl 

(do animal correspondente).  Os dados semi-quantitativos obtidos foram submetidos aos testes 

estatístico de análise de variância simples (One way ANOVA) e pós-teste de Tukey, 

considerando p<0,05, como significantes, utilizando o GraphPad Prism 6.1 (GraphPad 

Software, CA, USA). 
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5. RESULTADOS 
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5. Resultados 

5.1 Análise imuno-histoquímica da distribuição da Ten-2 no córtex cerebral 

No presente estudo foram utilizados ratos adultos jovens, os quais foram 

submetidos à indução de lesão mecânica na interface entre o córtex motor e somatossensorial 

primários e, posteriormente, os encéfalos foram submetidos à técnica de imuno-histoquímica 

(dupla imunofluorescência indireta ou imunoperoxidase indireta) utilizando anticorpos anti-

Ten-2 e anti-GFAP. Por outro lado, os animais do grupo controle não sofreram procedimentos 

cirúrgicos Os resultados advindos da técnica imuno-histoquímica permitiram identificar nos 

animais de todos os grupos experimentais (grupos controle e lesões) uma discreta 

imunomarcação em neurônios para a Ten-2 no córtex cerebral (Figura 3). Os neurônios 

imunorreativos a Ten-2 exibiram imunomarcação principalmente associada à membrana 

celular (Figura 3). Além disso, estes neurônios estavam posicionados preponderantemente nas 

camadas V-VI (camada piramidal interna e camada fusiforme, respectivamente) do córtex 

(dados não mostrados). Testes controles da reação imuno-histoquímica através das omissões 

dos anticorpos primários não resultaram em imunomarcações (dados não mostrados). 

As análises dos cortes histológicos submetidos à dupla imunofluorescência 

indireta (GFAP/Ten-2) evidenciou, ocasionalmente, uma discreta immunorreatividade à Ten-

2 presente em alguns astrócitos (18,95±4,14 perfis celulares/10
5
 µm

2
) nos animais do grupo 

controle (Figura 4A). Esta discreta imunomarcação dos astrócitos não foi evidente em cortes 

histológicos submetidos à imunoperoxidase indireta (dados não mostrados). Os astrócitos 

imunorreativos ao GFAP, nos animais do grupo controle, estavam uniformemente dispersos 

no córtex cerebral, exibindo corpo celular com diâmetro discreto e poucos prolongamentos 

celulares (Figura 4A). 
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Figura 3. Fotomicrografias em microscopia confocal mostrando corte histológico do encéfalo de animal do grupo controle submetido à 

dupla imunofluorescência indireta para detecção de GFAP (marcado com FITC, fluorescência verde) Ten-2 (marcada com Cy3, fluorescência 

vermelha) e contra corados com DAPI (marcação nuclear, fluorescência azul). Observar em A-B, a presença de neurônios com 

imunorreatividade a Ten-2, presente principalmente associada a membrana celular (seta), além de imunorreatividade em seu prolongamento 

axonal (cabeças de setas, B). 
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As imunomarcações de GFAP e Ten-2 nos astrócitos dos animais pertencentes ao 

grupo lesão 12h foram relativamente brandas em relação ao grupo controle. Os astrócitos 

apresentaram uma mudança fenotípica leve, sugerindo o inicio de uma astrogliose (Figura 

4B). Por outro lado, foi observado um aumento de perfis celulares (165,94±3,70 x 10
5
 µm

2
) 

de astrócitos GFAP imunorreativos a Ten-2 (Figuras 4B e 6; Tabela 2). Este aumento de 

perfis celulares de astrócitos GFAP/Ten-2 foi estatisticamente significante (p<0,001), quando 

comparado com os animais do grupo controle (Figura 5). 

Nos animais pertencentes ao grupo lesão 24h, as alterações da imunorreatividade 

ao GFAP e Ten-2 nos astrócitos foram mais evidentes em relação aos grupos controle e lesão 

12h (Figura 4C). Os astrócitos nitidamente exibiram corpo celular e prolongamentos celulares 

mais intensamente imunorreativos ao GFAP, evidenciando uma evolução da ativação 

astrocitária (Figura 4C). Apesar de dados morfométricos não terem sido avaliados nos 

astrócitos, existe um claro aumento no diâmetro do seu corpo celular, assim como os 

prolongamentos citoplasmáticos tornaram-se hipertróficos, mostrando-se longos e ramificados 

(Figura 4C). Na quantificação dos perfis celulares (154,83±7,32 x 10
5
 µm

2
) de astrócitos 

GFAP/Ten-2, foi notado um aumento estatisticamente significante (p<0,001) em relação aos 

animais pertencentes ao grupo controle (Figura 5; Tabela 2). 

Nos animais do grupo lesão 48h, foi notado um aumento significante da 

imunorreatividade ao GFAP nos perfis celulares dos astrócitos, assim como da dupla 

imunomarcação para GFAP e Ten-2 (216,02±17,62 x 10
5
 µm

2
) (Figura 4D e 5; Tabela 2). A 

análise quantitativa revelou diferenças estatisticamente significantes entre este grupo em 

relação ao grupo controle (p<0,001) e grupo lesão 24h (p<0,05) (Figura 5; Tabela 2).  
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Figura 4. Fotomicrografias em microscopia confocal mostrando corte histológico do encéfalo dos animais pertencentes aos grupos controle 

(A), lesão 12h (B), lesão 24h (C) e 48h (D) submetidos a dupla imunofluorescência indireta para detecção de GFAP (marcado com FITC, 

fluorescência verde) Ten-2 (marcada com Cy3, fluorescência vermelha) e contra corados com DAPI (marcação nuclear, fluorescência azul). 

Observar em A, astrócitos não reativos exibindo imunomarcação para GFAP (setas). Em B, C e D são evidenciados astrócitos reativos 

exibindo imunomarcação para Ten-2 (setas indicando colocalização de GFAP e Ten-2, fluorescência amarela/avermelhada). Observar 

claramente a sequencial hipertrofia dos astrócitos exibindo imunorreatividade para GFAP e Ten-2 nos grupos lesões em relação ao grupo 

controle. 
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 Tabela 2. Dados referentes ao número médio de perfis celulares de astrócitos imunorreativos a GFAP e a Ten-2 no córtex cerebral dos animais 

pertencentes aos diferentes grupos experimentais. Abreviaturas: A, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo controle (p<0,001); 

B, diferença estatisticamente significante em relação ao 24h (p<0,05). 

 

 

Figura 5.  Número de perfis celulares duplamente imunomarcados para GFAP/Ten-2 para os grupos controle, 12, 24 e 48h pós-lesão. Os 

dados foram submetidos ao teste estatístico de análise de variância simples (One way ANOVA), com pós-teste de Tukey considerando 

p˂0,05 como significante. Abreviaturas: *, p˂0,05; **, p˂0,001.  

 

5.2 Distribuição dos astrócitos imunorreativos para Ten-2 

As análises dos cortes histológicos submetidos à técnica de imunoperoxidase 

indireta permitiram uma avaliação mais detalhada da distribuição dos astrócitos 

imunorreativos à Ten-2, após a indução de lesão mecânica na interface entre o córtex motor e 

somatossensorial primários. Estes astrócitos estavam concentrados ao redor da área lesionada, 

subjacentes à área de penumbra (Figura 6). Esta característica foi claramente evidenciada nos 

animais pertencentes ao grupo lesão 48h (Figura 6). Nenhuma imunomarcação para Ten-2 em 

astrócitos foi evidente nos animais pertencentes ao grupo controle, submetidos ao método da 

imunoperoxidase indireta (dados não mostrados). 

GRUPO     MÉDIA (erro padrão)  

Controle     9,57      28,46     15,16 22,61 18,95 (±4,14) 

12 horas pós-lesão   146,86     140,74     176,39 199,80 165,94 (±13,70)A 

24 horas pós-lesão   174,52     139,41     154,84 150,58 154,83 (±7,32)A 

48 horas pós-lesão   180,91    209,64     264,98 208,58 216,02 (±17,62)A/B 

ANIMAIS 



63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Fotomicrografia em microscopia de campo claro mostrando corte histológico do encéfalo de animal pertencente ao grupo lesão 

48h, submetido à imunoperoxidase indireta para detecção de Ten-2. Observar a elevada quantidade de astrócitos reativos (setas) e 

imunorreativos a Ten-2 no córtex cerebral, posicionados subjacente à área de penumbra (cabeças de seta). 

 

5.3 Análise da expressão gênica para Ten-2 

Inicialmente, o RNA total das amostras foi mensurado quanto à qualidade (relação 

A260/280nm) e quantidade em espectrofotômetro (Figura 7). Adicionalmente, a qualidade do 

RNA total foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose para identificar a presença e 

integridade das subunidades 18s e 28s do RNA ribossômico (Figura 7). 
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Figura 7. Análise qualitativa do RNA total extraído da região do córtex cerebral dos ratos pertencentes aos grupos experimentais, após a 

eletroforese de nucleotídeos em gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etídio. Observar a presença e integridade das bandas 18s e 28s 

do RNA ribossômico das amostras. Os valores em ng/µl foram obtidos através espectrofotometria. Abreviatura: A, número do animal 

experimental. 

A curva de amplificação gênica para a determinação do número de ciclos 

adotados na técnica de PCR convencional para a Ten-2 e do Nefl foi estabelecida após análise 

densitométrica de eletroforese de nucleotídeos em gel de agarose. O número de ciclos 

adotados para a amplificação gênica da Ten-2 e do Nefl foi de 43 e 36 ciclos, respectivamente 

(Figura 8). 
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Figura 8. Eletroforese dos produtos de amplificação gênica para Ten-2 e Nefl em gel de agarose (1,5%) corado com brometo de etídio. 

Observar o gradativo aumento dos produtos de amplificação após técnica de PCR convencional, paralelamente ao aumento do número 

de ciclos de amplificação. 

 

Na análise dos produtos oriundos da técnica de PCR convencional foi possível 

observar a amplificação gênica para Ten-2 nos animais pertencentes ao grupo controle, 

assim como nos animais dos grupos lesões (Figura 9). A análise semi-quantitativa dos dados 

de densitometria óptica mostrou um aumento estatisticamente significante no grupo lesão 

48h quando comparado com os demais grupos (Figura 10; Tabela 3). Os testes controles da 

PCR, através da omissão do cDNA na reação, não mostraram a presença das bandas em géis 

de agarose para Ten-2 ou Nefl (dados não mostrados). 

  

 

 

 

 

  

 

 

 

Figura 9.  Eletroforese dos produtos de amplificação gênica para Ten-2 e Nefl das amostras dos diferentes grupos experimentais em gel de 

agarose (1,5%) corado com brometo de etídio. 
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GRUPO  
 

  MÉDIA (erro 
padrão) 

Controle 0,937 0,6426 0,5232 1,5647 0,958175 (±0,0582)B 

12 horas pós-lesão 0,8997 0,7624 0,7502 1,2838 0,77075 (±0,0993)A 

24 horas pós-lesão 0,8682 0,6239 0,7317 1,024 0,7064 (±0,0639)A 

48 horas pós-lesão 1,1278 1,0541 0,8205 1,6705 1,38575 (±0,1455) 

Tabela 3. Dados semi-quantitativos da densidade óptica da amplificação gênica da Ten-2 (normalizados em relação ao Nefl) obtidos pela técnica de 

PCR convencional para cada animal dos grupos experimentais. Teste estatístico de análise de variância simples (One way ANOVA), com pós-teste 

de Tukey considerando p˂0,05. Abreviaturas: A, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 48h (p<0,01); B, diferença 

estatisticamente significante em relação ao grupo 48h (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Análise semi-quantitativa dos valores de densidade óptica obtidas pela técnica de PCR convencional da expressão gênica de Ten-2 

(normalizados em relação ao Nefl) dos diferentes grupos experimentais (média ± erro padrão). Teste estatístico de análise de variância simples (One 

way ANOVA), com pós-teste de Tukey considerando p˂0,05 como significante. Abreviaturas: **, diferença estatisticamente significante em relação 

ao grupo 48h (p<0,01); *, diferença estatisticamente significante em relação ao grupo 48h (p<0,05). 
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6. Discussão 

O presente estudo demonstrou pela primeira vez a presença de Ten-2 em 

astrócitos frente à indução de lesão mecânica no córtex cerebral de ratos adultos, através do 

emprego das técnicas imuno-histoquímicas e da reação em cadeia da polimerase (PCR 

convencional).  

 

6.1 Considerações sobre a técnica imuno-histoquímica 

A técnica de imuno-histoquímica é amplamente utilizada para evidenciação de 

proteínas, principalmente em cortes histológicos e culturas celulares. O principal propósito 

dessa técnica em cortes histológicos é elucidar a presença e localização de determinada 

proteína para subsidiar estudos morfológicos, funcionais ou mesmo de diagnóstico 

histopatológico (LIN e CHEN, 2014). 

A confirmação ou validação dos resultados advindo da técnica de imuno-

histoquímica necessita da realização de testes prévios com os anticorpos primários, tais como 

os testes de titulação, adsorção, omissão dos anticorpos primário e secundário, 

“imunoblotting”, além da comparação de resultados com anticorpos de diversas marcas que 

reconhecem o mesmo antígeno (BURRY, 2011; LORINCZ e NUSSER, 2008). O anticorpo 

comercial anti-Ten-2, empregado neste estudo foi anteriormente testado por nosso grupo de 

pesquisa quanto aos testes preconizados para a confirmação da especificidade da 

imunomarcação. Desta forma, foram constatados resultados favoráveis para o uso do 

anticorpo anti-Ten-2 da Santa Cruz Biotechnology na concentração de 1:100, empregado no 

presente estudo. Além disso, o teste de adsorção também revelou que o anticorpo reconhece o 

antígeno, sem resultar em marcações inespecíficas nos cortes histológicos do SNC de 

primatas e roedores (dados não mostrados). Os dados do fabricante mostraram que o 

anticorpo anti-Ten-2 identificava uma proteína com peso molecular 308 kDa em ensaios de 

“western blotting”, coincidente com o peso molecular da Ten-2. Disto posto, pode ser 

sugerido que as imunomarcações presentes nos astrócitos reativos são oriundas da presença da 

Ten-2, entretanto, não pode ser eliminada a possibilidade deste anticorpo também identificar 

outros transcritos da Ten-2 que podem ser gerados pela transcrição de “splice variants” ou 

através da proteólise de certas partes da Ten-2, uma vez que esta proteína exibe sequências 
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susceptíveis a clivagem (TUCKER et al., 2001; BAGUTTI et al., 2003; NUNES, et al., 2005; 

LOVEJOY et al., 2009; SILVA et al., 2011; BOUCARD et al., 2014). 

Em relação à técnica de imunofluorescência indireta, além de todos os cuidados 

citados acima, outros cuidados adicionais foram tomados quanto à utilização dos 

fluorocromos conjugados com a estreptavidina ou com o anticorpo secundário. Os 

fluorocromos (Cy
3
, absorção de 548 nm e excitação de 562 nm; DTAF, absorção de 492 nm e 

excitação de 520 nm) empregados apresentam espectro de absorção/excitação luminosa 

distintos, evitando a sobreposição da fluorescência entre as imunomarcações e, 

consequentemente, resultados falso-positivos de colocalizações. A marcação de fundo foi 

controlada em tempo real através do fotomultiplicador de voltagem e ajustada para se obter as 

melhores condições em relação à inespecificidade e sensibilidade durante a análise de 

microscopia confocal. O ajuste da marcação de fundo foi mantido inalterado para a coleta de 

todas as imagens dos grupos experimentais. 

Além disso, possíveis artefatos nas imagens digitais foram extraídos seguindo a 

preconização de Schenk et al., (1999) e Saper (1999) para preparação de imagens com fins de 

análise e publicação científica, facilitando a interpretação dos dados, sem influenciar nos 

resultados para fins de quantificação de perfis celulares dos astrócitos imunorreativos a GFAP 

e a Ten-2. 

  

6.2 Considerações sobre a técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) 

A técnica de reação em cadeia da polimerase (PCR) foi inicialmente empregada 

na década de 90, possibilitando uma alteração radical na área das ciências biológicas 

(MULLIS, 1990). Em prosseguimento, a técnica de PCR e suas modificações tornaram-se 

amplamente utilizada para amplificações, sequenciamento e clonagem de sequências 

genômicas, diagnósticos de doenças, entre outros (GARIBYAN e AVASHIA, 2013). Por 

outro lado, como as demais técnicas utilizadas na biologia molecular, a técnica de PCR pode 

conter algumas limitações, como por exemplo, a indução de erros a partir da atividade da 

enzima polimerase ao iniciar a amplificação, erros em relação ao anelamento dos iniciadores, 

a necessidade de obtenção de informações preliminares para o desenho dos iniciadores 

utilizados para o início da reação de amplificação (GARIBYAN e AVASHIA, 2013), entre 

outras. Desta maneira, para o desenvolvimento deste estudo foram desenhados os iniciadores 
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para a Ten-2, por meio de nossos conhecimentos e baseados em critérios pré-estabelecidos, 

além da utilização de programas eletrônicos de domínio público. Os iniciadores foram 

posteriormente testados em PCR convencional, sendo selecionados aqueles que 

proporcionaram melhores resultados, quanto à especificidade. Além disso, testes em relação 

as quantidade de amostra, concentrações de cloreto de magnésio (MgCl2) e concentrações de 

nucleotídeos utilizados para a reação foram realizados para se obter as melhores condições 

para o desenvolvimento da técnica. De forma semelhante, também foram testadas diferentes 

temperaturas de anelamento (temperatura de “Melting”) para otimização dos iniciadores.  

Para a realização desta técnica é necessária à adequada coleta do material que será 

submetido inicialmente à extração do RNA total. Esta etapa foi crucial no presente estudo, 

uma vez que os neurônios do córtex cerebral expressam Ten-2, sobrepondo aos astrócitos 

reativos que expressam a Ten-2 nos animais dos grupos lesões. Disto posto, a padronização da 

área cortical delimitada para coletada foi dificultosa, uma vez que somente a porção de córtex 

cerebral circundante à lesão seria de principal interesse, pois esta é constituída por elevada 

quantidade de astrócitos que expressam Ten-2 após a indução de lesão mecânica. Assim 

sendo, acreditamos que ao realizar a coleta do material, muitos neurônios advindos de áreas 

adjacentes que não sofreram com a indução experimental de injúria tecidual foram coletados 

e, consequentemente, seu RNAm para Ten-2 também foi amplificado, além do RNAm dos 

astrócitos que expressam Ten-2. É fato que isto interferiu nas análises dos nossos dados, pois 

para o grupo controle amplificamos o RNAm predominantemente dos neurônios que 

expressam Ten-2 e, por outro lado, quando amplificamos o RNAm dos animais dos grupos 

com lesões, amplificamos predominantemente o RNAm dos astrócitos (que expressam a Ten-

2 após a indução experimental de lesão mecânica) em maior quantidade na área lesionada. 

Baseado nesta inferência e para minimizar a influência da expressão gênica da Ten-2 pelos 

neurônios, as análises semi-quantitativas da amplificação gênica foram normalizadas através 

da amplificação do neurofilamento de cadeia leve (Nefl), um marcador constitutivo neuronal. 

Exemplificando, animais com elevada expressão de Ten-2 e baixa expressão de Nefl 

indicariam que a Ten-2 é preponderantemente oriunda da expressão gênica em astrócitos; 

enquanto animais com elevada expressão de Ten-2 e Nefl indicariam que a expressão da Ten-

2 seria oriunda preponderantemente de neurônios. 

De maneira geral, quando são comparadas as expressões gênicas de determinadas 

proteínas entre grupos experimentais, através de PCR convencional, RT-PCR e PCR em 
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tempo real, são empregados principalmente os marcadores constitutivos como o glicerol-3-

fosfato desidrogenase (GAPDH) ou beta-actina (β-actina) (SANDVIG et al., 2004, LÖÖV et 

al, 2013; TIMARU-KAST et al., 2015). Inicialmente, na fase de padronização da técnica de 

PCR convencional no presente estudo, foi checada a possibilidade de adotar o GAPDH e/ou 

β-actina para normalização dos dados advindos da expressão de Ten-2, porém os resultados 

apontaram que esta normalização prejudicaria as interpretações dos resultados. Isto ocorreu 

pelo fato dos animais dos grupos lesões apresentarem uma rica população de células nativas e 

migrantes, tais como células inflamatórias que também expressam esses marcadores 

constitutivos na região lesionada do córtex cerebral (SANDVIG et al., 2004; SOFRONIEW e 

VINTERS, 2010; LÖÖV et al, 2013; SOFRONIEW, 2014; TIMARU-KAST et al., 2015). 

Baseado nestas informações foi adotado a normalização pelo Nefl, além de subtrair a 

amplificação gênica da Ten-2 advinda dos neurônios adjacentes à área lesionada, como 

anteriormente discutido. 

 

6.3 Teneurinas e lesão cortical 

As injúrias do SNC são acompanhadas por uma rápida proliferação celular, 

expressão de proteínas e demais fatores que possuem função de recuperar o tecido lesado e 

promover proteção neural ao redor da lesão (SOFRONIEW e VINTERS, 2010; NASH et al., 

2011). Dentre os componentes celulares, os astrócitos, que são as células mais abundantes no 

SNC, são responsáveis pela manutenção da homeostase e amplamente ativados após a 

existência de injúrias, exercendo papel fundamental para a manutenção da integridade local 

(NASH et al., 2011). Além dessas células, micróglia e células progenitoras aumentam em 

número, expressam e liberam várias substâncias bioativas que possuem papel importante na 

inflamação, reparo da barreira hematoencefálica e proteção neural (ROLLS et al., 2009). 

Uma vez estabelecido um processo de injúria tecidual no SNC, os astrócitos 

tornam-se hipertróficos (SIBSON et al., 2008), migram e circunscrevem a área lesionada, 

sendo este processo denominado de astrogliose (SALMAN et al., 2004 SIBSON et al., 2008). 

A grande maioria dos astrócitos envolvidos neste processo, predominantemente na fase 

inicial, representam células nativas da região lesionada (SUSARLA et al., 2014), enquanto 

que alguns poucos astrócitos envolvidos no processo de astrogliose são provenientes da 

diferenciação de células mesenquimais (SUSARLA et al., 2014). Este processo de astrogliose 
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está de acordo com os resultados obtidos no presente estudo, sendo notada uma hipertrofia 

dos astrócitos imunorreativos a GFAP, que foi mais significante 48h após a indução da lesão 

mecânica. Além disso, o presente estudo também observou que o número de perfis celulares 

de astrócitos imunorreativos a GFAP não aumentou significantemente nos grupos lesionados 

em relação ao grupo controle (dados não mostrados); corroborando os dados da literatura que 

reportaram a não proliferação de astrócitos nas primeiras horas após a indução de lesão 

mecânica do córtex cerebral (SOFRONIEW e VINTERS, 2010; SUSARLA et al., 2014). 

No presente estudo foi também notado que os astrócitos imunorreativos ao GFAP 

apresentam uma distribuição espacial diferente entre os animais do grupo controle e grupos 

com lesão do córtex cerebral. Nos animais controle, os astrócitos imunorreativos ao GFAP 

apresentaram distribuição homogênea na região cortical estudada, enquanto que, nos animais 

com indução experimental de lesão mecânica, estas células estavam concentradas em uma 

região subjacente a área de penumbra. Este padrão de distribuição dos astrócitos corroboram 

com os dados encontrados por Susarla et al. (2014), o qual também analisaram a proliferação 

astrocitária após lesão do SNC.  

É sabido que a família das TENs é amplamente expressa no tecido nervoso 

durante a neurogênese, sendo preservada em algumas áreas do SNC durante a fase adulta. Por 

outro lado, o possível envolvimento dessas proteínas em situações de adversas no SNC é 

pobremente estudado.  Existe apenas um estudo indicando uma possível participação das 

TENs em processos de regeneração no SNC (OTAKI e FIRESTEIN, 1999). Estes autores 

relataram a expressão de neurestina (proteína expressa durante a neurogênese, similar a Ten-

2) em neurônios em tufo do bulbo olfatório, após lesão química da mucosa olfatória de ratos 

adultos, sugerindo de forma pioneira que a Ten-2 pode estar envolvida nos processos de 

regeneração do SNC. Recentemente, foi constatado o envolvimento da Ten-4 na regeneração 

do músculo estriado esquelético, sendo demostrado que esta proteína participa nos processos 

de crescimento e formação das fibras da musculatura esquelética, assim como pode estar 

envolvida com o processo regenerativo destas células (ISHII et al., 2015). Além disso, 

estudos desenvolvidos em nosso laboratório mostram que a Ten-2 é negativamente regulada 

nos odontoblastos durante lesão dentária. Vale ressaltar que os odontoblastos expressam Ten-

2 durante seu processo de diferenciação.  

É interessante destacar que a TENs foram descobertas durante estudos que 

buscavam a existência de possíveis proteínas homólogos às tenascinas (BAUMGARTNER e 
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CHIQUET-EHRISMANN, 1993; BAUMGARTNER et al., 1994; MINET et al., 1999). As 

tenascinas são proteínas da matriz extracelular, distintas das TENs que são proteínas 

transmembrana do tipo II (TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2015; MOSCA, 2015). As 

tenascinas pertencem a uma família de seis membros que são expressos principalmente 

durante a embriogênese e organogênese (TONGIORGI et al., 1995; METZGER et al., 2006; 

TRELOAR et al., 2009). Entre os membros que pertencem à família das tenascinas, a 

tenascina C (TnC) é expressa por astrócitos imaturos, em especial nas células da glia radial 

durante os processos de diferenciação celular e migração cortical (CROSSIN et al., 1986; 

PRIETO et al., 1990; TUCKER et al., 1994; YUASA, 1996). Em animais adultos, a expressão 

das tenascinas no córtex cerebral é discreta (RETTIG et al., 1992). Por outro lado, injúria 

mecânica no córtex cerebral e cerebelar de ratos adultos resultou na expressão de tenascina 

(LAYWELL et al., 1992). Segundo estes autores, esta expressão de tenascina ocorreu nos 

astrócitos reativos, sendo mais significativa até três dias após a lesão mecânica, diminuindo 

progressivamente a partir deste período pós-operatório (LAYWELL et al., 1992). Entretanto, 

comparando a quantidade de astrócitos imunorreativos a GFAP com aqueles que expressam 

tenascina, pode ser notado que apenas uma pequena população deste tipo celular expressa 

tenascina (LAYWELL et al. 1992). Em contraste, nosso estudo mostrou que 

aproximadamente 100% dos astrócitos imunorreativos a GFAP também apresentam 

imunorreatividade a Ten-2, nos animais dos grupos lesões (dados não mostrados). 

Baseado nos dados anteriores poderia ser discutido a possibilidade que os nossos 

resultados apresentem alguma correlação com as tenascinas, tais como reação cruzada entre o 

anticorpo anti-Ten-2 e a proteína tenascina, ou mesmo, a possibilidade dos iniciadores para 

amplificação gênica da Ten-2 poderiam hibridizar com alguma sequência da tenascinas. É 

interessante ressaltar que o anticorpo utilizado no presente estudo reconhece a porção 

intracelular da Ten-2 (epítopo situado entre as posições 50-100 da cadeia peptídica) a qual 

não exibe nenhuma similaridade com qualquer sequência das tenascinas. Adicionalmente, os 

testes de adsorção mostraram que o anticorpo apresenta especificidade à Ten-2, como 

previamente discutido. Além disso, o presente estudo empregou iniciadores que amplificaram 

a sequência exônica do RNAm da Ten-2, relacionada a transcrição da porção extracelular 

desta proteína (éxon 23, situado entre as posições 1514-1679 da cadeia peptídica), a qual 

também não apresenta qualquer similaridade com as tenascinas. 
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Os estudos envolvendo as TENs estão sendo ampliados consideravelmente nos 

últimos anos, principalmente com relação as suas interações homofílicas e heterofílicas, 

relacionadas com o desenvolvimento de conexões neuronais e manutenções das conexões 

sinápticas (MOSCA, 2015; WOELFLE et al., 2015).  Alguns estudos têm apontado interações 

homofílicas entre moléculas das Ten-2 no estabelecimento de circuitos neurais das vias 

visuais, durante o desenvolvimento do SNC de galinhas (RUBIN et al., 2002). Essas 

interações homofílicas também foram confirmadas em estudos in vitro, empregando culturas 

celulares (HT1080) transfectadas com diferentes sequências de Ten-2, resultando em uma 

agregação celular mediada por essa proteína (RUBIN et., 2002). Recentemente, um estudo 

utilizando células (HEK923) transfectadas com Ten-1 ou Ten-2, revelou que o domínio NHL 

da região extracelular dessas proteínas é importante para interações homofílicas durante o 

crescimento neuronal (BECKMANN et al., 2013). Bagutti et al., (2003) mostraram que a 

partir de interações homofílicas da Ten-2 entre células neuronais, uma sequência de 

sinalização intracelular foi ativada resultando na extensão do prolongamento neuronal até o 

estabelecimento do contato intercelular. Por outro lado, não poder ser descartado que a 

existência de demais interações homofílicas e/ou heterofílicas estão envolvidas nesta 

sinalização. A possibilidade da existência de interações homofílicas da Ten-2 entre astrócitos 

reativos durante lesão do SNC necessita de estudos mais detalhados, uma vez que as 

extremidades dos prolongamentos celulares dos astrócitos não podem ser visualizadas com 

exatidão em microscopia de luz ou confocal.  

 Por outro lado, interações heterofilicas mediadas pelas TENs tem sido 

evidenciadas.  Entre essas interações, foi proposto que as TENs podem fazer associações com 

as latrofilinas (LPHNs) e/ou as proteínas pertencentes às famílias das integrinas e 

distroglicanas (BOUCARD et al., 2014; MOSCA et al., 2015; WOELFLE et al., 2015). As 

LPHNs constituem uma família de GPCRs (receptores acoplados a proteína G) constituída 

por três membros (LPHN-1, -2 e -3) (SILVA e USHKARYOV, 2010). Desses três membros, 

a LPHN-1 e a LPHN-3 são expressas no encéfalo, enquanto que a LPHN-2, além de 

expressão encefálica, estudos tem mostrado sua localização em tecidos não neurais (SILVA e 

USHKARYOV, 2010). As LPHNs estão relacionadas com a liberação pré-sináptica de 

neurotransmissores, além da participação na estabilidade neuronal a partir da interação com as 

TENs (SILVA et al., 2011). É interessante salientar que um “splice variant” da Ten-2, 

denominado de Lasso, interage com a LPHN-1 modulando o influxo de cálcio no terminal 



75 

 

 

 

pré-sináptico, sendo fundamental nesta interação a parte terminal da Ten-2, denominada de 

TCAP-2 (SILVA et al., 2011; WOELFLE et al., 2015). Estudos preliminares desenvolvidos 

pelo nosso grupo de pesquisa evidenciou o aumento da imunorreatividade para LPHN-1, -2 e 

-3 em astrócitos reativos após indução experimental de lesão mecânica (dados não 

mostrados), reforçando o papel das interações heterofílicas da TENs no SNC.  

Uma possível interação heterofílica entre a Ten-2 dos astrócitos reativos com as 

proteínas da família das integrinas pode ser discutida. Inicialmente, é interessante ressaltar 

que todas as TENs possuem um domínio NHL que pode interagir com as integrinas (LÖER et 

al., 2008). Além disso, tem sido demonstrado que as integrinas também interagem com a 

distroglicanas para manter a estabilidade dos componentes das sinapses (PILGRAM et al., 

2010). Outros estudos apontaram a importância da interação da Ten-1 com o complexo 

integrina/distroglicana na regulação do colágeno IV, mantendo estável a membrana basal, 

durante a fase embrionária do Caenorhabditis elegans (TRZEBIATOWSKA et al., 2008; 

TOPF e CHIQUET-EHRISMANN, 2011). Existem estudos mostrando o envolvimento das 

integrinas no SNC, tanto em condições de normalidade, assim como em estados de injúria 

tecidual (ELLISON et al., 1998; 1999; DRABIKOWSKI et al., 2005; TRZEBIATOWSKA et 

al. 2008; KOYAMA, 2014). As integrinas são proteínas da matriz extracelular constituídas 

por duas subunidades (subunidade α e β), essenciais para os processos de migração, interação 

e diferenciação celular (HARBURGER e CALDERWOOD, 2009; CAMPBELL e 

HUMPHRIES, 2011; ETIENNE-MANNEVILLE e HALL, 2001; MORSE et al., 2014). As 

integrinas estão presentes em todas as células envolvidas diretamente ou indiretamente no 

estabelecimento da barreira hematoencefálica, tais como células endoteliais, astrócitos, 

pericitos e micróglia (BAETEN e AKASSOGLOU, 2011). Durante o processo de ativação 

astrocitária e cicatrização glial, ocorrem alterações celulares frente a migrações e interações 

celulares, assim como alterações na expressão de integrinas (ELLISON et al., 1998; 1999; 

SOFRONIEW e VINTERS, 2010). As integrinas, em especial a integrina αvβ3 e a αvβ5, 

apresentam expressão mais significante no endotélio da microsvasculatura cerebral, após 

lesão cortical  (ELLISON et al., 1998; 1999). Além disso, a integrina α6β4 participa na 

interação dos pé-vasculares dos astrócitos com o endotélio (del ZOPPO e MILNER, 2006). 

Baseado nos dados que mostraram que as integrinas são fundamentais para a migração dos 

astrócitos na neurogênese e durante lesão do SNC, é possível que a Ten-2 possa estar 

envolvida na cascata de eventos celulares que permite os processos de interação e migração 
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dos astrócitos para o reestabelecimento da barreira hematoencefálica, assim como na 

astrogliose. Isto pode ser fundamentado, uma vez que nossos dados mostraram que a 

imunorreatividade e o aumento da expressão gênica da Ten-2 ocorreu desde os momentos 

iniciais da lesão mecânica do córtex cerebral. A Ten-2 dos astrócitos poderia mostrar 

interação heterofílica com as integrinas expressas nos próprios astrócitos, assim como em 

células endoteliais, pericitos e micróglia. Estudos adicionais são necessários a fim de 

confirmar possível correlação da Ten-2 dos astrócitos com as integrinas durante lesão cortical. 

De maneira similar, é possível que as TENs possam exercer interações 

heterofílicas com as distroglicanas (PILGRAM et al., 2010; CHAND et al., 2014; MOSCA, 

2015; WOELFLE et al., 2015).  As distroglicanas são proteínas passíveis de clivagem que 

podem originar duas subunidades, a α-distroglicana e β-distroglicana. A α-distroglicana 

(αDG; porção extracelular) possui capacidade de interação com a laminina-𝛼2 e outras 

proteínas, assim como interações não covalentes com a β-distroglicana (SCIANDRA et al., 

2013). Esta, por sua vez, possui uma porção transmembrana com um prolongamento 

citoplasmático passível de interação com a distrofina e urotrofina, que interagem com o 

citoesqueleto (HENRY e CAMPBELL, 1998). As distroglicanas são expressas nas células 

endoteliais dos vasos sanguíneos, assim como em astrócitos perivasculares e em neurônios, 

sendo importantes para os contatos intercelulares, sinapses e manutenção da barreira 

hematoencefálica (ZACCARIA et al., 2001; MILNER et al., 2008). Estudos anteriores 

mostraram que a imunorreatividade para β-distroglicana estava presente ao redor dos vasos 

sanguíneos do córtex cerebral de ratos adultos, sendo que esta imunorreatividade foi 

completamente eliminada logo após a indução de injúria do SNC, concomitante ao 

desencadeamento da astrogliose e aumento da imunorreatividade da laminina ao redor dos 

vasos sanguíneos (SZABÓ E KÁLMÁN, 2008; KÁLMÁN et al., 2011). Além disso, a 

imunorrreatividade a β-distroglicana foi novamente reestabelecida à medida que a astrogliose 

regredia, assim como diminua a imunorreatividade para a laminina (SZABÓ E KÁLMÁN, 

2008; KÁLMÁN et al., 2011). Em um modelo experimental de isquemia cerebral focal 

moderada em ratos adultos, foi observado que a imunorreatividade a β-distroglicana foi 

significantemente reduzida na região terminal dos prolongamentos dos astrócitos (pés-

vasculares) no centro da lesão e na área de penumbra adjacente (STEINER et al., 2012). 

Estudos prévios têm apontado que a Ten-1 interage com o complexo 

integrina/distroglicanas para regular a síntese de colágeno tipo IV, como previamente 
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mencionado (TRZEBIATOWSKA et al., 2008; TOPF e CHIQUET-EHRISMANN et al., 

2011). Além disso, a região C-terminal da Ten-1 (denominado de TCAP-1) é colocalizado 

com a β-distroglicana, enquanto que a Ten-1 é colocalizada com a α-distroglicana nos 

testículos de ratos, possivelmente regulando o tamanho desta estrutura, assim como a síntese 

de testosterona (CHAND et al., 2012; 2014). No SNC, o TCAP-1 é colocalizado com a β-

distroglicana em células hipocampais, regulando a organização do citoesqueleto (CHAND et 

al., 2012). Uma vez que a expressão de distroglicana é reduzida nos astrócitos e nas células 

endoteliais na injúria tecidual, é plausível considerar a possibilidade que este processo esteja 

correlacionado com a indução da expressão da Ten-2 nos astrócitos, até a estabilização do 

reparo tecidual, tais como reestabelecimento da barreira hematoencefálica. 
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7. Conclusão 

Os dados do presente estudo permitem concluir: 

1- Astrócitos reativos apresentam imunorreatividade para Ten-2, principalmente 

48 horas após indução experimental de lesão mecânica no córtex cerebral de ratos adultos; 

2- A expressão gênica de Ten-2 no córtex cerebral aumentou significantemente, 

principalmente em 48h após indução da lesão no córtex cerebral; 

3- Estudos adicionais são necessários para elucidar o papel da Ten-2 nos 

astrócitos durante lesão mecânica no SNC de animais adultos. 
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