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RESUMO

TESSARIN, G. W. L. Avaliacdo da teneurina-2 (Ten-2) nos astrocitos do cortex cerebral
de ratos adultos apo6s lesédo mecanica. Estudo imuno-histoquimico e de expressao génica.
Dissertacdo (Mestrado) — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2016.

As teneurinas (TENs) pertencem a uma familia de proteinas transmembrana do tipo Il
constituida por quatro membros homologos, estruturalmente conservados entre as especies.
Essas proteinas estdo presentes no SNC, principalmente durante a neurogénese, colaborando
na estabilizagdo dos circuitos neurais. Estudos neuroanatdmicos mostraram que as TENSs
apresentam distribuicdo similar em peixes, aves e roedores durante o desenvolvimento e
maturacdo do SNC, permanecendo em algumas regides em animais adultos. A participacao
das TENs durante reparacdo tecidual tem sido pobremente explorada; entretanto a presenca
neurestina (uma proteina homéloga a Ten-2) foi notada em neurdnios do bulbo olfatério de
ratos adultos, ap6s inducdo de lesdo quimica na mucosa olfatoria. O propdsito do presente
estudo foi verificar possiveis alteracbes na Ten-2 apds inducdo de lesdo mecanica no cortex
cerebral de ratos adultos empregando técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) e reacdo 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 lesdo 12 horas pds-
operatorio (n=4, IHQ; n=4, PCR), grupo lesdo 24 horas (n=4, IHQ; n=4, PCR) e grupo lesédo
48 horas (n=4, IHQ; n=4, PCR). A lesdo mecanica foi realizada usando agulha hipodérmica
de metal (0,8mm de didmetro) acoplada ao aparelho estereotaxico (coordenadas AP: +10,21
mm; DV: -2,5 mm e ML: +1,5 mm). Os animais do grupo controle ndo foram submetidos aos
processos cirdrgicos. Para as analises imuno-histoquimicas, 0s animais foram submetidos a
perfusdo transcardiaca usando paraformaldeido tamponado a 4% e os cortes histoldgicos
foram obtidos utilizando microtomo de congelacdo. Os cortes histologicos foram submetidos
as tecnicas de imunofluorescéncia ou imunoperoxidase indiretas usando anticorpos para
identificar proteina &cida fibrilar glial (GFAP) e Ten-2, seguido por analises em microscopias
de campo claro ou confocal. Para analises de expressdo génica, os animais foram sacrificados,

0 cortex cerebral foi imediatamente coletado para extracdo e purificacdo do RNA total. O



RNA foi usado para amplificar a Ten-2 e o neurofilamento de cadeia leve (Nefl, para
normalizacdo) através de PCR convencional e as anélises semi-quantitativas foram realizadas
pela mensuracdo da densidade optica das bandas em gel de agarose. Os principais resultados
indicaram um aumento significante em astrécitos imunorreativos para a Ten-2 em todos 0s
grupos lesdes, especialmente no grupo lesdo 48 horas (p<0,001), comparado com 0 grupo
controle. As analises de expressao génica mostraram aumento significante para a expressao de
Ten-2, principalmente no grupo lesdo 48 horas (p<0,01), comparado com 0s demais grupos
com lesdo. O presente estudo demonstrou pela primeira vez a presenca de Ten-2 em
astrocitos, apo6s inducdo de lesdo mecénica no cortex cerebral de ratos adultos. Estudos
futuros sdo necessarios para elucidar se a Ten-2 presente nos astrocitos exerce um papel

facilitatorio ou inibitdrio no reparo tecidual do SNC ap0s lesdes mecanicas.

Palavras-chave: Astrdcitos; Cortex cerebral; Lesdo mecanica; 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 Il 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, -25 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 um 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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1. Introducéo

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 proteinas
foram descobertas atraveés de estudos que buscavam encontrar proteinas homélogas as
tenascinas, as quais representam uma familia de glicoproteinas da matriz extracelular
(CHIQUET-EHRISMANN et al., 1991 BAUMGARTNER e CHIQUET-EHRISMANN,
1993; BAUMGARTNER et al., 1994). Posteriormente, foi demonstrado que as TENs sdo
conservadas nos vertebrados e invertebrados, sendo essa familia 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 séo constituidas entre 2.500 a 2.800 aminoacidos,
apresentando peso molecular aproximado de 300 kDa e exibindo inimeros dominios
funcionais (MINET et al., 1999; RUBIN et al., 1999; FENG et al., 2002; LEAMEY et al.,
2007a). Estas proteinas apresentam seus terminais carboxila e amino com orientacfes extra e
intracelular, respectivamente, caracteristica pela qual permite classifica-las como proteinas
transmembrana do tipo Il (Figura 1). Os dominios intracelular (N-terminal) e transmembrana
sdo relativamente curtos, compostos por 300-375 e 300-400 aminoacidos, respectivamente
(BAGUTTI et al. 2003; NUNES et al., 2005; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006;
SCHOLER et al., 2015). Por sua vez, o dominio extracelular (C-terminal) é constituido por
2.300 aminoacidos com varios residuos que possuem afinidade as moléculas da matriz
extracelular, apresentando oito dominios semelhantes ao fator de crescimento epidermal
(epidermal growth factor-like — EGF) similar aos das tenascinas, seguido por uma regiéo rica
em cisteinas e sequéncias repetidas de aminoacidos tirosina e acido aspartico (Figura 1, regido
YD; TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006). Uma significante similaridade tem sido
observada na regido C-terminal das TENs em relacdo 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 andlise de
semelhanga mostra que entre os vertebrados existe entre 60% a 98% de sequéncia de
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aminoacidos idénticos, enquanto que em rela¢do a comparacao entre as TENs dos vertebrados
e invertebrados esse percentual oscila entre 33% a 41%, revelando uma consideravel
conservacao na escala filogenetica (TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006).

As TENs apresentam diferentes sitios de clivagem proteolitica na regido
extracelular (KENZELMANN et al., 2008). Um desses pontos, especificamente na regido C-
terminal, resulta em um fragmento de 40-41 aminoéacidos, exibindo caracteristicas de peptideo
bioativo (Figura 1). Estes oligopeptideos foram denominados de peptideos associados ao
terminal carboxila das teneurinas (TCAPs; do inglés, Teneurin C-terminal-Associated
Peptides) (QIAN et al., 2004; WANG et al., 2005). Além da clivagem, a qual origina os
TCAPs, € proposto que esses peptideos bioativos podem ser transcritos separadamente a partir
do ultimo éxon do gene de cada teneurina (LOVEJOY et al., 2009; CHAND et al., 2013).
Desta forma, independentemente do modo de como esses peptideos bioativos sdo originados,
através da clivagem ou transcricdo de parte do gene das TENs (“splice variants”), sua

atividade funcional parece ser a mesma.

N-terminal

m C-terminal

Sequéncia Repeticoes Sitio de clivagem
EGF

Regiao rica
em cisteina
Membrana
Plasmatica
Meio intracelular Meio extracelular

Figura 1. Modelo estrutural esquemético das teneurinas ilustrando a constitui¢éo e a organizagao dimérica (llustragdo
extraida e adaptada de LOVEJOY et al., 2006).
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Os TCAPs possuem uma semelhanga 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 tém demonstrado que a injecdo de TCAP-1 e CRF
intracerebroventricular (ICV) apresentam um potente efeito na modulagdo 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, ap6s administracdo ICV, foi
potencialmente capaz de reduzir a imunorreatividade para a c-fos em neurdnios do hipocampo
e na amidala de ratos adultos ap6s administracdo de CRF (TAN et al., 2009). Além disso,
tomado de forma isolada, o0 TCAP-1 pode funcionar como um novo fator neurotréfico 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 injecdo 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 distribuicdo das TENs foram principalmente restritos
ao SNC de roedores e aves, predominantemente durante a neurogénese, quando estas
proteinas apresentam significante expressdo (LEVINE et al., 1994; BEN-ZUR et al., 2000;
TUCKER et al., 2007). Com relagdo aos TCAPs, existe apenas um estudo demonstrando a
distribuicdo do TCAP-1 no SNC de ratos adultos (WANG et al., 2005). Por outro lado, pouco
se sabe sobre as distribuicBes e funcbes das TENs e dos TCAPs em tecidos e/ou 6rgaos nédo
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 distribuicdo da Ten-1 no SNC de embrides de aves tem sido observada,
principalmente no sistema visual, como na retina e o teto dptico, além da expressdo no
talamo, hipocampo, bulbo olfatdrio, cdrtex cerebelar e tronco encefalico (RUBIN et al., 1999;
KENZELMANN et al., 2008), enquanto que no SNC de camundongos adultos, estudos tém
revelado a expressdo do RNAm para a Ten-1 na retina, cortex cerebral, talamo, hipocampo,
cerebelo (cértex e nucleo cerebelares) e tronco encefalico (OOHASHI et al., 1999; ZHOU et
al., 2003). Em tecidos e/ou 6rgdos ndo neurais, como nos testiculos de ratos adultos, existe
uma consideravel presenca da Ten-1, exclusivamente na tunica préopria dos tdbulos
seminiferos e circundantes as células intersticiais (células de Leydig) (CHAND et al., 2014).

Um Unico estudo tem mostrado que a Ten-1 é importante para a gametogénese, pois a
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interferéncia na expressao desta proteina mostrou alteraces no desenvolvimento das gbnadas
em Caenorhabditis elegans (DRABIKOWSKI et al., 2005).

Por sua vez, o estudo da expressdo da Ten-2 através da técnica de hibridizacéo in
situ em embrides de aves revelou a presenca do RNAmM no placddio Optico, processos
maxilares e mandibulares em desenvolvimento, além do tubo neural (TUCKER et al., 2001).
Areas cerebrais envolvidas na via visual, como talamofugal, além das regides do diencéfalo,
mesencéfalo e hipocampo também apresentaram expressao de Ten-2 (TUCKER e CHIQUET-
EHRISMANN, 2006). Tucker et al. (2001) relataram a presenca do RNAm para a Ten-2 nos
brotos de desenvolvimento dos membros, especificamente no ectoderma apical.

A Ten-3 foi detectada na regido CA2 no hipocampo (camada piramidal - ZHOU et
al., 2003) e na retina, durante a neurogénese do Danio rerio (ANTINUCCI et al., 2013). A
presenca da Ten-3 também foi evidenciada em outras regides do SNC durante a neurogénese,
como por exemplo, no ndcleo estriado de camundongos, sugerindo a participacdo desta
proteina na conectividade e fungdo desta regido (LEAMEY et al., 2007a). A Ten-3 possui
uma participacdo critica na formacdo da visdo binocular, atuando fundamentalmente como
uma proteina para o crescimento e orientacdo axonal (DHARMARATNE et al., 2012).

A Ten-4, assim como a Ten-3, também esta presente em tecidos relacionados com
0 desenvolvimento das vias visuais, bem como no desenvolvimento dos membros das aves
(TUCKER e CHIQUET-EHRISMANN, 2006; KENZELMANN-BROZ et al., 2010). A
presenca de Ten-4 também foi descrita no sistema reprodutor, na qual é sugerido que esta
proteina esta diretamente relacionada com o processo de gastrulacdo em embrides de ratos
(LOSSIE et al., 2005). A presenca de RNAm para Ten-4 também foi detectado no rim,
pulmé&o e baco de camundongos, porém de forma discreta (SUZUKI et al., 2012).

Estudos tém sugerido que as TENs apresentam um papel fundamental no
desenvolvimento de embri6es da Drosophila melanogaster, Mus musculus, Caenorhabditis
elegans, uma vez que animais mutantes para as TENs mostraram alteragfes durante as fases
de desenvolvimento embrionario e organogénese (BAUMGMARTNER et al., 1994; LEVINE
et al., 1994; DRABIKOWSKI et al., 2005; LOSSIE et al., 2005). Além disso, vale ressaltar
gue o gene da Ten-1 esta localizado na regido Xq25, envolvida na sindrome do X-fragil
(BUERVENICH et al., 2001) e que outras anormalidades mentais associadas as malformacoes
faciais e dos membros tém sido mostradas em translocacGes e trissomias envolvendo o locus
5934 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 familia no que se refere a neurogénese e
organogeénese.

Em relacdo a outras fungdes atribuidas as TENSs, tem sido indicada participacdes
nas interacdes homofilicas e heterofilicas entre as células, orientacdo axonal, proliferacdo
celular e regulacéo da transcricdo génica (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 ultima somente é possivel, pois as
TENs possuem dominios intracelulares que sdo clivados frente a estimulos extracelulares,
comportando-se como fatores de transcri¢cdo génica, como descrito anteriormente (BAGUTTI
et al., 2003; NUNES et al., 2005; SCHOLER et al., 2015). Vale ser ressaltado que um dos
“splice variants” da Ten-2, denominada de Lasso, pode apresentar capacidade de ligacdo com
outra classe de proteinas, conhecidas como latrofilinas (LPHNS), resultando em alteracdes na
concentracdo de calcio intracelular (SILVA et al., 2011). A Ten-4 também esta envolvida no
processo de formacdo dos processos celulares dos oligodendrdécitos, pois células oriundas de
camundongos “knockout” para Ten-4 em cultura celular apresentaram altera¢fes na formacao
dos processos celulares (SUZUKI et al.,, 2012). Recentemente, Ishii et al. (2015) tem
demonstrado que as TENSs, em especial a Ten-4, esta envolvida em processos de crescimento
da musculatura esquelética, onde ratos mutantes para esta proteina apresentaram perturbacées
no crescimento muscular poés-natal. Além disso, perturbacdes génicas para a Ten-4 em
modelos experimentais para lesdo de musculatura estriada esquelética revelou altera¢fes no
processo de regeneracdo celular da musculatura esquelética (ISHII et al., 2015).

As TENs exercem sua atividade através de suas interacbes com outros moléculas
ligantes, desencadeando uma sinalizacdo em cascata, resultando em fosforilagcdo e interacdes
ndo-covalentes, fundamentais para modificacdes no citoesqueleto (CHAND et al., 2013).
Deste modo, tem sido proposto que as TENs possuem capacidade de interagdo com um grupo
de proteinas conhecidas como latrofilinas (LPHNS), que s@o proteinas de membrana que
possuem capacidade de ligacdo com a alfa-latrotoxina (toxina de aracnideos; BOUCARD et
al., 2014; WOELFLE et al., 2015). Estudos tém mostrado a presenca de trés isoformas de
LPHNs (LPHN-1, LPHN-2 e LPHN-3). A LPHN-1, -2 e -3 sdo principalmente expressas no
SNC, enquanto a LPHN-2 também apresenta expressao em tecidos e/ou 0rgdos ndo neurais
(SILVA e USHKARYQV, 2010). Existem dados mostrando a interacdo entre a LPHN-1 e um

“splice variant” da Ten-2, denominado de Lasso, nos contatos sinapticos entre neurdnios em
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cultura celular, resultando em alteracBes nos niveis de calcio nos neurdnios pré-sinapticos
(SILVA et al., 2012; BOUCARD et al., 2014). A regido C-terminal da Ten-2 é fundamental
para a interacdo Ten-2/LPHN-1, permitindo o influxo de calcio no terminal pré-sinaptico
(SILVA et al., 2011; BOUCARD et al., 2014). Além disso, tem sido sugerido que a interacéo
do TCAP-1 com as LPHNSs seria 0 mecanismo supostamente responsavel pelos efeitos
fisiologicos e comportamentais observados nos estudos do TCAP-1 (WOELFLE et al., 2015).

Dado a complexidade da interacdo entre as LPHNs e TENS, acredita-se que outras
proteinas, como as integrinas, distroglicanas e neurexinas, podem fazer parte desse sistema de
adesdo e sinalizagao (SUGITA et al., 2001; O’SULLIVAN et al., 2014). Recentes descobertas
tém mostrado que as distroglicanas sdo importantes para o desenvolvimento cerebral,
sinaptogénese, plasticidade neural, interacdes gliais, integridade da barreira hematoencefalica
e manutencdo 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 proteinas de interacdo intercelular em diversos tecidos, as quais podem ser clivadas,
originando fragmentos « e B. A subunidade « é extracelular e estd exposta a inimeras
proteinas da matriz extracelular, como por exemplo, as lamininas. (SUGITA et al., 2001). A
subunidade p (p-distroglicana) consiste em uma porgdo transmembrana com um
prolongamento citoplasmatico, o qual possui capacidade de ligacdo com a distrofina e
utrofina, ambas com afinidade para interacdo com a actina do citoesqueleto (HENRY e
CAMPBELL 1998). Este prolongamento citoplasmatico também pode participar na
transducdo de varias vias de sinalizagdo, resultando em alteracBes na organizacdo dos
prolongamentos celulares, na plasticidade sindptica e na morfologia celular (IBRAGHIMOV-
BESKROVNAYA et al., 1992; SPENCE et al., 2004). Em relacdo & interacdo entre TENs e
distroglicanas, estudos prévios tem mostrado a possivel interligacdo entre essas duas proteinas
em Caenorhabditis elegans (DRABIKOWSKI et al., 2005; TRZEBIATOWSKA et al., 2008).
Posteriormente, CHAND et al., (2014) descreveram pela primeira vez a interagcdo do TCAP-1
com as distroglicanas no testiculo de ratos adultos, sugerindo uma possivel participacdo desta
proteina em um complexo composto por distroglicana-laminina-integrina, atuando,
possivelmente, na manutencdo da integridade da membrana basal das gbnadas. A mesma
colocalizagdo entre distroglicana e o TCAP-1 foi observada na membrana plasmatica de

células hipocampais imortalizadas (CHAND et al., 2014).
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As TENs também podem promover interacdes com as integrinas
(TRZEBIATOWSKA, 2008; TOPF e CHIQUET-EHRISMANN, 2011). Estas proteinas
possuem subunidades « e S que pode interagir com os filamentos de actina e atuar como
receptores para celulas adjacentes (HYNES, 2002). Além disso, podem colaborar no
estabelecimento da conexdo entre terminais pré e pos-sinapticos (CLEGG et al., 2003;
SINGHAL e MARTIN, 2011), juntamente com o complexo distroglicana-distrofina
(FRISCHKNECHT et al., 2014) e participar dos processos de sinalizacdo e migracdo celular
(WICKSTROM e FASSLER, 2011). As integrinas, em especial a integrina ogfs, podem
contribuir ativamente na fixacdo dos pés vasculares do astrocitos com células endoteliais,
contribuindo com a manutencao da integridade da barreira hematoencefalica (del ZOPPO e
MILNER, 2006). E proposto que nessa interacio exista a participacdo de uma distroglicana,
onde integrina e distroglicana trabalham juntas para contribuicdo na interacdo dos pés
vasculares dos astrocitos com as células endoteliais (HUBER et al., 2001; del ZOPPO e
MILNER, 2006). Além dessas interacGes, 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 B3, ndo sdo constitutivamente expressas, entretanto, podem ser
sintetizadas ap6s a inducdo por estimulos intra ou extracelulares (HANBURGUER e
CALDERWOOD, 2009; HYNES, 2002). A partir da possibilidade de ativacdo das integrinas
na presenca de estimulos intra ou extracelulares, Robel et al., (2009) sugeriram que uma
sinalizacdo mediada por integrinas pode estar presente nos processos de proliferacdo de
astrocitos reativos. Além de vias mediadas por integrinas nos processos de proliferacao
astrocitaria frente a estimulos locais, tem sido sugerido que essa via pode estar relacionada
com os processos de alteracdo da morfologia dos astrécitos (ROBEL et al., 2009). Estudos
anteriores demonstraram uma possivel interacdo entre integrinas e TENs na manutencao das
membranas basais de Caenorhabditis elegans, durante o desenvolvimento embrionario
(TRZEBIATOWSKA, et al., 2008; TOPF e CHIQUET-EHRISMANN, 2011). Vale ressaltar
que a interacdo das integrinas com outras proteinas ocorre na regido de arginina-glicina-acido
aspartico (RUOSLAHTI, 1996), sendo essa regido nao conservada nas TENs de vertebrados e
camundongos (LOVEJQY et al, 2006) fato que sugere que as possiveis interagdes possuem
diferengas. Além disso, a possivel interacdo entre integrinas e TENs em situagdes adversas

ainda ndo foram avaliadas, como por exemplo, em processos neuroinflamatorios.
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Embora muitos estudos tenham analisado a distribuicdo das TENs no SNC em
condi¢cdes de normalidade, principalmente durante a neurogénese, pouco se sabe sobre o
comportamento dessas proteinas durante a regeneracdo do SNC frente a lesdes mecanicas,
iIsquémicas ou relacionadas com outros mecanismos nocivos.

Todas as células da neuroglia sdo fundamentais para a manutencao da fungéo do
SNC. Entre estas células, os astrocitos sdo responsaveis pela regulacdo na concentracdo de
ions intra e extracelular, pelo catabolismo de aminoacidos seletivos, pela sintese de novas
moléculas, pelo transporte de nutrientes e metabolitos dos neurdnios (MARAGAKIS e
ROTHSTEIN, 2006). Além disso, os astrdcitos tem um papel fundamental na formacéo e
manutencdo da barreira hematoencefalica. Recentemente, estudos tém demostrado que além
de func@es basicas, 0s astrocitos estdo diretamente relacionados com a sinaptogénese e com a
neurotransmissdao (MATYASH e KETTENMANN, 2010; ALLAMAN et al., 2011).

Os astrdcitos também participam nas respostas multicelulares de traumas e
doengas do SNC, tornando-se significantemente reativos, sendo este processo denominado de
astrogliose (SOFRONIEW, 2014). Nestas condi¢cOes, 0s astrocitos que sdo na sua maioria
células nativas da regido lesionada, possuem papel fundamental na prevencdo de morte
neuronal e reparo na barreira hematoencefélica, assim como limitam o quadro inflamatdrio
ap6s a existéncia 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 ativacdo pode estar diretamente
relacionado com a ativagdo de canais idnicos pela deformacdo da membrana plasmatica, onde
canais catidnicos e de potassio podem contribuir para o influxo de célcio e sédio extracelular,
resultando em estresse i6nico nos astrocitos (RZIGALINSKI et al., 1997; FLOYD et al.,
2005). Estudos in vitro tém demonstrado que a astrogliose induzida por lesdes mecéanicas
pode estar relacionada com a sinalizacdo de proteinas que pertencem as vias das kinase e
kinase B (AKT), elevacdes dos niveis intracelulares de calcio e adenosina tri-fosfatica (ATP;
AHMED et al.,, 2000; VERDERIO e MATTEOLI, 2001; NEARY et al., 2003, 2005).
AlteracGes da matriz extracelular também possuem contribui¢Bes de grande valia que podem
alterar a resposta celular, ndo necessariamente ap0s a existéncia de injurias mecanicas
relacionadas com o sistema nervoso, mas tambem com fatores relacionados com a idade ou
doengas do SNC (LAU et al., 2013).
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Vaérios estudos tém relatado as modificacbes ocorridas apos injurias do tecido
nervoso. O estudo pioneiro foi o de Cajal (1928) que demonstrou as diferencas entre a
regeneracdo dos neurdnios afetados por injuria no SNC e sistema nervoso periférico (SNP).
Em prosseguimento, varios estudos se direcionaram para entender os mecanismos envolvidos
nos processos neuroinflamatérios no SNC e SNP, causados por injdrias mecénicas ou de
outras naturezas. E sabido que apds a lesdo no SNC ha uma frequente reacio dos astrocitos e
formacéo de uma cicatriz ao redor do sitio tecidual lesionado, a qual € amplamente vista como
um impedimento para a regeneracao dos circuitos neuronais (FITCH e SILVER, 2008). Além
disso, células sanguineas, como macrdfagos, leucdcitos e linfocitos invadem o local lesado e
passam a sintetizar e secretar varias moléculas que podem interferir com o processo de reparo
tecidual (DONNELLY e POPOVICH, 2008; MERRILL e BENVENISTE, 1996). E
interessante salientar que contribuindo com as mudancas moleculares apds alguns dias da
lesdo, fibroblastos oriundos das meninges lesionadas penetram no sitio lesionado, proliferam
e secretam moléculas da matriz extracelular, como por exemplo, coladgeno tipo IV,
fibronectina e laminina, resultando na formacdo de uma cicatriz conjuntiva. A existéncia deste
quadro possui papel importante para a protecdo do tecido lesionado, reestabelecimento da
barreira hematoencefélica e, contudo, isola os demais tecidos neurais circundantes, exercendo
papel protetor para o0 SNC (BERRY et al.,, 1983; MATHEWSON e BERRY, 1985;
MAXWELL et al., 1990a).

No processo de formacdo da cicatriz astrocitaria, os astrocitos sofrem mudangas
fenotipicas (RIDET et al., 1997), proliferacdo e hipertrofia celular, sendo este um processo
neuroinflamatério tipico compartilhado em muitas lesdes teciduais, inclusive em doencas
neurodegenerativas (SERRANO-POZO et al., 2011; BARCIA et al., 2012). Por sua vez, essa
cicatriz, composta também de outras células gliais € morfologicamente composta por uma
dobra da lamina basal rodeada por uma densa malha de processos de astrécitos 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 fisica e bioquimica para regeneracao e plasticidade,
atuando como um fator inibitorio 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 regeneragéo 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 astrécitos também podem inibir o processo de
regeneracdo tecidual nervosa, mediado por algumas moléculas, como por exemplo, as
proteoglicanas de sulfato de condroitina associada a 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 caracteristicas
repulsivas para o crescimento axonal in vitro, apresentando fungdes importantes para
orientacdo axonal e desenvolvimento do SNC (McKEON et al, 1991).

Uma possivel participagdo das TENs durante regeneracdo tecidual nervosa e
estresse celular foi proposta no SNC de ratos (OTAKI e FIRESTEIN, 1999). Estes autores
verificaram que a neurestina (do inglés, neurestin), proteina homdloga a Ten-2, é expressa nos
neurdnios em tufos do bulbo olfatério de ratos, somente durante o desenvolvimento neuronal.
Esta expressdo pode ser reativada nestes neurdnios, apos injuria quimica da mucosa olfatéria
de ratos adultos. Estes dados sugerem que a Ten-2 pode estar envolvida na regeneragédo
neuronal do SNC. Estudos preliminares em nosso laboratorio, em colabora¢do com o Prof.
Dr. Alan D. Lovejoy (Universidade de Toronto, ON, Canada), tém indicado uma possivel
expressdo da Ten-2 no SNC apds injdria mecénica no cortex cerebral de ratos adultos (dados

ndo publicados).
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7. Concluséao
Os dados do presente estudo permitem concluir:

1- Astrocitos reativos apresentam imunorreatividade para Ten-2, principalmente
48 horas ap0s inducdo experimental de lesdo mecénica no cortex cerebral de ratos adultos;

2- A expressdo génica de Ten-2 no cortex cerebral aumentou significantemente,

principalmente em 48h apos inducdo da lesdo no cortex cerebral,

3- Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar o papel da Ten-2 nos
astrocitos durante lesdo mecanica no SNC de animais adultos.
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