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RESUMO

Sabe-se que em experimentos de expressao diferencial, utilizando a técnica de RT-qPCR, 0s
genes de referéncia devem ser adequadamente validados para assegurar que a expressdo do
gene ndo seja afetada pela condi¢do experimental. Foram investigados oito potenciais genes
de referéncia em dois diferentes modelos experimentais de epilepsia do lobo temporal mesial
(ELTM): pilocarpina intraperitoneal e intra-hipocampal. Foi realizada a analise de expressao
de estabilidade usando os softwares geNorm, NormFinder e BestKepeer. Em seguida, como
uma estratégia de validacdo, foi realizada a analise da expressdo relativa do gene Gfap. No
modelo de pilocarpina intraperitoneal os resultados indicam que os genes Actb, Gapdh, Rplp1,
Tubb2a e Polrla possuem niveis de expressao estaveis no hipocampo de ratos de todos os
grupos experimentais e controle, enquanto Gusb mostrou-se o0 gene mais instavel. De fato, foi
observado que, quando se utiliza Gusb como gene normalizador, os niveis relativos de RNAmM
do gene Gfap diferem daqueles obtidos quando se normaliza com 0s genes estaveis. Por outro
lado, no modelo de pilocarpina intra-hipocampal, todos os softwares indicaram Gusb como
um gene estavel, enquanto que B2m foi indicado como o gene mais instavel. Os resultados
obtidos para os outros genes de referéncia foram compativeis aos observados no modelo de
pilocarpina intraperitoneal. Quanto a validacdo destes dados, através da analise da expressdo
relativa de Gfap, foi detectado o aumento da expressdo deste gene no hipocampo de ratos
eutanasiados 24 horas ap0s o status epilepticus (SE); esta alteracdo ndo foi detectada apenas
quando B2m foi utilizado como normalizador. Estes achados sugerem que um gene que é
estdvel em um modelo de patologia pode ndo ser estavel em diferentes condicdes
experimentais relacionadas com a mesma patologia e, portanto, a escolha dos genes de
referéncia deve depender da metodologia do estudo e a escolha aleatoria de genes de
referéncia sem essas avaliagbes prévias devem ser evitadas. Neste trabalho, também foi
investigado se 0 gene B2m sofre uma modulacdo em sua expressdo durante a epileptogénese
(24h). Para isto, foi avaliado o perfil de expressdo de B2m, utilizando Actb como gene de
referéncia. Observamos que o gene B2m sofre uma modulacdo em sua expressdo na fase
aguda da epileptogénese (24h). Até onde sabemos, esta foi a primeira vez que se relata uma
modulacdo na expressao de B2m no processo epileptogénico. Outro aspecto do trabalho, diz
respeito a realizacdo de revisdo sistematica da literatura com o objetivo de identificar genes
gue vém sendo estudados através de andlise de expressdo génica diferencial em modelos de
ELT. Este levantamento é importante para avaliar a consisténcia dos dados de expressdo
génica que estdo sendo gerados nos estudos com modelos de epilepsia do lobo temporal
(ELT).

Palavras-chave: Epilepsia do lobo temporal. Genes de referéncia. RT-qPCR



ABSTRACT

It is well recognized that the reference gene in a RT-qPCR should be properly validated to
ensure that gene expression is unaffected by the experimental condition. We investigated
eight potential reference genes in two different pilocarpine PILO-models of mesial temporal
lobe epilepsy (MTLE) performing a stability expression analysis using geNorm, NormFinder
and BestKepeer softwares. Then, as a validation strategy, we conducted a relative expression
analysis of the Gfap gene. Our results indicate that in the systemic PILO-model Actb, Gapdh,
Rplpl, Tubb2a and Polrla mRNAs were highly stable in hippocampus of rats from all
experimental and control groups, whereas Gusb revealed to be the most variable one. In fact,
we observed that using Gusb for normalization, the relative mMRNA levels of the Gfap gene
differed from those obtained with stable genes. On the contrary, in the intrahippocampal
PILO-model, all softwares included Gusb as a stable gene, whereas B2m was indicated as the
worst candidate gene. The results obtained for the other reference genes were comparable to
those observed for the systemic PILO-model. The validation of these data by the analysis of
the relative expression of Gfap showed that the upregulation of the Gfap gene in the
hippocampus of rats sacrificed 24 hours after status epilepticus (SE) was undetected only
when B2m was used as the normalizer. Moreover we observed the B2m undergoes a
modulation in their expression in acute epileptogenesis (24h). To our knowledge, this was the
first time that reports a modulation in the expression of B2m in the epileptogenic process.
These findings emphasize that a gene that is stable in one pathology model may not be stable
in a different experimental condition related to the same pathology and therefore, the choice
of reference genes depends on study design. We also did a systematic review of genes that
have been investigated for differential gene expression in experimental models of temporal
lobe epilepsy. This survey is important for assessing the consistency of gene expression data
being generated in studies with models of temporal lobe epilepsy (TLE).

Keywords: Temporal lobe epilepsy. Reference genes. RT-gPCR
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1 INTRODUCAO

A epilepsia ¢ um distarbio neuroldgico caracterizado por crises espontaneas e
recorrentes. Essas crises refletem atividade elétrica anormal e paroxistica acometendo uma ou
varias areas do sistema nervoso central e que pode ser causada por inUmeras patologias
estruturais ou neuroquimicas (CHANG e LOWENSTEIN, 2003). Em decorréncia de fatores como
gravidade, alta prevaléncia, morbidade e impacto econdmico-social, estudos em epilepsia tém
adquirido caréter prioritario nas politicas de saude publica, sobretudo nos paises da Africa e
América Latina (L1, L. M. e SANDER, 2003; SzOEKE et al., 2006). Uma frente de estudo no
campo da epileptologia que obteve grandes avangos nos ultimos anos busca investigar vias
moleculares associadas ao processo epileptogénico, através de analises de expressdo génica
diferencial (GITAI et al., 2008; RomMCY-PEREIRA et al., 2008). Neste caso, uma metodologia
bastante utilizada para quantificacdo de transcritos € o Quantitative Reverse-Transcription
PCR (RT-gPCR). Entretanto, dada a alta sensibilidade do RT-gPCR, é necesséria a utiliza¢éo
de genes de referéncia, que normalizem pequenas variacOes referentes a quantidade e
qualidade do RNA inicial e a eficiéncia da sintese de cDNA (VALENTE et al., 2009). Tais
genes, portanto, devem apresentar um perfil de expressdo estavel em todas as condicGes
experimentais analisadas.

O impacto do uso de um gene de referéncia com expressao instdvel pode levar a
resultados imprecisos e conclusfes erréneas. Apesar disso, 0s estudos de expressao génica
diferencial em geral, e particularmente nas epilepsias tém utilizado genes de referéncia sem
uma validacdo prévia do seu perfil de expressdo nas condi¢cGes experimentais. Sendo assim,
neste trabalho foram identificados e validados genes de referéncia para analise de expresséo
génica diferencial nos modelos de ELT baseados na administracdo intraperitoneal (i.p) e intra-
hipocampal (i.h) de pilocarpina. Para isso, avaliamos a expressdo de oito potenciais genes de
referéncia comumente utilizados em estudos de expressdo diferencial (Actb, Rplpl, Tubb2a,
Gapdh, Gush, Ppia, B2m e Polrla). Atraves de RT-gPCR, obtive-se o perfil dos seus
transcritos no hipocampo de animais eutanasiados imediatamente ap6s o status epilepticus
(SE), 24 horas ap6s o SE e fase cronica, e do grupo controle. Em seguida, foi avaliada a
estabilidade de expressdo desses genes através dos programas geNorm, NormFinder e
BestKeeper.

Como estratégia de validacdo, foi avaliado o impacto do uso de diferentes genes de
referéncia na expressao relativa do gene Gfap (Glial fibrillary acidic protein) cujo perfil de

expressdo na epileptogénese € bem conhecido. Através desses estudos identificamos um
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painel de genes que sdo adequados para a normalizacéo de dados de expressdo. Além do mais,
nossos achados mostraram que hd uma modulacdo na expressdo do gene B2m durante a fase
aguda da epileptogénese dos dois modelos de ELT estudados. Outro aspecto do trabalho diz
respeito a realizacdo de revisdo sistematica da literatura com o objetivo de identificar genes
que vém sendo estudados através de analise de expressdo génica diferencial em modelos de
ELT. Este levantamento € importante para avaliar a consisténcia dos dados de expressdo

génica que estao sendo gerados nos estudos com modelos de ELT.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epilepsia do Lobo Temporal

Epilepsia do lobo temporal (ELT) é o tipo mais comum de epilepsia focal em
adolescentes e adultos (ENGEL, 2001; GASTAUT et al., 1975). Segundo a ILAE (International
League Against Epilepsy), ELT € classificada como uma condicdo epiléptica caracterizada
pela presenca de crises parciais simples ou complexas, podendo estar associadas a
generalizacGes secundérias. Durante crises parciais simples, ha preservacdo da consciéncia e
0s pacientes costumam apresentar manifestacGes psiquica, gustativa, olfativa e sintomas
autondmicos. Em crises parciais complexas, a consciéncia é prejudicada e, normalmente, os
individuos apresentam olhar imovel, acompanhado de automatismos de forma estereotipada,
repetitiva e movimentos involuntarios (WIEBE et al., 2001). A ELT foi subdividida quanto a
semiologia e origem das crises em epilepsia mesial e lateral (ou neocortical). A maioria das
crises do lobo temporal originam-se nas estruturas mesiais € em menor escala em regides
neocorticais. Manifestac@es ictais comuns em epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM) séo
significativamente menos frequentes em epilepsia do lobo temporal neocortical (ELTN)
(BERcoviIcl et al., 2012). De acordo com a ILAE (1989), ELTN é caracterizada por crises
simples, alucinagdes auditivas, ilusdes visuais e transtorno de linguagem, podendo evoluir
para crises parciais complexas se houver a propagacdo para estruturas temporais mesiais ou

extratemporais.

2.1.1 Epilepsia do Lobo Temporal Mesial

Aproximadamente 60% dos casos de ELT correspondem a ELTM, sendo a forma mais
comum associada a esclerose hipocampal (ELTM-EH) (ANDRADE-VALENGA et al., 2006;
FRENCH et al., 1993). Entretanto, outros tipos de lesdes estruturais, tais como tumores,
displasias corticais, hamartomas e malformacfes vasculares, também sdo encontrados em
pacientes com ELTM (AL SuUFIANI e ANG, 2012). De acordo com o Relatério da ILAE, a
esclerose hipocampal é caracterizada histologicamente pela perda neuronal e gliose,
principalmente nas células do setor Sommer (CAL e prosubiculum) e dos neurdnios da regido
hilar do hipocampo. A perda neuronal é menos proeminente nas areas de CA2, subiculum e
GD (BABB et al., 1984). Outros processos biolégicos e neuroplasticos também foram descritos

no hipocampo de pacientes com ELTM-EH, tais como: a) reorganizagdo axonal, caracterizada
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pelo brotamento de fibras musgosas na regido da camada molecular interna, b) disperséo de
células granulares no giro denteado e neurogénese (WIESER e HANE, 2004). Embora a
epilepsia seja considerada historicamente uma patologia que acomete a matéria cinzenta
cerebral, estudos demonstraram que estruturas da matéria branca, principalmente fibras
mielinizadas, sdo afetadas em pacientes com epilepsia, mesmo em locais distantes da zona
epileptogénica primaria (Gross et al., 2006; NiLssON et al., 2008; SCHOENE-BAKE et al.,
2009). O hipocampo, assim, é uma estrutura critica no processo epileptogénico. Essa regido
do sistema limbico é composta por duas areas principais: o corno de Ammon, subdividido em
3 campos numerados de 1 a 3 e abreviados de CAl, CA2 e CA3 (as regides CAl e CA3 estédo
mostradas na figura 1) e o giro denteado (GD) (Fig. 1).

A esclerose hipocampal esta presente em 50-70% dos pacientes farmaco-resistentes
(ANDRADE-VALENCA et al., 2006), para este grupo, a cirurgia de resseccdo € uma 0opcao
terapéutica. O foco epileptogénico no lobo temporal pode ser identificado através de uma
cuidadosa avaliagdo pré-operatoria, com base nas caracteristicas clinicas e eletrofisioldgicas e
exames de neuroimagem. Em 60-80% dos casos, as crises cessam apos lobectomia temporal
(OLBRICH et al., 2002). Nos achados patoldgicos destes espécimes ressecados podem ser
observados esclerose hipocampal (EH), lesdes causadas por malformacgéo, tumores, lesdes
isquémicas, traumas e lesdes inflamatorias (HAUSER e MOHR, 2011).

Um dos grandes desafios da epileptologia € esclarecer quais mecanismos celulares e
moleculares estdo envolvidos no processo de epileptogénese. Neste sentido, avangos no
conhecimento tém sido feitos utilizando animais como modelos experimentais, gerando uma
grande quantidade de informacgdes que possibilitam uma melhor compreensdo sobre o

processo epileptogénico.
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Figura 1 - Esquema representativo dos circuitos do hipocampo.
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2.2 Modelo experimental

A capacidade de reproduzir doencas humanas em modelos animais é uma vantagem da
medicina experimental (CURIA et al., 2008). Nesse aspecto, varias abordagens vém sendo
desenvolvidas para estudos de epilepsia (PITKANEN, 2006; PURPURA e SHOFER, 1972;
SCHWARTZKROIN et al., 1983). Os modelos experimentais de roedores podem ser agrupados
em trés categorias: a) abrasamento, através de estimulos elétricos, quimicos ou sensoriais de
estruturas limbicas (e.g hipocampo e amigdala), b) crises agudas, pela estimulacdo elétrica ou
sensorial direta, injecdo local ou sistémica de convulsivantes quimicos (e.g. PTZ) e lesbes
eletroliticas e c) crises crbnicas ou epilepsia, que sdo baseadas na inducdo de SE,
principalmente através da injecdo de convulsivantes quimicos (e.g. &cido cainico e

pilocarpina) (ELLIOTT e LOWENSTEIN, 2004).

2.2.1 Modelo de ELT induzida por pilocarpina
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Este modelo € baseado na administracdo local ou sistémica de um potente agonista
muscarinico, a pilocarpina (LEITE, J. P. et al., 1990; TurskI et al., 1983). Segundo Hamilton et
al. (1997), a capacidade da pilocarpina para induzir SE provavelmente depende da ativacédo
do subtipo de receptor muscarinico M1, pois em camundongos knockout do receptor M1, ndo
desenvolvem convuls@es em resposta a pilocarpina. Experimentos em cultura de neurdnios do
hipocampo demonstram que a pilocarpina, agindo através de receptores muscarinicos,
provoca um desequilibrio entre a transmissao excitatoria e inibitdria, resultando na geracédo de
SE (PRIEL e ALBUQUERQUE, 2002). Evidéncias sugerem que, ap0s o0 inicio das crises pela
ativacdo dos receptores M1, as crises sdo mantidas pela ativacdo do receptor de NMDA (N-
methyl-D-aspartate receptor) (NAGAO et al., 1996; SMOLDERS et al., 1997).

A inducdo de crises por pilocarpina caracteriza-se pela ocorréncia de um evento
convulsivo inicial levando ao SE, que apresenta crises do tipo ténico-clonicas, sequido de um
periodo sem crises, conhecido como periodo de laténcia e, por fim, ha emergéncia de crises
epilépticas espontaneas e recorrentes, que indicam a fase cronica (CAVALHEIRO et al., 1991).

Assim, neste modelo, o processo epileptogénico correlaciona-se estreitamente com as
principais caracteristicas da ELT, sdo elas: a) a localizacdo do foco das crises no sistema
limbico, especialmente no hipocampo, cdrtex entorrinal e amigdala (BARTOLOMEI et al.,
2005), b) a presenga de uma “injuria precipitante”, o SE, que precede o aparecimento da ELT
(MATHERN et al., 2002), ¢) um intervalo de tempo sem crises caracterizado histologicamente
pela alta incidéncia de esclerose hipocampal, perda neuronal, gliose e rearranjos axonais
(MATHERN et al., 1997) e, d) as crises recorrentes e espontaneas.

e Status Epilepticus

O dano cerebral induzido pelo SE nos animais pode ser considerado equivalente a
injaria precipitante no paciente (MATHERN et al., 1996). Do ponto de vista comportamental,
em estudo realizado por Turski et al. (1983), cinco a dez minutos apds a injecdo de
pilocarpina os animais se mantiveram imoveis e este comportamento foi seguido de salivacao,
movimentos oro-mandibulares e das vibrissas, piscar de olhos e bocejo, permanecendo nessa
atividade por 45min. Crises epilépticas descontinuas comecaram ap6s 30 minutos da
administracdo de pilocarpina e duraram de 90 & 150 minutos, agravando-se para convulses
limbicas motoras, com salivacdo intensa, clonia das patas superiores, seguida de queda. Apos

a injecdo de pilocarpina, cerca de 60% dos ratos desenvolveram SE (CAVALHEIRO et al.,
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1991). A taxa de mortalidade ap6s a injecdo de pilocarpina varia de 30-40% em ratos Wistar
machos tratados com 300-400 mg / kg de pilocarpina (CAVALHEIRO et al., 1991; TURSKI et
al., 1983). No ambito histolégico, alguns minutos depois do SE, ocorre um dano inicial
caracterizado por um processo apoptético ou necrdtico, que € mais intenso nas camadas
superficiais de algumas &reas neocorticais, na regido hilar do hipocampo, nucleo
endopiriforme, cortex piriforme e claustro (CAVALHEIRO, 1995; LEITE, J. P. et al., 1990;
TURsKI et al., 1983).

e Periodo de laténcia

O periodo de laténcia varia de acordo com o tempo que o0 animal permaneceu em SE e
precede a fase cronica (LEITE, J. et al., 2002). Através de video monitoramento, ratos Wistar
machos adultos (300-320 mg/kg PILO i.p) apresentaram um periodo de laténcia médio de 14
dias (ARIDA et al., 1999; CAVALHEIRO et al., 1991; CAVALHEIRO et al., 1996; LEMOS e
CAVALHEIRO, 1996). Na fase aguda do periodo de laténcia, até 24 horas apds o insulto, ha
liberacdo de neurotransmissores, particularmente glutamato, seguida de ativacdo de canais
ibnicos, influxo de célcio e aumento de modificagdes pds-traducionais, como fosforilacdo
proteica. Em muitos casos, ocorre ainda injaria excitotoxica acompanhada de morte celular
(JAcoss et al., 2009). Os danos cerebrais ndo se restringem as primeiras horas e dias apos SE
e tende a se expandir progressivamente a outras areas do cérebro nos meses seguintes.
(ScorzA e ARIDA, 2009). Durante o periodo de laténcia, ocorre aumento de transcri¢do
génica, desencadeando respostas inflamatorias, gliais e vasculares, super-expressao de fatores
de crescimento e morte de células neuronais (JAcoBs et al., 2009). Na fase tardia deste
periodo também ocorrem eventos de remodelamento, como redirecionamento axonal,
sinaptogénese, neurogénese, gliose, angiogénese, reorganizacdo nos circuitos cerebrais e
aumento da predisposic¢do a atividade sincronica (JACOBS et al., 2009).

Por outro lado, é interessante notar que alguns autores questionam a existéncia do
tempo de laténcia. Em um estudo baseado em gravacdes de video-EEG continuo, o periodo de
laténcia médio foi de cerca de 7 dias apos 0 SE com 2h de duracdo (GOFFIN et al., 2007). As
variagdes no periodo de laténcia encontradas por alguns autores podem ser explicadas através
da abordagem farmacoldgica para abortar o SE. Em estudos realizados por Lemos e

Cavalheiro (1995), Goffin et al. (2007) e Biagini et al. (2006), os animais que desenvolveram



23

crises epilépticas e recorrentes mais rapidamente foram tratados apenas com diazepam (20 mg
/ kg, i.p.).

e Periodo crénico

Essa fase é caracterizada pela ocorréncia de crises espontaneas e recorrentes. Do ponto
de vista comportamental, crises recorrentes e espontaneas em ratos tratados com pilocarpina
apos o periodo latente, foram recentemente reclassificadas por (VELISKOVA e MOSHE, 2006),
de acordo com os seguintes critérios: 1. Olhar fixo e clénia de boca; 2. Automatismos; 3.
Clonias monolaterais de membros posteriores; 4. Clbnias de bilaterais de membros
posteriores; 5. Clonias bilaterais de membros superiores com elevacdo e queda e 6. Crise
ténico-clonicas. Ratos Wistar machos adultos (300-320 mg/kg PILO i.p), apresentaram uma
frequéncia de 2,8 crises por semana (ARIDA et al.,, 1999; CAVALHEIRO et al., 1991;
CAVALHEIRO et al.,, 1996; LEMOS e CAVALHEIRO, 1996). As crises espontaneas podem
comecar com crises parciais, agravando-se para crises generalizadas nos dias seguintes
(GOFFIN et al., 2007). Em um estudo realizado por Arida et al. (1999), os animais foram
mantidos num ciclo de 12h claro/escuro e a frequéncia das crises foi maior durante o periodo
diurno (07h00 — 19h00).

A epileptogénese, portanto, envolve uma combinacdo de alteracdes nas propriedades
neuronais, aumento da transmissao excitatdria ou reducdo da transmissdo inibitéria e aumento
na conectividade interneural (JACOBS et al., 2009). Tais alteracdes levam a uma predisposicéo
anormal do cérebro a atividade hipersincronica e, assim, ao desencadeamento de crises
epilépticas espontaneas. Com o objetivo de investigar as vias moleculares associadas a
epileptogénese, muito grupos de pesquisa vém realizando estudos de expressdo génica

diferencial ao longo do processo epileptogénico.

2.3 Expressao génica e ELTM-EH

Dentre os importantes estudos das ultimas décadas no campo da epileptologia,
destaca-se a identificacdo de genes associados a epilepsia do lobo temporal associada a
esclerose hipocampal. Através desses estudos, foi possivel saber que o processo

epileptogénico esta associado a diferentes vias moleculares subjacentes a muitos processos
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bioldgicos, tais como transmissdo sinaptica, inflamacéo, plasticidade neuronal, morte celular e
reorganizacdo da expressdo génica.

Transmissdo sinaptica: foram observadas alteracfes na expressdo de genes envolvidos
na neurotransmissao glutamatérgica e GABAérgica, principais mediadores excitatorios e
inibitérios do sistema nervoso central, respectivamente (AKIYAMA et al., 1992; KRAUS e
MCNAMARA, 1998; MATHERN et al., 1998; MIKuUNI et al., 2000). Em um estudo realizado por
Eid et al. (2013), enzimas que participam do metabolismo de glutamato, glutamina sintetase e
glutaminase ativada pelo fosfato, apresentam niveis aumentados de mRNA em algumas
regides do hipocampo de individuos com ELT e ELTM-EH. Outra classe de genes estudados
sd0 0s neuropeptidios, dentre eles estd o neuropeptidio pré-convulsivantes CRH, que
apresenta niveis aumentados de transcritos em regides limbicas, como no hipocampo e
amigdala (BARAM e HATALSKI, 1998; WANG, W. et al., 2001). Alguns neuropeptidios
anticonvulsivantes ja estudados sdo, GAL (Galenin), TRH (thyroid receptor hormone), NPY
(Neuropeptide Y), SS (Somatostatin). A analise conjunta desses dados revela que genes com
atividade facilitadora de vias excitatorias apresentam niveis de transcritos aumentados no
hipocampo epiléptico, e este resultado € compativel com uma situacédo pré-convulsivante. Por
outro lado, em relagdo aos genes envolvidos nas vias inibitorias, é interessante notar que, a
exemplo de GABA, também pode apresentar uma expressdo aumentada, 0 que pode estar
relacionado a mecanismos compensatorios da hiperexcitabilidade neuronal (ESCLAPEZ e
HOUSER, 1999).

Plasticidade neuronal: Quanto a neurotrofinas, pesquisadores notaram que estas
proteinas que favorecem a sobrevivéncia dos neurbnios e estdo envolvidas nos processos de
sinaptogénese e potenciacdo de sinapses centrais sofre modulacdo durante o processo
epileptogénico. Dentre elas destacam-se a NGF, BDNF, NT-4, NT-3 e seus respectivos
receptores TrkA, TrkB e TrkC (BENGZzON et al., 1993; GALL, C. et al., 1991; GALL, C. M. e
ISACKSON, 1989; ISACKSON et al., 1991). Segundo Bengzon et al. (1993) os receptores TrkB e
TrkC do fator neurotréfico derivado do cérebro (BNDF) apresentaram niveis aumentados de
MRNA em regides do hipocampo. Os resultados indicam que a ativacdo do gene do BNDF,
pelo menos em células de granulos dentados, esta relacionada a duragdo, mas ndo da
gravidade ou nivel das crises.

Morte neuronal: muitos estudos tém sido voltados para expressdo diferencial de genes
envolvidos com os mecanismos de morte celular (RoMcCY-PEREIRA et al., 2008). Sabe-se que
genes que participam diretamente do processo apoptético apresentam a expressdo alterada no

hipocampo epiléptico, tais como caspase 2 e 8, e FADD (HENSHALL et al., 2001), caspases
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efetoras (caspase 3 e 6), familia das proteinas bcl-2 pré-apoptoticas (bax, bcl-x, bim, bid) e
anti-apoptoticas (bcl-2,bcl-x1, bcl-w) (HENSHALL e SIMON, 2005). No hipocampo epiléptico,
0s genes pré-apoptdticos geralmente sdo mais expressos nas regides CAl e CA3, enquanto 0s
genes anti-apoptoticos sdo mais expressos nas células granulares do giro denteado (BECKER et
al., 2002). Esses dados estdo em conformidade com o padrédo hitolégico de morte celular que
ocorre no hipocampo de pacientes e animais com epilepsia.

Astrogliose: em resposta aos danos causados ao sistema nervoso central, 0s astrocitos entram
em um processo de estado reativo conhecido como gliose, que é caracterizada por alteracdes
morfolégicas (hipertrofia), alteragdes funcionais, e por um aumento acentuado da expressdo
de Gfap (SimpsoN et al., 2010). Em um estudo realizado por Becker et al. (2002) foi
observada uma super-expressdo de Gfap em astrocitos reativo. Segundo Morimoto et al.
(2004), associado ao processo de astrogliose que acompanha insultos epileptogénicos, foi
observado um aumento de Gfap, no hilo do giro denteado, uma semana e um més apds o
abrasamento elétrico.

Sistema imune e inflamagdo: um grupo de genes associados com as fungbes
imunitarias e inflamatdrias apresentou expressdo aumentada. Dentre eles estdo algumas
quimiocinas e seus receptores (CCL2, CCL3, CCL4, CXCR4) e citocinas e seus receptores
(FGF1, FGF2, FGF13, TNFSF7) (Let et al., 2007). Basicamente, a expressdo de FGF é
aumentada no hipocampo algumas horas ap6s o inicio das crises, alcancando niveis até seis
vezes maior no grupo epiléptico comparado com o controle, no giro denteado e em outras
areas do hipocampo e cértex, esse aumento ocorre entre 6 -24 h (BUGRA et al., 1994; FOLLESA
et al., 1994; GOMEZz-PINILLA et al., 1995; HUMPEL et al., 1993A; HUMPEL et al., 1993B). O
aumento do nivel desses mediadores inflamatérios pode influenciar na excitabilidade neuronal
e na resposta do cérebro as crises (DE SIMONI e IMERI, 1998). Quanto as citocinas anti-
inflamatdrias, em um estudo realizado por Kan et al. (2012) foi detectado um aumento na
expressao de IL-10 e IL-25 em pacientes com ELTM associada & esclerose hipocampal em
comparacdo com ELTM sem esclerose hipocampal e controles.

Reorganizacdo da expressdo génica: em alguns estudos foram avaliados os perfis de
expressdo hipocampal de fatores de transcri¢do, como do proto-oncogene c-fos, que possui
expressao aumentada durante uma hora apés a inducdo das crises. Outro fator de transcricdo
com expressao hipocampal alterada nas epilepsias € a proteina CREB, que é caracterizada por
se ligar a sitios CRE localizados na regido promotora de muitos genes (KASHIHARA et al.,
2000; MORGAN et al., 1987). Esses achados mostram que durante o processo epileptogénico

podem ocorrer alteracbes moleculares envolvidas na regulacéo da expressdo de uma variedade
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de genes, conhecidos com genes-alvo. Além do mais, estudos recentes em modelo animal
mostram que 0os miRNAs podem contribuir para a epileptogénese (ARONICA et al., 2010;
Hu et al., 2011; SONG et al., 2011). Através de estudos de expressdo diferencial em larga-
escala seguido de uma validagdo individual, Hu et al. (2011) identificaram quatro miRNAs
(microRNA-34a, microRNA-22, microRNA-125a, microRNA-21) que apresentavam a
expressdo alterada no hipocampo de animais submetidos a SE, em modelo de litio-
pilocarpina.

Assim, pode-se observar que estudos de expressdo génica diferencial tém contribuido
para 0 entendimento dos mecanismos moleculares associados ao estabelecimento e

consequéncias das crises epilépticas.

2.4 Genes de referéncia e Epilepsia do Lobo Temporal

Andlise da expressdo génica € uma abordagem comum para a investigacdo das vias
moleculares associadas a processos bioldgicos em condi¢cdes normais e de doenca (MAURER-
MOoRELLI, C. et al., 2012). Métodos para a quantificacdo da expressdo génica tem tido um
papel cada vez mais crescente nesses estudos. Tais métodos podem ser baseados em analise
individual da expressdo de determinados genes ou na andlise de expressdo de varios genes
simultaneamente. Existem analises de expressdo génica em larga escala, como hibridacdo em
microarranjos (microarray) e analise serial de expressdo génica (Serial Analyis of Gene
Expression - SAGE), ou os métodos podem se basear em andlises individuais, como
Nothern Blotting e RT-gPCR.

A metodologia RT-qPCR se tornou amplamente utilizada em estudos de expresséo
génica diferencial (BUSTIN et al., 2005). Entretanto, dada a alta sensibilidade desse método,
faz-se necessario um processo de normalizacdo preciso. Dentre as abordagens disponiveis
para normaliza¢do, uma das mais aplicadas baseia-se no uso de genes de referéncia. Para isto,
é importante uma selecdo cuidadosa e estringente de genes cujo nivel de expressdo possa ser
utilizado para corrigir pequenas variacOes referentes a quantidade e qualidade do RNA inicial
e a eficiéncia da sintese de cDNA (VALENTE et al., 2009). Tais genes (denominados de genes
de referéncia ou housekeeping genes) devem ser expressos de forma estavel, nos mesmos
niveis, nas diferentes condigdes experimentais, tecidos ou patologias investigadas
(WIERSCHKE et al., 2010).

Genes relacionados com processos basicos e estruturais da célula (Beta-actina,

gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase, subunidades ribossomais, beta-tubulina, e outros) tém
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sido utilizados diretamente como normalizadores em ensaios quantitativos. No entanto,
evidéncias na literatura sugerem que a expressao destes tipos de genes pode variar de acordo
com os tipos de células e as condicdes experimentais (CORDOBA et al., 2011; SCHMITTGEN €
ZAKRAJSEK, 2000; THELLIN et al., 1999). O uso de um controle interno ndo adequado no
processo de normalizacdo pode levar a resultados ndo confidveis. Portanto, € importante
validar os genes de referéncia para uma interpretacdo correta de dados de expressao génica.
Assim, é surpreendente que a maioria dos estudos de expressao génica diferencial na area da
epileptologia utiliza genes de referéncia sem uma prévia validacdo dos protocolos.

S6 recentemente, alguns estudos tém apresentado a importancia da caracterizagdo e
identificacdo de genes enddgenos adequados para andlises de RT-gPCR em estudos de
epilepsia (CHEN, J. et al., 2001; MAURER-MORELLI, C. V. et al., 2012; PERNOT et al., 2010;
WIERSCHKE et al., 2010). O presente estudo destina-se a investigar o perfil de expressao de
alguns genes de referéncia na epileptogénese, utilizando o modelo animal de ELT induzido

por pilocarpina via sisttmica e intra-hipocampal.
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3 OBJETIVOS

Geral

Contribuir para os estudos de expressao génica diferencial em modelos de epilepsia do lobo

temporal.

Especificos

Obter e avaliar o perfil de expressdo dos genes de referéncia selecionados, através de RT-
gPCR, em modelos de ELT induzido por pilocarpina;

Avaliar a estabilidade de expressdo dos genes de referéncia utilizando os programas geNorm,
NormFinder e BestKepeer;

Avaliar a expressdo relativa de Gfap em diferentes fases da epileptogénese, utilizando os

genes investigados neste trabalho como normalizadores end6genos;
Avaliar a expressdo relativa de B2m durante a epileptogénese;

Identificar, a partir de revisdo sistematica da literatura, genes que vem sendo estudados

através de analise de expressdo génica diferencial em modelos de ELT.
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4.1 Delineamento experimental
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Figura 2 - Delineamento experimental utilizado nesse estudo.

A
Den
e

Pilocarpina
Intraperitoneal
Reversdo

Pilocarpina  doSE
LP  (diazepam)

OoO—e—uw— —0

oh Fase
24h Cronica

l RS
Y Py
o~
- Grupo
T come
RT- gPCR
l * geNorm
Andlise dos dados *
l *  Bestkeeper

Validagdo
usando Gfap

Butilbrometo de
escopolamina
(30 antes da
PILO)

90" de SE

NormFinder

LY

L?ﬁ%ge !
ot
Pilocarpina

Intra-hipocampal

Pilocarpina
Cirurgia

<
Py
i

Salina
Intra-hipocampal

Reversdo
doSE

/salina I.H (diazepam)

o— 00— —o
e

7 dias 90" de SE

Levantamento dos
genes estudados em

Publed

RT-gPCR

= geNorm
Andlise dos dados = NormFinder

= Bestkeeper

““l ““l ““\

Validagao
usando Gfap

Andlise da consisténcia
dos dados de expressdo
génica

Identificacdo de genes para
andlises de expressdo génica
diferencial

Identificacdo e validagdo de genes de referéncia para analises de expressdo génica em modelo de ELT (A/B) e
(C) para o levantamento de genes que vem sendo estudados na literatura através de analise de expressdo génica

diferencial em modelos de ELT.

Fonte: Autora, 2013.
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4.2 Estabelecimento dos grupos experimentais e grupo controle

4.2.1 Animais

Os experimentos foram realizados utilizando 48 ratos Wistar, sendo que o
estabelecimento dos grupos foi realizado da seguinte maneira: 37 animais (grupo PILO
intraperitoneal, n=31 e controles, n=6) foram utilizados para experimentos realizados na
Universidade Federal de Alagoas e 11 animais para os experimentos na Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo.

Os animais machos de 90-100 dias, pesando entre 200 e 250g, foram mantidos a
22°C, em grupos de quatro animais por gaiola, submetidos a ciclo claro-escuro 12h/12h (as
luzes eram acesas as 8h), com livre acesso a comida e agua. Todos 0s procedimentos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Alagoas, processo: 011462/2010-83 (Apéndice A) e da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Séo Paulo (FMRP-USP). Os procedimentos foram realizados de
acordo com as orientagdes normativas para experimentacdo animal da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento. Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento

dos animais utilizados nos experimentos.

4.2.2 Grupos experimentais

Neste estudo, foram utilizados grupos experimentais baseados no modelo de SE
induzidos por pilocarpina intra-hipocampal e intraperitoneal.

4.2.2.1 Grupo PILO intraperitoneal

Foram utilizados 23 animais provenientes do biotério central da Universidade Federal
de Alagoas. Foram estabelecidos 3 grupos experimentais e 1 grupo controle: a) o grupo PILO-
i.p € composto por animais eutanasiados imediatamente ap6s o SE (G-Ohora, n = 6); b)
animais submetidos ao SE e eutanasiados 24 horas apds o SE (G-24horas, n = 6); ¢) animais
submetidos ao SE e eutanasiados apds a deteccdo de crises espontaneas (G-CR, n = 5) e d)
Grupo naive: animais ndo-manipulados (G-Naive, n = 6). Os grupos foram estabelecidos no
Laboratorio de Biologia Celular e Molecular, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
(ICBS) da Universidade Federal de Alagoas.
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4.2.2.2 Grupo PILO intra-hipocampal

Foram utilizados 11 animais provenientes do biotério da FMRP-USP. Foram
estabelecidos os seguintes grupos: A) Grupo experimental: constituido de animais submetidos
a injecdo intra-hipocampal de pilocarpina (G-24h i.h, n=5) e B) grupo controle (G-controle,
n=6) constituido de animais que foram injetados com salina (0.9%; 1ul) em substituicdo a
pilocarpina. Esses grupos foram estabelecidos no Laboratorio de Neurofisiologia e
Neuroetologia Experimental, da FMRP-USP. A metodologia utilizada esta descrita no anexo
A.

4.2.3 Inducdo e avaliacdo comportamental do status epilepticus induzido através de injecédo

intraperitoneal de pilocarpina

Para inducdo do SE, os animais foram submetidos a injecdo intraperitoneal (i.p.) de
Pilocarpina (320mg/kg) 30 minutos apos a administracdo de butilbrometo de escopolamina
(Img/kg, i.p).

Logo ap6s a administragdo de pilocarpina, os animais foram monitorados durante 60
minutos, utilizando-se uma filmadora digital (DCR-SR68, Sony Brasil LTDA). Para a
caracterizacdo do inicio do SE, o critério utilizado foi a ocorréncia de crises continuas que se
sustentassem durante o tempo minimo de cinco minutos apds a injecdo de Pilocarpina
(LOWENSTEIN € ALLDREDGE, 1998; SHORVON, 1994). Esse periodo foi dividido em 12
periodos de cinco minutos para a avaliacdo das alteracdes comportamentais. As crises
epilépticas de cada animal foram classificadas de acordo com a escala de crises limbicas

estabelecida por Racine (1972) e representada no quadro 1.
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Quadro 1- Escala comportamental de crises limbicas de Racine (1972).
0 — Imobilidade

1 - Automatismos faciais

2 - Mioclonias de cabeca

3 - Clonias uni ou bilaterais das patas anteriores

4 - Clonias das patas anteriores com elevagédo sobre as patas

posteriores

5 - Elevacéo das patas anteriores e queda atdnica com crises

clénicas generalizadas

Fonte: Racine, 1972.

Para a reversdao do SE, os animais foram tratados com diazepam (15-30mg/kg) via
intraperitoneal apds um periodo de 90 minutos, para alguns animais foram necessarias doses
adicionais de diazepam, com intervalos de 1h, para que o quadro de crises epilépticas fosse
cessado. Até trés dias apds o SE, quando necessario, foi realizada a reposicéo hidroeletrolitica

e nutritiva através da injecdo intraperitoneal de soro fisioldgico a 0,9% e soro glicosado a 5%.

4.2.4 Avaliacédo das crises espontaneas e recorrentes

A partir do terceiro dia apds o SE, os animais foram colocados individualmente em
gaiolas de acrilico e 0 seu comportamento foi monitorado e gravado, em media 6 horas por
dia, utilizando uma filmadora digital (DCR-SR68, Sony Brasil LTDA). A fase cronica foi
caracterizada pela presenca de pelo menos duas crises epilépticas espontaneas com gravidade

maior ou igual a 3, de acordo com a escala de Racine (1972).

4.2.5 Disseccéo das estruturas do Sistema Nervoso Central

Os animais foram eutanasiados em camara de gas carbénico (mantidos na camara até
queda e perda motora total) e decapitados para remocao do cérebro. Os hipocampos foram
imediatamente dissecados sobre superficie fria e rapidamente congelados em nitrogénio

liquido (-180°C). Os tecidos foram mantidos a -80°C até a etapa de processamento.
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4.2.6 Extracdo de RNA total de hipocampo de rato

O RNA total foi isolado utilizando o reagente Trizol de acordo com as recomendacdes
do fabricante (Invitrogen, CA, USA), com modificacdes.

Os hipocampos esquerdos dos ratos foram transferidos do freezer a -80°C para
nitrogénio liquido. A cada tubo contendo um hipocampo, foram adicionados 350 pL de
Trizol, a temperatura ambiente, e os conteddos foram homogeneizados com pistilos para
tubos. Em seguida, foram adicionados 140 pL de cloroférmio (proporcdo de 200 pL de
cloroférmio para 1mL de Trizol) e os conteldos foram homogeneizados por inversao e
mantidos a temperatura ambiente por cerca de 3 minutos. As amostras foram entéo
centrifugadas (Heal Force ® - High speed refrigerated bench) a 12000g durante 15 minutos a
4°C. A fase aquosa dos tubos (fase contendo RNA) foi transferida para tubos novos. O
restante do conteudo, interfase e fase orgéanica, foi armazenado em freezer a -80°C. Aos tubos
contendo as fases aquosas, foram adicionados 175uL de isopropanol (proporcéo de 500 pL de
isopropanol para cada 1mL de Trizol). As amostras foram mantidas a temperatura ambiente
por 30 minutos e, em seguida, centrifugadas a 12000g por 30 minutos a 4°C. Ap0s essa etapa,
o pellet de RNA foi visualizado. O isopropanol foi entdo removido cuidadosamente por
inversdo dos tubos e foi adicionado 1mL de etanol 75% para lavagem dos pellets, que foram
deslocados com auxilio do vortex. Os contetdos foram novamente centrifugados a 12000g
por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo desprezado, preservando o pellet. Os pellets
foram, em seguida, novamente lavados com 1mL de etanol 75% e centrifugados a 12000g por
5 minutos a 4°C. Apds esse processo, 0s sobrenadantes foram descartados e os tubos foram
mantidos invertidos sobre papel absorvente. Os pellets foram ressuspendidos em 30 pL de
agua millig tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e foram incubados por 20 minutos a
temperatura ambiente e durante 40 minutos em gelo para completa dissolucdo dos pellets.
Apo6s esses procedimentos, as amostras foram armazenadas em freezer a -80°C. Todas as
solugdes foram preparadas com agua tratada com DEPC.

4.2.7 Quantificacdo das amostras de RNA total
A concentragdo e a pureza dos RNAs foram avaliadas através de espectrofotometria

(Espectrofotometro Eppendorf BioPhotometer Plus). As amostras foram quantificadas a partir

da densidade 6ptica (OD) obtida em comprimento de onda de 260nm. A pureza desses RNAs
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foi avaliada a partir do célculo da razéo entre os valores de absorbancia nos comprimentos de
onda 260nm e a 280nm.

As tabelas 1, 2, 3, e 4 apresentam a quantidade total de RNA obtido e a razdo
OD260/ODygp das amostras purificadas. Pode-se observar que a concentracdo dos RNAs
purificados variou entre 1,227ug/ul e 3,616ug/ul, com média de 2,07+0,44ug/ul
(médiaxD.P.). Observa-se também que a média dos valores obtidos pela razdo OD,s0/OD2go
foi de 1,74+0,05, com valores minimo e maximo de 1,66 e 1,88, respectivamente. Esses dados
demonstram que essas amostras se apresentam adequadas para utilizacdo nas andlises por RT-
gPCR.

Tabela 1 - Concentracéo e quantidade total de RNA extraido de
hipocampos esquerdos dos animais do grupo experimental Oh.
Quantificacéo de

Razéo uantidade total de
Amostras ODygo / ODygg R(I:': /('ZEZ)GO IS\IA na amostra (pg)
1 1,72 2,312 69,36
2 1,66 2,42 72,6
3 1,71 2,384 71,52
4 1,74 2,152 64,56
5 1,82 1,844 55,32

Fonte: Autora, 2013.

Tabela 2 - Concentracao e quantidade total de RNA extraido de
hipocampos esquerdos dos animais do grupo experimental 24h.
Quantificacdo Quantidade total

Amostra Razao de RNA ODg, de RNA na
OD 60 / ODgg
(ng/ pL) amostra (ug)
1 1.88 2.399 71.97
2 1,80 1,429 42,87
3 1,81 2.042 61,26
4 1,83 2.004 60,12
5 1,78 1,227 36,81

Fonte: Autora, 2013.
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Tabela 3 - Concentracao e quantidade total de RNA extraido de
hipocampos esquerdos dos animais do grupo experimental crénico.
Quantificacdo de

Razéo uantidade total de
Amostra ODyg0 / ODyg R(I:Q /?122)60 RQNA na amostra (pg)
1 1,78 1,416 42,48
2 1,78 3,616 108,48
3 1,7 2,928 87,84
4 1,66 2,304 69,12
5 1,66 2,944 88,32

Fonte: Autora, 2013.

Tabela 4 - Concentracdo e quantidade total de RNA extraido de
hipocampos esquerdos dos animais do grupo controle-naive.

Quantificagao de Quantidade total de

Razéo

Amostras o op R('\:Q 832)60 RNA na amostra (ug)
1 1,71 1,744 52,32
2 1,74 1,888 56,64
3 1,72 2,216 66,48
4 1,72 2,336 70,08
5 1,67 1,392 41,76
6 1,69 1,6 48

Fonte: Autora, 2013.

4.2.8 Gel desnaturante de agarose 1%

A integridade do RNA extraido foi avaliada através de eletroforese em gel
desnaturante de agarose a 1%, contendo 17,6 mL de formaldeido (6,5%) e 10 mL (1x) de
MOPS 10X (0.2M MOPS, 50mM acetato de sédio, 5mM EDTA). Para tampdo de corrida,
foram preparados 500 mL do tampdo MOPS 1x (50mL de MOPS e 450mL de &gua tratada
com DEPC). A solucdo de aplicacao foi preparada utilizando tampao MOPS 1x, formaldeido
a 6,5%, formamida deionizada a 50%, 1ug de brometo de etidio, azul de bromofenol 1x e 3
puL de amostra de RNA (entre 3-7ug de RNA). Apds a corrida, o gel era visualizado em
transiluminador de luz UV (360nm) e fotografado através sistema digital de captura de
imagem Vilber Lourmat (ECX+20.M, Vilber Lourmat, France).

A integridade do RNA foi avaliada a partir de uma anélise qualitativa das bandas
referentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S. A figura 3 mostra os perfis eletroforéticos de
amostras de RNA total, representativas das demais. Pode-se observar que foram obtidos
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RNAs que ndo apresentam degradacdo evidente e que se encontram, portanto, adequados para
utilizacdo nas analises por gRT-PCR.

Figura 2 - Perfis eletroforéticos de amostras de RNA total

representativas das demais, em gel de agarose 1% desnhaturante.

28S

18S

Raias 1-6 — amostras referentes ao grupo controle Oh; 28S — subunidade 28S do
RNA ribossomal; 18S — subunidade 18S do RNA ribossomal.
Fonte: Autora, 2013.

4.3. Selecéo dos genes de referéncia

Foi feito um levantamento dos genes de referéncia que tém sido utilizados em estudos
de expressdo génica diferencial em modelos experimentais de ELT. Esse levantamento foi
feito a partir da literatura armazenada no banco de dados PubMed, disponivel na plataforma
National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/). Para essa analise, foram estabelecidos os seguintes
critérios: a) publicacdes disponibilizadas entre janeiro de 2005 e dezembro de 2011, b) dados
gerados através de RT-gPCR ou RT-PCR semiquantitativa, e ¢) dados obtidos a partir dos
modelos induzidos por pilocarpina ou por cainato.

Nesta revisdo sistematica, foram consultados 81 artigos, nos quais identificamos 12
genes diferentes que foram utilizados como normalizador endégeno (Figura 4). Desses genes,
0s mais utilizados foram, respectivamente, gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (Gapdh;
43%), Beta-actina (Actb; 29%) e RNA ribossomal 18S (Rn18s; 7%).
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Figura 4 — Genes utilizados como referéncia na literatura dos Gltimos 7 anos.

m Gapdh

m Actb

= Rn18s

m Ppia

= Syp

B SmRNA

m Hprtl

E Polrla
B2m

B Tubb2a

u Arbp
Tbp

Gapdh — gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase; Actb — beta-actina; Rn18s — RNA ribossomal 18S; Ppia —
Peptidil-prolil-isomerase A (Ciclofilina A); Syp — sinaptofisina; SMRNA — RNA mensageiro sintético; Hprtl —
hipoxantina-guanina-fosforibosiltransferase; Polrla — RNA polimerase | murino; B2m — Beta-2-microglobulina;
Tubb2a — beta-tubulina; Arpb — fosfoproteina ribossomal acidica PO; Tbp — proteina ligadora de TATA box.
Fonte: Autora, 2013

Com base nesses dados, foram selecionados os seguintes genes para este estudo:
Hprtl, Polrla, Rn18s, Syp, Gapdh, Actb, Ppia, Tubb2a e B2m. Além desses, foram incluidos
nas analises, 0os genes da beta-glucuronidase (Gush) e da proteina ribossomal, grande, P1
(Rplpl), que sdo tradicionalmente utilizados como genes de referéncia em experimentos de
RT-gPCR.

4.4 Desenho dos primers para os genes selecionados

O desenho de primers foi realizado com o auxilio do programa Oligo Explorer 1.4
(Gene Link, NY, USA), a partir das sequéncias de RNAm disponibilizadas no banco de dados
(NCBI). Os primers foram desenhados em éxons diferentes para possibilitar a discriminacédo
de produtos de amplificacdo de DNA gendémico. A tabela 5 apresenta as sequéncias dos
primers desenhados, os nimeros de acesso no NCBI e os tamanhos dos amplicons para 0s
genes de referéncia selecionados e para o0 gene Gfap, utilizado no processo de validacdo dos

dados.



Tabela 5 - Genes, numero de acesso no NCBI, sequéncia dos primers desenhados e tamanho dos fragmentos amplificados pelos primers utilizados no

estudo.
Gene Simbolo* NUmero de acesso (NCBI) Sequéncia dos primers 5°-3’ Amplicon (pb)

Beta-tubulina Tubb2a NM_001109119.1 F-TTGTGTTCGGTCAGAGTGGT 103
R - GACTCCTTCCTCACCACATC

Beta-2-Microglobulina B2m NM_012512.1 F- ATCTTTCTGGTGCTTGTCTCT 140
R - TGAGGTGGGTGGAACTGAGA

Beta-actina Actb NM_031144.2 F - AGCCTTCCTTCCTGGGTATG 92
R - GAGGTCTTTACGGATGTCAAC

Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase Gapdh NM_017008.3 F-TCCCATTCTTCCACCTTTGATGCT 104
R - ACCCTGTTGCTGTAGCCATATTCAT

Beta-glucuronidase Gusb NM_017015.2 F - CCGTGGAACAGGGAATGAG 121
R - CTCAGGTGTTGTCATCGTCA

Peptidil-prolil-isomerase A (Ciclofilina A) Ppia NM_017101.1 F- AGCACTGGGGAGAAAGGATT 174
R- GATGCCAGGACCTGTATGCT

RNA polimerase | murinho Polrla NM_031772.1 F - CAGGAGAAGTGCCTGAGACC 188
R-TCCTCCTCTCTCCGATTCCT

Proteina ribossomal, grande, P1 Rplpl NM_001007604.1 F - GCATCTACTCCGCCCTCA 58
R - ATCTTATCCTCCGTGACCGT

Hipoxantina-guanina fosforibosil-transferase Hprtl NM_012583.2 F— AGGCCAGACTTTGTTGGATT 119
R-GCTTTTCCACTTTCGCTGAT

Sinaptofisina Syp NM_012664.2 F - CCACGGACCCAGAGAACATT 123
R - TCAGGAAGCCAAACACCACT

RNA ribossomal 18S Rn18s NR_046237.1 F - GATCCATTGGAGGGCAAGTCT 103
R - CCAAGATCCAACTACGAGCTTTTT

Proteina glial fibrilar &cida Gfap NM_017009.2 F - AACCGCATCACCATTCCTGT 123

R - CATCTCCACCGTCTTTACCAC

Fonte: Autora, 2013.

8¢
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4.5 Experimentos de RT-qgPCR

4.5.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Apos a extragdo do RNA total, as amostras foram tratadas com DNase. Aos volumes
das amostras correspondentes a 3pug de RNA total, foram adicionados tampao de DNase 1x
(Ambion), 1U de DNase (Ambion) e 2U de RNaseOUT™ (Invitrogen). As reacdes foram
incubadas a 37°C por 30 minutos. Foi, entdo, adicionado EDTA 5 mM e as reaces foram
incubadas a 75°C por 10 minutos. Apos o tratamento, todas as amostras foram armazenadas a
-80°C.

A sintese de cDNA foi realizada utilizando o High Capacity® kit (Applied
Biossystems) de acordo com as instru¢bes do fabricante. Foram adicionados na rea¢ao 2ulL
RT Buffer (10x), 0,8uL de dNTP mix 25x (100Mm), 2uLL de RT Random Primers (10x) e
luL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL). A quantidade inicial de RNA
utilizada foi de 1pug. As reagdes foram incubadas a 25°C por 10 min, 37°C por 120 min e 85°C
por 5 min. Apos a sintese, foram adicionados 180uL de dgua millig tratada com DEPC. Todas

as amostras foram divididas em quatro aliquotas e armazenadas a -80°C.

4.5.2 Reacédo de amplificacéo

A obtencdo dos perfis de expressao foi realizada através da metodologia RT-qPCR. As
reacOes foram realizadas utilizando o equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR Systems
(Applied Biosystems).

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas em duplicatas e consistiram em 2,5 pL de
cada amostra de cDNA, 6 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen), 3 pL de cada
primer a uma concentracao final especifica (tabela 6) € 0,5 pL de 4gua, em volume final de 12
uL. As reacOes de amplificacdo ocorreram nas seguintes condigdes: desnaturacdo a 95 °C por
10 minutos e 40 ciclos de amplificacdo a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao
final, foi realizada uma etapa de dissocia¢do a 95°C por 15 segundos, 60°C por 1 minuto e
95°C por 15 segundos, para geracao da curva de dissociagdo. O numero de ciclos de PCR em
que a fluorescéncia atingiu o limiar (threshold) na curva de amplificacdo — ciclo threshold
(Cy) — foi determinado automaticamente pelo programa StepOnePlus™ (Applied

Biosystems).
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Tabela 6 - Concentracdo dos primers utilizadas nas
reacoes de RT-gPCR.

Concentracao final na

Gene reacio (uM)
Actb 0,2
Ppia 0,6
Polrla 0,4
Tubb2a 0,4
Gapdh 0,4
Gusb 04
B2m 0,4
Rplpl 0,2
Hprtl 0,4
Syp 0,4
Gfap 0,2

Fonte: Autora, 2013.

4.5.3 Determinacdo da eficiéncia de amplificacdo e analise da curva de dissociacdo

Para determinacdo da eficiéncia de amplificacdo, foram geradas as curvas-padrao
baseadas em cinco pontos de dilui¢cdes (1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320). Para isso, utilizou-se o
valor de Ct obtido em cada diluicdo versus o log das respectivas diluigdes. A partir da
correlagdo entre esses dois fatores, as eficiéncias de amplificacdo (E) foram determinadas
através da formula:

E = [10¢Y5°P® _ 1] x 100,
em que slope é a inclinagdo da reta obtida.

A validacdo da eficiéncia de amplificacdo em experimentos de RT-gPCR é essencial,
pois os célculos realizados para obtengdo dos niveis de expressdo relativa através do méetodo
244° (Livak & Schmittgen, 2001) partem do pressuposto de que as reacOes apresentam
eficiéncia de amplificagdo dentro do intervalo de 90-110%. A tabela 7 apresenta as eficiéncias
de amplificacdo para cada gene. Pode-se observar que as reacOes referentes aos genes Polrla,
Tubb2a, Gapdh, Gush, g2m, Actb, Ppia, Rplpl e Gfap apresentaram eficiéncia dentro do
intervalo de 90-110%. Para Sinaptofisina e Hprtl, a eficiéncia de amplifica¢do foi menor que

90% e, portanto, esses genes foram excluidos das analises de RT-qPCR.
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Para verificar a especificidade de amplificacdo das reacdes e formacao de dimeros, foi
realizada a curva de dissociacdo. A figura 5 apresenta as curvas de dissociacdo dos genes que
apresentaram eficiéncia de amplificacdo entre 90-110%. Podemos observar a presenca de
apenas um pico nas curvas, 0 que revela auséncia de amplificacGes inespecificas ou de

formagao de dimeros de primers.

Tabela 7 - Eficiéncia de amplificacdo das reagdes de RT-qPCR referentes
aos genes analisados.

Gene Eficiéncia (%)
Actb 96,61
Ppia 100,07

Polrla 92,47
Hprtl 86,32
Tubb2a 95,46
Gapdh 96,57
Gusb 99,70
B2m 98,81
Syp 78,08
Rplpl 95,79
Gfap 91,18

Fonte: Autora, 2013.



Figura 5 - Curvas de dissociacdo obtidas dos primers dos genes analisados, geradas pelo
programa StepOnePlus™ (Applied Biosystems).
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4.6 Andlise da estabilidade de expressao dos genes utilizando os programas NormFinder,
geNorm e BestKeeper

As andlises dos perfis de expressdao foram realizadas com o auxilio dos programas
geNorm (http://medgen.ugent.br/~jvdesomp/genorm/), NormFinder (http://
www.mdl.dk/publicationsnormfinder.ntm) e BestKeeper (http:// www.wzw.tum.de/gene-

quantification/bestkeeper.html).

4.6.1 geNorm

O software geNorm (VANDESOMPELE et al., 2002) tem como fun¢bes ranquear 0S
genes quanto a estabilidade de expressdo e indicar 0 nimero minimo de genes necessarios
para serem usados na normalizacdo dos dados de expressao génica. Para isso, os valores de Ct
obtidos devem ser convertidos em quantidades relativas de expressdo. E isto foi feito

utilizando o método 27

(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Essas quantidades relativas sdo
exportadas para o programa geNorm que calcula a medida de estabilidade de um gene através
da comparacao da expresséo relativa de cada um dos genes com a expresséo relativa de todos
0s outros genes, por meio de uma analise aos pares. Essa analise gera um valor de variacdo de
expressdo para cada um dos genes em comparagdo com a expressdo dos demais genes (analise
aos pares). Em seguida, é calculada a média aritmética desses valores de variacgdo,
denominada de indice M. Assim, quanto menor o valor de M, menor variabilidade de
expressdo e, portanto, mais estavel é o gene. O programa geNorm recomenda que o valor de

M seja menor que 1,5 para poder ser incluido nas analises (VANDESOMPELE et al., 2002).

4.6.2 NormFinder

Assim como no programa geNorm, a analise do programa NormFinder (ANDERSEN et
al., 2004) também requer que os valores de C+ sejam convertidos em quantidades relativas de
expressdo. A andlise desse programa leva em consideracdo a variacdo de expressdo do gene
nas condicGes experimentais analisadas, calculando a variagdo intragrupo e inter-grupo
apresentada por cada gene. A partir desse dado, o programa calcula o valor de estabilidade de
cada gene. Assim, quanto menor a variagdo da expressdo do gene dentre as amostras, menor é

o0 seu indice de estabilidade e, portanto, maior a estabilidade de expressdo do gene.
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4.6.3 BestKeeper

O programa BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) ndo requer a conversdo para quantidades
relativas como nos programas anteriores, este software utiliza os valores de C+ obtidos para 0s
genes candidatos em todas as condicOes testadas. Esse programa estima a estabilidade global
de expressdo dos genes estudados atraves da andlise do desvio padrdo da média dos valores
Ct (D.P. [xC+]. Todos os genes que apresentam desvio-padrdo menor do que 1 possuem uma
expressao mais estavel e, por isso, sdo utilizados no calculo do BestKeeper Index. Tal indice
consiste na média geométrica dos valores de Ct de cada gene para as respectivas amostras.
Em seguida, é realizada uma anélise de correlacdo aos pares e uma analise de regressdo versus
o0 valor do célculo do BestKeeper Index. Essa andlise gera um coeficiente de correlacdo (r),
que pode ser utilizado para avaliar a estabilidade de expressdo. Sendo assim quanto mais
proximo de 1 for o valor de (r), maior a correlagdo entre o gene analisado e o indice

BestKeeper e, portanto, mais estavel é a expressdo do gene.
4.7 Analises da expressao relativa de Gfap e B2m

Para testar os dados gerados pelos programas NormFinder, geNorm e BestKeeper, 0
perfil de expressédo do gene Gfap foi avaliado utilizando os genes de referéncia investigados
nesse estudo. A escolha do uso de Gfap como marcador ndo foi aleatdria, alguns estudos
demonstraram que ha um aumento da expressao desse gene nos modelos de pilocarpina e de
cainato (LAUREN et al., 2010; TANG, Y. et al., 2002; Xu et al., 2011). Além do mais, também
foi observado o aumento da expressao de Gfap no hipocampo de pacientes com ELT (OzBAs-
GERCEKER et al., 2006). Adicionalmente, também foi feita uma analise de expressao
diferencial do gene B2m. Essas analises foram realizadas através do método 2! (Livak e

SCHMITTGEN, 2001).
4.8 Andlises estatisticas
Os resultados das analises dos grupos experimentais (PILO-i.p e PILO-i.h) e controle

foram avaliados estatisticamente através de analise utilizando ANOVA e Kruskal-Wallis ou

Bonferroni test e Test t (GraphPad Prism, verséo 5.00).
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4.9 Revisdo sistematica dos genes estudados na literatura através de expressdo

diferencial durante o processo epileptogénico

A partir dos artigos que atenderam aos critérios listados no tépico 4, foi realizada uma
revisdo sistematica dos genes que vém sendo avaliados quanto a expressao diferencial durante
0 processo epileptogénico. Para isso, foram coletadas as seguintes informagdes: a) genes
estudados, b) fungdes e processos biologicos em que esses genes estdo envolvidos, a partir do
banco de dados Gene Ontology (NCBI), c¢) estrutura do sistema nervoso central avaliada, d)
tempo do processo epileptogénico em que foram realizadas as andlises, e €) a metodologia

empregada.
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5 RESULTADOS

5.1 ldentificacdo de genes de referéncia para analise de expressdo génica em modelo de

pilocarpina intraperitoneal

5.1.1 Niveis relativos de expressdo dos potenciais genes de referéncia durante a

epileptogénese.

Avaliamos através de RT-qPCR, o perfil de expressdo dos potenciais genes de
referéncia no hipocampo de animais em diferentes periodos da epileptogénese induzida pela
injecdo i.p. de pilocarpina. A figura 6 mostra as médias dos valores de Ct obtidos para cada
gene (Actb, B2m, Gapdh, Gusb, Tubb2a, Ppia, Rplp1, Polrla), refletindo o nivel de expressdo
nas condi¢cBes experimentais e controle (animais naive) analisados. Podemos observar que
todos os genes apresentaram valores médios de Ct que variam entre 16,96 (Gapdh) e 29,45
(Gusb), indicando que esses sdo, respectivamente, 0s genes mais € menos expressos no tecido
analisado, pois o valor do Ct do gene é inversamente proporcional a abundancia de seus
transcritos no tecido. Observamos também que apenas Gusb apresenta uma diferenca de
expressao significante entre os grupos experimentais (condi¢cbes Oh e 24h, P = 0,0286),
indicando que este gene, particularmente, apresenta uma variacdo nos niveis de transcritos

nesses periodos da epileptogénese.
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Figura 6 - Niveis de expressao dos genes de referéncia selecionados para o estudo. Os valores das
médias de Ct (treshold cycle) obtidos do RT-gPCR.
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* 0h comparado com 24h, p <0,05. Two-way ANOVA.
Fonte: Autora, 2013.

5.2 Estabilidade de expressdo

Para determinar a estabilidade de expressdo dos potenciais genes de referéncia em
diferentes fases da epileptogénese, foram utilizados, independentemente, os softwares
geNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen, Jensen e Orntoft, 2004) e
BestKeeper (Pfaffl et al., 2004).

5.2.1 GeNorm

O programa GeNorm gera valores médios de estabilidade de expressdo de cada gene (indice
M) que estdo apresentados na figura 7A. Os valores de estabilidade gerados variaram entre
(0,24 < valor de M < 0,49), sendo a combinagéo dos genes Actb/Rplpl e o gene Gusbh
apontados, respectivamente, como 0S que apresentam uma maior € menor estabilidade na
expressdo. Este programa calcula também a melhor combinagdo de genes através de
eliminacdo automatica dos genes com expressdo menos estaveis de acordo com os valores de
(M). Assim Actb e Rplpl foram apontados como a combinagéo dos genes com expressédo mais
estavel. Este software foi utilizado também para determinar o nimero minimo de genes de

referéncia necessarios para uma normalizacdo adequada. Este célculo é feito através de uma
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anélise de variacdo aos pares (Vn /n +1), onde V é a variacdo entre dois pares de genes
normalizadores. O programa estabelece um ponto de corte de 0.15, abaixo desse valor a
insercdo de um gene de referéncia é desnecessaria (VANDESOMPELE et al., 2002). Na figura
7B, observa-se que o valor de V2 / 3 foi de 0.104, abaixo do ponto de corte, indicando,
portanto, que dois genes de referéncia (Actb / Rplpl) séo suficientes para uma normalizagdo
adequada da expressao génica nas condigOes experimentais investigadas.

Figura 7 - Selecdo dos genes de referéncia mais adequados para a normalizacdo em modelo de
PILO-sistémica, usando o software geNorm.
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A) Caélculo da média da estabilidade de expressdo e exclusdo gradual dos genes menos estaveis. Para cada gene,
foi calculado o valor de M. O eixo X da esquerda para a direita indica a posicdo dos genes de acordo com a sua
estabilidade de expressdo. B) Determinacdo do melhor nimero de genes de referéncia para a normalizacao.

Fonte: Autora, 2013.
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5.2.2 NormFinder

Os valores de estabilidade para cada gene, também foram calculados pelo programa
Normfinder (Fig 8A). Podemos observar que Tubb2a, Gapdh, Polrla, Rplpl, Actb, Ppia, B2m
e Gusb, apresentam indice de estabilidade entre 0,119 e 0,378. Gusb foi indicado novamente
como o gene mais instavel (0,378). A melhor combinacéo de genes de referéncia indicado foi
Rplpl/Tubb2a. Esses conjuntos de dados estdo em conformidade com os obtidos através do
programa geNorm.

5.2.3 Bestkeeper

Na figura 8 B, temos os valores dos coeficientes de correlacdo (r) obtidos através da analise
de correlacdo entre genes de referéncia e o BestKeeper Index. Podemos observar que a melhor
correlacdo foi obtida para Tubb2a (r = 0,963), seguido por Polrla, Rplpl, Actb e Gapdh. Mais
uma vez, o gene Gusb apresentou menor coeficiente de correlacdo (r) para o Bestkeeper
Index, constituindo o gene com menor estabilidade de expressdo e, dessa forma, menos

indicado para ser utilizado como gene de referéncia.
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Figura 8 - Classificagédo dos putativos genes de referéncia com base em valores de estabilidade
calculadas através dos programas NormFinder (A) e BestKeeper (B) em modelo de PILO

sistémica.
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Fonte: Autora, 2013.
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5.3 Validacéo dos genes de referéncia

Com o objetivo de validar os resultados obtidos para os genes de referéncia, foi
realizada uma analise de expressdo relativa do gene Gfap (Figura 9). Para as analises, foram
utilizados como normalizadores enddgenos os oito genes de referéncia, separadamente, ou nas
melhores combinagdes indicadas pelos programas geNorm e NormFinder. Podemos observar
que os niveis de Gfap, quando normalizados por Actb / Rplpl (geNorm) ou Rplpl/Tubb2a
(NormFinder), séo significantemente maiores no grupo G-24horas, em comparacdo aos
grupos G-Ohora e Naive (p < 0,05). Esse perfil de expressdo foi reproduzido quando
utilizamos como normalizadores enddgenos os genes Actb, Rplpl, Tubb2a, Gapdh, Gusb,
Ppia, B2m e Polrla, separadamente. Entretanto, quando Gusb foi utilizado como
normalizador, a diferenca de expressao de Gfap so foi significantemente diferente entre os
grupos G-24horas e G-Naive (P<0.005).

Figura 9 - Quantificac@o da expresséo relativa de Gfap no hipocampo de ratos injetados PILO-

sistémica.
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Os dados de Gfap obtidos por RT-gPCR foram normalizados por oito genes de referéncia e pela melhor
combinacdo de genes segundo geNorm e NormFinder (média + DP). O diagrama mostra os niveis medios de
transcricdes de Gfap na epileptogénese (G-Ohora e G-24horas), periodo de cronico (G-CR) e animais naive (G-
Naive). * G-24horas comparado com o G-Ohora ou G-Naive, p <0,05; *** G-24horas em compara¢do com o G-
Naive, p <0,05. One-way ANOVA Kruskal-Wallis.

Fonte: Autora, 2013.
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5.4 ldentificacdo de genes de referéncia para analise de expressdo génica em modelo

animal de pilocarpina intra-hipocampal

Com o objetivo de avaliar se os dados obtidos nas analises dos genes de referéncias no
modelo de inducdo sistémica sdo aplicaveis em outras condigcdes experimentais, realizamos as
mesmas analises no modelo da inje¢do intra-hipocampal de pilocarpina. Para isto, foi
realizado, através de RT-gPCR, a anélise dos niveis de expressdo dos genes Actb, Rplpl,
Tubb2a, Gapdh, Gush, Ppia, B2m e Polrla no hipocampo dos animais eutanasiados 24h apds
0 SE e de animais controle. A avaliacdo da estabilidade da expressédo dos genes de referéncia

foi realizada com o auxilio dos softwares geNorm, NormFinder e Bestkeeper.

5.4.1 GeNorm

A figura 10A apresenta os valores do indice M gerados por esse software para cada
gene. Podemos observar que Gapdh e Ppia foram apontados como 0s genes com expressao
mais estavel (M = 0,135), e 0 gene B2m como 0 gene com expressdo menos estavel (M =
0,357). O geNorm também foi usado para determinar o nimero minimo de genes de
referéncia necessarios para uma normalizacdo adequada. Na figura 10B, observa-se que, 0
valor de V2 / 3 foi de 0,082, abaixo do valor de corte (0,15), indicando, portanto, que dois
genes de referéncia (Gapdh / Ppia) séo suficientes para normalizacdo da expresséo génica nas

condicdes experimentais investigadas.
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Figura 10 - Selecdo dos genes de referéncia mais adequados para a normalizagdo em modelo de

PILO-intra-hipocampal, usando o software geNorm.
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Fonte: Autora, 2013.

5.4.2 NormFinder

Na figura 11 A, temos os valores de estabilidade calculados por esse programa para cada

gene. Com base nos resultados, pode-se observar que o gene Rplpl foi apontado como o gene

com expressdo mais estavel (valor de estabilidade = 0,076). Ja o gene B2m (valor de

estabilidade = 0,206) foi indicado, novamente, como o gene menos estavel. Além disso, o
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programa determinou que a melhor combinagéo de dois genes para normalizacdo de dados de
RT-gPCR é Actb e Gapdh, com valor de estabilidade de 0,052.

5.4.3 BestKeeper

Através do programa BestKeeper foi possivel obter os valores dos coeficientes r
obtidos através da analise de correlacdo dos genes com o BestKeeper Index. Podemos
observar que o0s genes Rplpl e Actb apresentaram igualmente a melhor correlacdo obtida (r =
0,968) e, por isso, foram considerados 0s genes com expressdo mais estaveis. Ja o gene B2m
apresentou o menor valor de r (r = 0,766), constituindo o gene com menor estabilidade de
expresséo e, dessa forma, menos indicado para ser utilizado como gene de referéncia (fig. 11
B)

Figura 11 - Classifica¢io dos putativos genes de referéncia com base em valores de estabilidade
calculadas através dos programas NormFinder (A) e BestKeeper (B) em modelo de PILO intra-
hipocampal.
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Fonte: Autora, 2013.

5.5 Validacdo dos genes de referéncia para o modelo experimental de pilocarpina via

intra-hipocampal

O perfil de expressdo de Gfap nos grupos experimental e controle foram obtidos através de
normalizacdo com os diferentes genes de referéncia (Figura 12). Quando utilizamos 0s genes
Actb, Rplpl, Tubb2a, Gapdh, Gusb, Ppia e Polrla como normalizadores enddgenos, observa-
se que os niveis de Gfap foram significantemente maiores no grupo experimental quando
comparado com o0 grupo controle. Somente quando B2m foi utilizado como gene
normalizador, o aumento significante dos niveis de mMRNA de Gfap ndo foi revelado no
hipocampo dos ratos eutanasiados 24 horas ap6s a SE. De fato, essa observacdo confirma os
dados gerados pelos programas geNorm, NormFinder e BestKeeper, em que B2m foi o gene

que apresentou expressdo menos estavel.
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Figura 12 - Quantificacio da expresséo relativa de Gfap no hipocampo de ratos injetados PILO
intra-hipocampal.
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Os dados de Gfap obtidos por RT-qPCR foram normalizados por oito genes de referéncia (média + DP). O
diagrama mostra os niveis médios de transcri¢des de Gfap na fase aguda da epileptogénese (G-24horas) e grupo

controle.*p < 0,05; NS — ndo significativo.
Fonte: Autora, 2013.

5.6 Avaliacdo da expressao relativa de B2m na epileptogénese

Os dados obtidos nas analises anteriores no modelo de SE induzia pela injecdo intra-
hipocampal de pilocarpina sugerem que o gene B2m sofre uma modulagdo em sua expressao
na fase aguda da epileptogénese (24h). Para investigar esta questdo, avaliamos o perfil de
expressdo de B2m durante a epileptogénese em modelo de SE induzido pela injegéo i.p. de
pilocarpina. Nestas andlises, utilizamos Actb como gene de referéncia. As analises foram
realizadas através de RT-qPCR (figura 13). Podemos observar que os transcritos B2m
apresentaram niveis significantemente maiores no tempo 24horas quando comparados com 0

grupo naive.
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Figura 13 - Quantificagdo da expresséo relativa de B2m no hipocampo de ratos injetados PILO
intraperitoneal.
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Os dados de B2m obtidos por RT-gPCR foi normalizado por Actb. O diagrama mostra os niveis médios de
transcricdes de B2m na epileptogénese (G-Ohora e G-24horas), periodo de crénico (G-CR) e animais naive (G-
Naive). * G-24horas comparado com o G-Naive, p <0,05.

Fonte: Autora, 2013.

5.7 Levantamento de genes que vem sendo estudados através de andlise de expressao
génica diferencial em modelos de ELT

Foi feito um levantamento dos genes que vem sendo investigados quanto a expressao
génica diferencial em modelos experimentais de ELT. Esse levantamento foi realizado a partir
da literatura disponivel no banco de dados PubMed, disponivel no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Ver metodologia). Foram analisados 81 artigos, através
dos quais foram identificados 211 genes que tiveram suas expressdes analisadas; destes, 36
foram estudados em dois ou mais trabalhos independentes. Dentre os 36 genes mais
estudados, sete genes tiveram sua expressdo analisada em trés ou mais estudos (Fig. 14)
(Quadro 2).
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Figura 14 - Genes que foram estudados nos ultimos 7 anos através de analise de expressdo génica
diferencial em modelos de ELT.

Bdnf — fator neurotréfico derivado do cérebro; 1l1b — interleucina 1-beta; Ptgs2 - prostaglandina-endoperéxido
sintase 2; Nos2 — 6xido nitrico sintase-2; Tnf — fator de necrose tumoral alfa; Kcnmal — canal de potassio calcio-
ativado, subfamilia M, membro alfa 1.

Fonte: Autora, 2013.



Quadro 1 - Informacdes e perfil geral de expressdo dos genes estudados em trés ou mais artigos.

AUTOR, REVISTA e MODELO METODO DE AREA/TIPQ DE TEMPO DO
GENE ESTUDADO | GENE ID ANO DE _ EXPERIMENTAL ANALISE DE EXPRESSAO PROCESSO
PUBLICACAO EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EPILEPTICO
Gleeson et al., Brain - 24 horas pos-injecdo de
Behav Immun 2010. K.R.SC. RT PCR (TagMan) HIP. 1 cainato P e
ﬁgﬁ?g;gf;gg?' ! K. R. IP. RT PCR Semiquantitativa HIP.(DG) 1 in%ggggs dizs‘lEhoras pos
Exons IIAelIB | HIP. — |-1 hora, 12 horas e 24
horas pés-injecao de
cainato
HIP. 1t | -3 horas pés-injecdo de
cainato.
HIP. | |- 6 horas pds-injecdo de
Bdnf (fator cainato
neurotréfico derivado 24225
do cérebro) Exons |, IIC, V, HIP. 1 |- 3 horas e 6 horas pds-
Aid et al.. J Neurosci VI, VI, IXA injecdo de cainato
z K. R. SC. RT PCR Semiquantitativa HIP. — |- 1 hora, 12 horas e 24
Res. 2007. L
horas pos-injecéo de
cainato
ExonsllleVI | HIP.— |-1,3,6,12e 24 horas
pos-injecdo de cainato
Exon IV HIP. — |- 1 hora pos-inje¢do de
cainato
HIP. 1T |-3,6,12e 24 horas pos-
injecdo de cainato

P — Pilocarpina; K — cainato; IP — via intraperitoneal; - SC — via subcutanea; ICV — via intracerebroventricular; IH — via intra-hipocampal; ns. — via ndo-especificada; M —
camundongo; R — rato; HIP — hipocampo; IPS. — ipsilateral; CON. — contralateral; CA1 — cornu ammonis 1; CA3 — cornu ammonis 3; DG — giro denteado; P15 — 15 dias p0s-
natal; 1 super-expresso; | sub-expresso; — sem alteragdo na expressao.

Fonte: Autora, 2013.




Quadro 2 (continuacao)

AUTOR, REVISTA e MODELO METODO DE ANéLISE AREA / TIPO DE TEMPO Ul

GENE ESTUDADO | GENE ID ANO DE EXPERIMENTAL DE EXPRESSAO EXPRESSAO PROCE!
PUBLICACAO GENICA DIFERENCIAL EPILEPT ]

Ruiz et al., Brain Res. L - 24 horas, 10 dias, 1 més e

2011, P.R.IP gRT-PCR (TagMan) HIP. 2 meses pos-SE

Chen et al., J Neurosci. PR IP. RT PCR Semiquantitativa HIP. 1 - 3 horas p6s-inducéo do

2007 SE

Lubinetal., J . - Exons 1, 11, 1V, - 2,5-3 horas pds-injecéo
Bdnf (fator NeUrocher 2007 K.R. IP, RT PCR Semiquantitativa | =\ o'V | HIP(CAL) 1 | & = 10res POSTINIEG
neurotroéfico derivado 24225
do cérebro) Sumanont et al., Biol - 6 horas pos-injecdo de

Pharm Bull. 2007. K. R.IP. gRT PCR (SYBR Green) HIP. 1t cainato

pan-Bdnf HIP. t - 30 min. e 90 min. p6s-SE
HIP — - 24h pés-SE
Lau et al., Proc Natl
Acad Sci U S A. 2010. P.R.ns. GRT-PCR (SYBr Green) | 10 3 yTR HIP.—  [-30 min. e 24 horas pés-
Bdnf SE
HIP. 1 - 90 min. pds-SE

Gleeson et al., Brain - 24 horas p06s-inje¢do de

Behav Immun 2010. K.R.SC. RT PCR (TagMan) HIP. 1 cainato

Kuteykin-Teplyakov et - 7,5 horas, 10 horas e 16
I11b (interleucina 1 al E);)ilepsiap2)£)09 LP.R. IP. ART PCR (SYBR Green) HIP. 1 horas pés-inicio do SE
beta) 24494 K '

Lee et al., Neurosci K R IP RT PCR (SYBR Green) HIP. (CAL e CA3) - 3 dias pos-injecéo de

Lett. 2008 o q ' N 1 cainato

Yang et al., Epilepsia KR IP. RT PCR (SYBR Green) HIP. 1 - 12 horas pds-SE

2010.

(induzido em P15)
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Quadro 2 (continuacao)

AUTOR, REVISTAEe MODELO METODO DE ANéLISE AREA / TIPO DE TEMPO DO
GENE ESTUDADO | GENE ID ANO DE EXPERIMENTAL DE EXPRESSAO EXPRESSAO PROCESSO
PUBLICACAO GENICA DIFERENCIAL EPILEPTICO
Cardoso et al., J Control . - 24 horas pos-injecdo de
Release 2010 K. M. ICV. gRT PCR (SYBR Green) HIP. (direito) 1 cainato
HIP. IPS. 1 - 5 horas e 7 dias p6s-SE
111b (interleucina 1 HIP. IPS. — - 24 horas, 2 dias e 21 dias
beta) 16176 Pernot et al.., Epilepsia pos-SE
2011. K-M.1H. ART-PCR (SYBR Green) HIP. CON. 1 =7 dias pos-SE
HIP. CON. — - 5 horas, 24 horas, 2 dias
e 21 dias p6s-SE.
HIP. (direito) 1 - 2 horas pos-inicio de
Joseph et al crise de nivel 5 (escala de
Neufoscien&a 2006 K. R. IP. gRT PCR (TagMan) Racine)
' ' HIP. (direito) — - 6 horas e 24 horas ap0s 0
29527 inicio do SE
Kuteykin-Teplyakov et - 7,5 horas, 10 horas, 13
yKIn-1epty LP. R. IP. gRT PCR (SYBR Green) HIP. 1 horas, 16 horas, 19 horas e
al., Epilepsia 2009. PERSY
24 horas pos-inicio do SE
Ptgs2 Sumanont et al., Biol - 6 horas pos-injecao de
endoperdxido sintase ,
Schulte et al. . _— - 6 horas e 24 horas p0s-
2 : — L -
) Neurochem Int. 2009. KM 1P. RT PCR Semiquantitativa HIP. injecdo de cainato
HIP. IPS. e CON. 1 - 5 horas p6s-SE
19225 HIP. IPS. 1 - 24 horas pos-SE
Pernot et al., Epilepsia
2011. K. M-1H. ART-PCR (SYBR Green) HIP. IPS, — _2 dias, 7 dias e 21 dias.
HIP. CON. — - 24 horas, 2 dias, 7 dias e

21 dias.

19




Quadro 2 (continuacao)

AUTOR, REVISTAEe MODELO METODO DE AN~ALISE AREA/ TIPO DE TEMPO DO
GENE ESTUDADO | GENE ID ANO DE _ EXPERIMENTAL DE EXPRESSAO EXPRESSAO PROCESSO
PUBLICACAO GENICA DIFERENCIAL EPILEPTICO
HIP.(DG) | - 24 horas, 10 dias, 1 més e
>2 meses pos-inducdo do
Ermolinsky et al. SE
Neuroreport ZOOé P.R.IP. gRT PCR (TagMan)
' C.CER. (par.) — - 24 horas, 10 dias, 1 més e
>2 meses pos-inducéo do
SE
Kcnmal (canal de Otalora et al.. Brain Res - 2-4 semanas pés-inducao
potassio célcio- N P.R.IP. RT PCR Semiquantitativa HIP. (DG) | do SE (ap06s a 22 crise
. - 2008. A
ativado, subfamilia 83731 espontanea)
M, membro alfa 1) Principal HIP. (DG) | |- 24 horas, 10 dias, 1 més e
transcrito 2 meses pos-SE.
Ermolinsky et al., Variante HIP. (DG) | |-24 horas,' 10 dias, 1 més e
Neuros. Res. 2011, P.R.IP gRT-PCR (TagMan) ZERO 2 meses pos-SE.
Variante HIP. (DG) 1 | - 10 dias pds-SE.
STREX HIP. (DG) | |-24 horas, 1 mése 2
meses pos-SE.
Gleeson et al., Brain - 24 horas p0s-injecéo de
Behav Immun 2010. K.R.SC. RT PCR (TagMan) HIP. 1 cainato P e
Lee et al., Neurosci - 3 dias pos-injecdo de
K. R. IP. RT PCR (SYBR Green HIP. (CA1 A .
Nos2 (6xido nitrico Lett. 2008 ARTPCR (S Green) (CALeCANT cainato
sintase 2) 24599 RT-PCR Semiquantitativa HIP. = ;]zero—h’o r_a_1, 6 ho rads €48
. (Oh, 6h, 48h e 72h) oras pos-injecao de
Sumanont et al., Biol K R IP cainato
Pharm Bull. 2007. U HIP. 1 - 72 horas pés-injecdo de

Real Time PCR (SYBR
Green) (72h)

cainato

9




Quadro 2 (continuacao)

AUTOR, REVISTA e MODELO METODO DE AN~ALISE AREA / TIPQ DE TEMPO DO
GENE ESTUDADO | GENE ID ANO DE~ EXPERIMENTAL DE EXAPRESSAO EXPRESSAO PROQESSO
PUBLICACAO GENICA DIFERENCIAL EPILEPTICO
Ratos P15 HIP. — - 1h e 6h p6s-inicio das
crises epilépticas
HIP. 1 - 24h poés-inicio das crises
. epilépticas
N i krie | aRTRCR Tan .
' Ratos P30 HIP. — - 1h e 6h pos-inicio das
crises epilépticas
HIP. 1 - 24h pos-inicio das crises
Npy (Neuropeptideo 24604 epilépticas
Y) Ruiz et al.., Brain Res. - 24 horas, 10 dias, 1 més e
2011 P.R.IP gRT-PCR (TagMan) HIP. — 2 meses pos-SE
HIP. — - 6 horas, 12 horas e 60
dias p6s-inicio do SE
Goto et al., HIP. t - 5 dias pos-inicio do SE
Neuropeptides. 2010 P.R. IP. gRT PCR (SYBR Green) _
HIP. 1 - em ratos com crises
parciais (ndo entraram em
SE)
g:{g;’sg;éf‘(; J Control K. M. ICV. GRT PCR (SYBR Green) HIP. (direito) 1 é;‘r‘]ahtgras pos-injecao de
Tnf (fator de necrose Kutevkin-Teplvakov -6 horas. 7.5 horas e 1
wmoral alfa) 24835 a|l_1,teE>|loi|epsin2)6% 9? et LP.R. IP. gRT PCR (SYBR Green) HIP. 1 hfjra;’ p""gg_i;ﬁci;’ SZ EEO
Lee et al., Neurosci K.R. IP, GRT PCR (SYBR Green) HIP. (CALeCA3)p |- 3 dias pos-injecdo de

Lett. 2008

cainato

€9
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6 DISCUSSAO

6.1 Selecdo de genes de referéncia para estudos de expressao diferencial em modelos de

Epilepsia do Lobo Temporal

Em experimentos de expressdo génica, a etapa de normalizacdo é essencial para
atenuar a interferéncia de vieses metodologicos na obtencdo e interpretacdo dos dados. De
fato, o uso de normalizadores internos inadequados leva a resultados imprecisos e conclusdes
equivocadas. Apesar disso, a maioria dos estudos de expressao génica diferencial na area da
epileptologia utiliza genes de referéncia sem uma prévia validacdo dos protocolos. Neste
trabalho, avaliamos um painel de oito potenciais genes de referéncia (Actb, Rplpl, Tubb2a,
Gapdh, Gusb, Ppia, B2m e Polrla) em dois modelos experimentais de ELT. Até onde
sabemos, este € o primeiro estudo que investigou e validou genes de referéncia adequados
para normalizacdo da expressao génica em diferentes periodos do processo epileptogénico em

modelos de ELT induzida por pilocarpina.

6.1.1 Selegdo de genes de referéncia no modelo PILO intraperitoneal

Através da analise do perfil de expressdo utilizando-se os software geNorm,
NormFinder e Bestkeeper, observamos que cinco dos potenciais genes de referéncia (Actb,
Gapdh, Rplpl, Polrla, Tubb2a) apresentaram uma expressao estavel no hipocampo de ratos
dos grupos experimentais e controle. Dependendo do software utilizado, o ranqueamento
desses genes de acordo com a estabilidade sofre uma pequena variagdo, provavelmente por
causa dos diferentes algoritmos matematico empregados por cada um dos programas
(ANDERSEN et al., 2004; VANDESOMPELE et al., 2002). No entanto, todos 0s programas
indicaram Gusb como o gene que apresenta a expressao mais instavel no modelo experimental
PILO-i.p. De fato, esses resultados sdo corroborados pelas analises comparativas dos valores
ndo normalizados das médias do Ct obtidos em diferentes condigdes experimentais. Nestas
analises, observamos que somente Gusb apresentou diferenca estatisticamente significante
nos valores de Ct entre os periodos de 24 horas e 0 hora ap6s o SE (Fig.3).

Com o objetivo de validar os resultados obtidos, realizamos a andlise de expressao
relativa do gene Gfap, utilizando os potenciais genes de referéncias como normalizadores
internos. O gene Gfap codifica uma proteina especifica do citoesqueleto de astrdcitos que tem

sido utilizada como um marcador de astrogliose reativa durante o processo epileptogénico
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(FELLIN e HAYDON, 2005; L1, Y. et al., 2009). Diferentes estudos mostraram que Gfap é super-
expresso em hipocampo de animais e humanos epilépticos (LAUREN et al., 2010; OzBAS-
GERGCEKER et al., 2006; TANG, Yang et al., 2002; Xu et al., 2011). Em nossas analises, quando
utilizamos como normalizadores, 0s genes mais estaveis (combinados ou separadamente),
observamos um aumento nos niveis de Gfap no grupo 24 horas comparado com os grupos Oh
e naive. De fato, muitos estudos em diferentes modelos experimentais mostram de maneira
consistente uma superexpressao de Gfap na fase aguda da epileptogénese (1-4 dias p6s SE ou
crise) (Do NASCIMENTO et al., 2012; TORRE et al., 1993), correlacionando-se com a grande
proliferacdo de células da glia. E interessante notar que somente quando utilizamos Gusb
como normalizador, ndo foi possivel detectar o aumento significante nos niveis relativos de
Gfap no grupo 24h comparado com 0s animais naives, provavelmente em decorréncia de
normalizacdo menos precisa. Os nossos dados indicam, portanto, que Gusb é um gene
inadequado para normalizar dados de expressao relativa em varios pontos da epileptogénese
em modelo de PILO-i.p. Em um estudo semelhante realizado por Pernot et al. (2010),
utilizando um modelo murino de SE induzido através a injecdo de cainato, também foi
observado que quando Gusb é utilizado como normalizador, o perfil de expressdo de Gfap é
perdido. Além do mais, € importante observar que em nosso estudo ndo detectamos um
aumento significativo dos niveis de Gfap no grupo cronico. Na literatura, a modulacdo de
Gfap ainda € controversa, segundo Sohl et al. (2000) foi detectado um aumento dos niveis de
transcritos e proteinas em animais 4 semanas apés a inducdo do SE por cainato. Por outro
lado, em outros estudos ndo foi detectado um aumento significativo na expressdo desse gene

durante o periodo crénico (PERNOT et al., 2010; STEWARD et al., 1991).

Outro parametro que avaliamos foi o impacto do uso de multiplos genes de referéncia
no processo de normalizacdo da expressao génica. O numero ideal de genes de referéncia que
deve ser utilizado para uma normalizacdo precisa foi determinado calculando o fator de
normalizacdo (NF). Observamos que a utilizacdo de mais de dois genes de referéncia estaveis
(Actb/Rplpl) ndo é necessario, dado que o valor de V esta abaixo do ponto de corte 0,15,
(VANDESOMPELE et al., 2002) (Fig 6B). De fato, com apenas um dos genes estaveis sendo
usado como normalizador, os resultados da expressdo de Gfap sdo comparaveis aos obtidos
usando a melhor combinacdo dos dois genes apontados pelos programas Normfinder e
geNorm. Entretanto, a interpretacdo destes dados ndo podem ser estendida para outros mMRNA

ou condicdes experimentais, sem uma validacé&o.
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6.1.2 Selegdo de genes de referéncia no modelo PILO intra-hipocampal

Com o intuito de avaliar estes genes de referéncia candidatos em diferentes condi¢cfes
experimentais, realizamos uma avaliacdo semelhante na fase aguda (24 horas apés SE) da
epileptogénese induzida por administragdo de Pilocarpina intra-hipocampal. Na analise da
estabilidade de expressdo com todos os programas utilizados (geNorm, NormFinder e
Bestkeeper), Gusb aparece como um gene estavel, enquanto B2m foi apontado como mais
instavel. Os resultados obtidos para os outros genes de referéncia foram comparaveis aos
observados para 0 modelo PILO-i.p. Estes dados foram validados também pela a analise de
expressao relativa Gfap no hipocampo de ratos. De fato, apenas quando B2m foi utilizado
como normalizador, 0 aumento dos niveis de mMRNA de Gfap em 24 horas apds o SE néo foi
detectada. Isso mostra que o fato de um gene ser estavel em um modelo de patologia ndo quer
dizer que 0 mesmo gene serd estavel em diferentes condi¢es experimentais relacionadas com
esta mesma patologia.

Uma analise conjunta dos nossos dados sugere que diferenca no delineamento
experimental poderia explicar algumas controversas existentes sobre os melhores genes de
referéncia para estudos de expressdo génica diferencial em modelo de ELT. O gene Actb, por
exemplo, mostrou-se um bom gene de referéncia em modelos animais de ELTM, mas ndo no
tecido cerebral humano epiléptico. Enquanto que em modelo animal de epilepsia, 0
gene Gapdh ndo é um bom gene de referéncia para analise de expressdo na epileptogénese
induzida por cainato e na fase cronica em modelo de pilocarpina (CHEN, J. et al., 2001,
MAURER-MORELLLI, C. et al., 2012; PERNOT et al., 2010; WIERSCHKE et al., 2010). No entanto,
em nosso estudo, Gapdh se apresenta como um gene de referéncia confidvel, como mostrado
nos resultados de estabilidade de expressdo (usando geNorm, NormFinder e Bestkeeper) e
pela validacdo com base na analise da expressdo de Gfap. Estes achados mostram claramente
que ndo existe um Unico gene de referéncia, ideal para analise de expressdo em ELTM e,
portanto, a escolha dos genes de referéncia deverd depender da condicdo experimental em
estudo e a importancia de uma prévia validacdo genes de referéncia, antes de usa-los como

normalizadores end6genos em estudos de expressdo génica diferencial.

6.1.3 Perfil de expresséo de B2m

Nos avaliamos também o perfil de expressdo de B2m na fase aguda da epileptogénese
(24h) em modelo de SE induzido pela injecéo i.p. e i.h de pilocarpina. Observamos que este
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gene sofre um aumento significante da sua expressdo 24h apds o SE (fig. 8). Até onde
sabemos, esta foi a primeira vez que se relata uma modulagdo na expressdo de B2m no
processo epileptogénico. B2m é um gene que codifica uma proteina serica que se encontra
associada por ligacdes ndo covalentes a cadeia pesada do Complexo de Histocompatibilidade
Principal (CHP) de classe | e pode ser encontrada na superficie de quase todas as células
nucleadas (LIABEUF et al., 2012; TIN et al., 2013; TRAMONTI e KANWAR, 2013). Durante a fase
aguda da epileptogénese acontecem modificagbes histologicas tais como astrogliose e
inflamacéo, o que poderia explicar 0 aumento dos transcritos de B2m, j& que este gene é
expresso em processos inflamatorios. Além do mais este gene € comumente usado para
normalizar dados de expresséo diferencial para diferentes patologias e modelos experimentais.
Em decorréncia da modulacdo na expressao, o uso de B2m como normalizador para estudos
de expressdo génica diferencial na epileptogénese ndo € confiavel. De fato, em um estudo
realizado por Wang, Q. et al. (2013), o gene B2m mostra-se como um gene inadequado para a
normalizacédo de dados de expressédo em tecido de edema cerebral de humanos post-mortem.
Por outro lado, em alguns estudos que utilizaram tecidos cerebrais em condi¢cdes normais, 0s
niveis de transcritos de B2m se mantiveram estaveis, apresentando-se como um bom gene de
referéncia (BODA et al., 2009; CouLsoN et al., 2008). Em epilepsia, este gene foi utilizado

como normalizador (SHARMA et al., 2010).

6.2 Revisdo sistemética de genes que apresentam a expressdo modulada no processo

epileptogénico

No levantamento bibliografico realizado para identificacdo dos genes que estdo sendo
estudados através de expressdo diferencial durante o processo epileptogénico foram
identificados 211 genes que tiveram suas expressdes analisadas. Dos quais 36 genes que
foram estudados em dois ou mais trabalhos independentes. Dentre 36 genes mais estudados,
destacam-se sete genes (Bdnf, 1l1b, Tnf, Nos2, Ptgs2, Kcnma e Npy), a expressao génica
destes foi analisada em trés ou mais estudos.

O gene mais estudado foi o codificador do fator neurotrofico derivado do cérebro
(Bdnf), que apresentou expressdo aumentada no hipocampo 3 horas apds a inducdo do SE em
trés estudos em modelo de cainato e um em modelo de Pilocarpina (AID et al., 2007; CHEN, Q.
et al., 2007; JESSBERGER et al., 2007; LuBIN et al., 2007). Os dados sugerem que h& uma
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modulagdo consistente da expressdo de Bdnf nesse ponto do processo epileptogénico. Este
gene é secretado pelas microglias ativadas (PITKANEN e LUKASIUK, 2011) e, assim como
outras neurotrofinas, também esta envolvido em processos de sinaptogénese e potenciacéo de
sinapses centrais e promove a sobrevivéncia de neurdnios juvenis (RomMCY-PEREIRA et al.,
2008).

O gene codificador da interleucina 1-beta (ll1b) foi analisado em seis estudos,
entretanto trés destes estudos analisaram a expressao dessa citocina 24 horas apds o SE, em
modelo de cainato. As investigacdes realizadas por Gleeson et al. (2010) e Cardoso et al.
(2010) identificaram uma super-expressdo desse gene 24 horas apds o SE. Enquanto que
Pernot et al. (2011), ndo identificaram alteracdo na expressdo de I11b nesse mesmo ponto do
processo epileptogénico. E interessante notar que tanto esse Gltimo estudo quanto o estudo de
Cardoso et al. (2010) utilizaram camundongos para a indugdo do SE e ambos utilizaram a
mesma técnica de analise de expressdo génica (RT-qgPCR - SYBR Green). Apesar disso, esses
estudos obtiveram resultados distintos em um mesmo tecido. Tal divergéncia pode ser
decorrente das vias de administracdo de cainato utilizadas, ja que o primeiro estudo utilizou a
via intra-hipocampal e o segundo estudo, a via intracerebroventricular. Ou pode ser
decorrente da utilizacdo de diferentes genes de referéncias utilizados pelos trés estudos para
normalizar os dados de expressao génica.

O fator de necrose tumoral alfa (Tnf) foi outra citocina bastante estudada. Foi
detectada uma super-expressao desse gene nos trés artigos que a estudaram, porém, os dados
analisados sdo de pontos diferentes das fases aguda e latente do processo epileptogénico. Por
esse motivo, ndo foi possivel avaliar a consisténcia dos dados de expressdo génica descritos
para esse gene. Tanto I11b quanto Tnf estdo envolvidas nos processos de inflamacgdo cerebral
e neurodegeneracdao que ocorrem apés injuria cerebral (CARDOSO et al., 2010).

O codificador do mediador inflamatorio éxido nitrico sintase-2 (Nos2) apresentou uma
super-expressao ap0s a inducdo do SE em dois artigos analisados (LEE et al., 2007
SUMANONT et al., 2007). Sabe-se que esse aumento da expresséo do RNAm de Nos2 €
induzido pela ativagdo de células gliais (astrocitos e microglia) e desempenha um papel
importante no processo inflamatorio tardio (SUMANONT et al., 2007).

Outro gene investigado é o codificador da prostaglandina-endoperdxido sintase 2
(Ptgs2), um importante mediador inflamatério envolvido em processos que ocorrem durante a
epileptogénese, como regulacdo da apoptose e da plasticidade sinptica e resposta ao estresse
oxidativo (PITKANEN e LUKASIUK, 2011). Esse gene foi analisado em cinco estudos distintos,

dos quais dois apresentaram padrdes de expressao conflitantes utilizando modelo de cainato e
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um mesmo tempo do processo epileptogénico. Joseph et al. (2006) nédo detectaram alteracao
na expressdo de Ptgs2 6 horas apds indugdo do SE. Enquanto que Sumanont et al. (2007)
detectaram super-expressao desse gene nesse mesmo ponto. Os dados contraditorios podem
ser atribuidos a possiveis erros metodoldgicos ou a inconsisténcia pode ser devida aos
diferentes genes utilizados como normalizador enddgeno utilizado no estudo, em um estudo
os dados sdo normalizados com Actb e outro utiliza Gapdh.

Alguns trabalhos analisaram a expressdo do gene Kcnmal (codificador da subunidade
alfa 1 do canal de potassio célcio-ativado). Todos os trés estudos que o analisaram detectaram
uma sub-expressdo desse gene 24 horas ap6s o0 SE no giro denteado de hipocampos de rato,
utilizando o modelo de Pilocarpina intraperitoneal (ERMOLINSKY, B. et al., 2008;
ERMOLINSKY, B. S. et al., 2011; PACHECO OTALORA et al., 2008). Esses dados indicam uma
modulacdo consistente da expressdo de Kcnmal nesse ponto do processo epileptogénico.

O dltimo gene mais estudado € o codificador do neuropeptideo Y (Npy), um
neuropeptideo anticonvulsivante que apresenta atividade neuroprotetora (Ruiz et al., 2011).
Esse gene foi estudado em trés artigos, dos quais dois estudaram sua expressao 24 horas apos
0 SE. No entanto, enquanto Wilson et al. (2005) detectaram uma super-expressdo desse gene
nesse ponto, Ruiz et al. (2011) n&o identificaram alteragdo na expressdo desse gene. Essas
divergéncias podem ser decorrentes da utilizacdo de modelos de ELT distintos, ja que o
primeiro estudo foi realizado em modelo de cainato e o segundo, em modelo de pilocarpina.

Os genes enddgenos usados para normalizacdo foram diferentes para os dois estudos.
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7 CONCLUSAO

e Na andlise da expressdo de estabilidade acoplada a validagdo com base na
quantificacdo relativa de transcritos de Gfap. Atraves desse estudo, concluimos que:
Actb, Gapdh, Rplpl, Tubb2a e Polrla permitem uma normalizacdo eficiente de
expressao génica diferencial durante a epileptogénese nos modelos de ELT induzidos

por pilocarpina.

e Gusb foi apontado como gene de referéncia ndo confidvel para os experimentos de
RT-qgPCR em modelo de ELT PILO-i.p.

e B2m néo se apresentou como um bom gene de referéncia em modelo de ELT PILO-
i.h, pois sofre uma modulacdo em sua expressdo na fase aguda da epileptogénese
(24h).

e No levantamento bibliografico realizado foram identificados 211 genes que tiveram
suas expressdes génicas analisadas durante o processo epileptogénico, destes

destacam-se os sete mais estudados Bdnf, 111b, Tnf, Nos2, Ptgs2, Kcnma e Npy.
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APENDICE A

APENDICE A - Protocolo de estabelecimento do modelo experimental de status

epilepticus induzido por pilocarpina intra-hipocampal

1. Estabelecimento do grupo experimental de status epilepticus induzido por pilocarpina

intra-hipocampal

O estabelecimento dos grupos experimental e controle do modelo de pilocarpina intra-
hipocampal foi realizado no Laboratério de Neurofisiologia e Neuroetologia Experimental, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, colaborador deste
projeto.

Foram utilizados 11 ratos Wistar machos pesando entre 180 e 373 g, provenientes do
biotério central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo
(FMRP-USP). Os animais foram mantidos a 22 °C, em ciclo claro-escuro 12h/12h, com livre
acesso a comida e agua. Todos os esforcos foram feitos para minimizar a quantidade e o
sofrimento dos animais utilizados nos experimentos. O grupo experimental consistiu em 5
animais submetidos a injecdo intra-hipocampal de pilocarpina e o grupo controle consistiu em

6 animais, que foram injetados com salina (0.9%; 1 pl).

1.1 Cirurgia estereotaxica para implante de canulas

Os animais foram anestesiados com 10ml/Kg de tribromo etanol (2.5%; Aldrich
Chemical Inc., Milwaukee, WI, USA) e 1ml/kg de pentabiético veterinario (Fort Dodge,
Campinas, SP, Brazil) e foi realizada uma cirurgia estereotaxica para implantacdo das canulas
no hipocampo, nas coordenadas especificas (Paxinos & Watson, 1986): hilus do GD: -
6.30mm anterior-posterior (AP, referencia: bragma), 4.50mm medial-lateral (ML, referencia:
sagital sinus), - 4.50mm dorsal-ventral (DV, referencia: dura mater).

Apbs a cirurgia os animais permaneceram no Biotério do Departamento de Fisiologia da

FMRP-USP durante 7 dias para recuperacao.

1.1.2 Microinjecdo de pilocarpina
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Os animais do grupo experimental (n = 5) foram imobilizados e através de uma
seringa de 5 pul (Hamilton Company, Reno, NV, EUA), ligada a uma bomba de microinjecao
(Harvard Apparatus PHD 2000, Holliston, MA, EUA) foi injetado um volume total de 1ul de
pilocarpina (doses de 2,4 mg / pL), a uma velocidade de 0,5 pl / min. O grupo controle (n = 6)
foi constituido por animais tratados com salina (0.9%; 1ul) em substituicdo a pilocarpina.
Apds 90 minutos de SE os animais receberam diazepam (5 mg/Kg; ip) para cessar as crise.
Apbs 24 horas do SE os animais foram anestesiados com isofluorano, decapitados e
imediatamente ap6s, os tecidos foram dissecados, congelados em nitrogénio liquido e
armazenados no freezer -80°C. Apenas 0 hipocampo contra lateral foi utilizado para as

analises de expressao.



ANEXO A- Aprovacido do Comité De Etica Em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Maceio — AL,05/08/2010

Senhor (a) Pesquisador (a), Daniel Leite Gées Gitai
Leila Rodrigues de Mendonga

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP), em 05/08/2010 e com base no parecer
emitido pelo (a) relator (a) do processo n° 011462/2010-83 sob o titulo, Identificacio de
Genes de referéncia para estudos de expressido génica em modelo experimental de
epilepsia do lobo temporal vem por meio deste instrumento comunicar a aprovagdo do
processo supra citado, com base no item VIIL. 13, b, da Resolugdo n° 196/96.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do cstudo (Res. CNS 196/96, item V. 4).

E papel do(a) pesquisador(a) assegurar medidas imediatas adequadas frente a
evento grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao
CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.

Eventuais modifica¢cdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao
CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e sua
justificativa. Em caso de projeto do Grupo I ou Il apresentados anteriormente a ANVISA,
o(a) pesquisador(a) ou patrocinador(a) deve envia-los & mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem incluidas ao protocolo inicial (Res. 251/97, item 1V. 2.¢).

Relatérios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os
prazos estabelecidos no Cronograma do Protocolo e na Res. CNS, 196/96.

Na eventualidade de esclarecimentos adicionais, este Comité coloca-se a
disposi¢do dos interessados para o acompanhamento da pesquisa em seus dilemas éticos e
exigéncias contidas nas Resolugdes supra - referidas.

Esta aprovag@o ndo ¢ valida para subprojetos oriundos do protocolo de pesquisa
acima referido.
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Abstract

It is well recognized that the reference gene in a RT-gPCR should be properly validated to ensure that gene expression is
unaffected by the experimental condition. We investigated eight potential reference genes in two different pilocarpine
PILO-models of mesial temporal lobe epilepsy (MTLE) performing a stability expression analysis using geNorm, NormFinder
and BestKepeer softwares. Then, as a validation strategy, we conducted a relative expression analysis of the Gfap gene. Our
results indicate that in the systemic PILO-model Actb, Gapdh, Rplp1, Tubb2a and Polria mRNAs were highly stable in
hippocampus of rats from all experimental and control groups, whereas Gusb revealed to be the most variable one. In fact,
we observed that using Gusb for normalization, the relative mRNA levels of the Gfap gene differed from those obtained with
stable genes. On the contrary, in the intrahippocampal PILO-model, all softwares included Gusb as a stable gene, whereas
B2m was indicated as the worst candidate gene. The results obtained for the other reference genes were comparable to
those observed for the systemic Pilo-model. The validation of these data by the analysis of the relative expression of Gfap
showed that the upregulation of the Gfap gene in the hippocampus of rats sacrificed 24 hours after status epilepticus (SE)
was undetected only when B2m was used as the normalizer. These findings emphasize that a gene that is stable in one
pathology model may not be stable in a different experimental condition related to the same pathology and therefore, the
choice of reference genes depends on study design.
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Introduction quantitative assays. However, there are strong evidences in the
literature suggesting that expression of these types of genes vary

Uncovering the molecular mechanisms involved in ctogenesis between cell types and experimental conditions [12-14]. The
and epileptogenesis is critical to understand the physiopathology of ;
cpilepsies and  for developing new  therapeutic options.  An
approach that has been widely used is the analys

impact of using an unstable internal control can lead to inaccurate
results and erroneous conclusions, It is essential, therefore, to

o . A 1 O'f ch“('“'u_“"ll identify and validate the reference gene prior to its use for
gene expression in the affected tissue [1-4]. Quantitative real-time
PCR (RT-qPCR) is currently the gold standard for the quantifi-
cation of steady-statc mRNA levels due to its accuracy and

normalization during specific experimental set ups.

Many of human Mesial Lobe Temporal Epilepsy (MTLE)
characteristics can be reproduced in rodents by injection of
pilocarpine (PILO). In this animal model, SE is followed by a
latent period and later by the appearance of spontancous recurrent
seizures (SRSs) [1518]. A large amount of expression gene data

sensitivity [5 7]. However, in this type of analysi

an appropriate
normalization strategy Is required for the correction of experi-
mental variations introduced by pipetting errors, inhibitory
compounds, reverse transcription efficiency or quality of starting
material [8]. At present, the most common method for such
normalization is the use of endogenously expressed control genes -
also known as “reference or housckeeping genes™ [9].

obtained at distinct time points corresponding to the latent to
chronic phase transition of the PILO-model has been reported.
Surprisingly, with one exception [19] as far as we know, reference

- : . - genes are almost always used as internal controls without any
Tdeally, reference genes should present high expression stability = ’ ’
levels in different experimental conditions [10,11]. Genes related
to basic and structural processes in the cell (beta-actin, glyceral-
3-phosphate  dehydrogenase, ribosomal subunits, beta-
tubulin, and others) have been used directly as normalizers in

preliminary evaluation of their suitability. In fact, combining

different  terms, such as “gene expression”, “pilocarpine”,
“epilepsy”™ and “PCR™, we performed a PubMed se:

arch for

dehyde

articles published from January 1, 2005 to February 1, 2012 and
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