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RESUMO

O mecanismo molecular subjacente a epileptogénese tem sido amplamente investigado
pela abordagem de expressédo génica diferencial, principalmente pela metodologia RT-qPCR.
Contudo, dados controversos apontam para a existéncia de fontes de variagdo de expresséo
ndo previstas. Aqui, nos investigamos se 0s ritmos diarios de transcritos podem ter impacto na
analise de expressdo génica diferencial no hipocampo de ratos epilépticos. Para isto,
selecionamos seis genes do relégio (Perl, Per3, Bmal, Clock, Cryl e Cry2), cujo padrdo de
expressao ritmica no hipocampo foi relatado previamente. Inicialmente, identificamos
Tubb2a/Rplpl e Tubb2a/Ppia como normalizadores adequados para estudos circadianos em
hipocampo de ratos mantidos em ciclo claro/escuro (12h/12h). Em seguida, confirmamos o
perfil temporal do RNA dos genes Perl, Per3, Bmal, Cryl e Cry2 em hipocampo de ratos
controle através dos softwares para analise circadiana, Acrophase e Circwave. Mostramos
ainda que as diferencas temporais de amostragem podem mudar os resultados experimentais
para Perl, Per3, Bmal, Cryl e Cry2, mas ndo para Clock, que estava consistentemente
diminuido em ratos epilépticos em todas as compara¢des com o grupo controle. Finalmente,
analisamos o gene Gfap, ja que ha dados conflitantes com relacdo a sua expressdo na fase
cronica da epilepsia. Detectamos a variagdo diaria da expressao deste gene e mais uma vez
que diferengas nos horarios dos experimentos influenciaram no resultado obtido. Em
conclus&o, nosso estudo demonstra que a oscilagédo diaria pode levar a conclusdes erréneas na
analise da expressdo génica em hipocampo de ratos epilépticos. Pesquisadores devem,
portanto, estar cientes de que genes com expressao circadiana podem estar fora de fase em
diferentes animais dos grupos experimental e controle. Além disso, nossos resultados indicam
que a subexpressdo de Clock pode estar envolvida com epileptogenicidade, embora o
significado funcional disto ainda precise ser investigado.

Palavras-chave: Ritmo circadiano. Epilepsia do lobo temporal. RT-gPCR. Expressao génica.



ABSTRACT

The molecular mechanisms underlying epileptogenesis have been widely investigated
by differential gene expression approach, especially RT-gPCR methodology. However,
controversial findings highlight the occurrence of unpredictable sources of variance in the
experimental designs. Here, we investigated if daily rhythms of transcript’s levels may impact
on differential gene expression analysis in hippocampus of epileptic rats. For this, we have
selected six core clock genes (Perl, Per3, Bmall, Clock, Cryl and Cry2), whose rhythmic
expression pattern in hippocampus had been previously reported. Initially, we identified
Tubb2a/Rplpl and Tubb2a/Ppia as suitable normalizers for circadian studies in hippocampus
of rats maintained to 12:12 hour light:dark (LD) cycle. Next, we confirmed the temporal
profiling of Perl, Per3, Bmall, Cryl and Cry2 mRNA levels in the hippocampus of naive rats
by both Acrophase and CircWave statistical tests for circadian analysis. We showed that
temporal differences of sampling can change experimental results for Perl, Per3, Bmall,
Cryl and Cry2, but not for Clock, which was consistently decreased in epileptic rats in all
comparison to the naive group. Finally, we observed that Gfap showed daily variation of
transcript levels, and once again the differences in the times of the experiments influence the
results. In conclusion, our study demonstrates that daily oscillation can lead to erroneous
conclusions in gene expression analysis in hippocampus of epileptic rats. Investigators,
therefore, should be aware that genes with circadian expression could be out of phase in
different animals of experimental and control groups. Moreover, our results indicate that a
sub-expression of Clock may be involved in epileptogenicity, although the functional
significance of this remains to be investigated.

Keywords: Circadian rhythm. Temporal lobe epilepsy. RT-gPCR. Gene expression.
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1 INTRODUCAO

O hipocampo é uma estrutura do sistema limbico, localizado bilateralmente nos lobos
temporais e esta envolvido em diversos processos, como a havegacdo espacial e a formacédo
da memoria, sendo assim importante para aprendizagem e cognicdo. Recentemente, tem sido
observado que vérias propriedades estruturais e fisioldgicas desta estrutura seguem regulacéo
temporal. De fato, ritmos diarios hipocampais ja foram descritos para aspectos da morfologia
dos dendritos, neurogénese e potenciacdo de longa duracdo, que devem estar implicados nas
oscilacbes associadas a aprendizagem dependente do hipocampo e a formagdo da memoria.
Neste cenario, uma das questdes que vem sendo investigada diz respeito as bases moleculares
que controlam as mudancas temporais das fungdes do hipocampo. Algumas evidéncias
sugerem o envolvimento de genes circadianos nesses processos, bem como em outras
fungdes, que ndo estdo diretamente relacionadas & temporizagdo circadiana. Neste trabalho,
realizamos uma caracterizacdo sistematica do perfil de expressdo de 6 genes circadianos no
hipocampo de ratos Wistar, ao longo de 24 horas. Tal estudo representa uma etapa importante,
embora inicial, para identificacdo de vias moleculares associadas aos ritmos circadianos no

hipocampo.

Além do mais, é possivel que o hipocampo represente um centro de convergéncia
importante para desordens do sistema nervoso central (SNC) associadas a variagdes
circadianas, com particular destaque para a condicdo epiléptica. De fato, esta estrutura vem
sendo objeto de investigacdo de vias moleculares associadas ao processo epileptogénico e,
mais recentemente, aquelas envolvidas na interacdo entre epilepsia e alteragdes circadianas.
Uma abordagem que tem sido muito utilizada nestas investigacdes baseia-se em estudos de
expressdo génica diferencial através da metodologia de RT-gPCR (Quantitative Reverse-
Transcription PCR). Porém, neste tipo de analise, o impacto de variacdes experimentais
causadas por fatores técnicos ou bioldgicos pode levar a resultados imprecisos e conclusées
equivocadas. O reconhecimento desses fatores é, portanto, essencial para um desenho

experimental adequado. Nesta perspectiva, investigamos dois fatores:

1) genes de referéncia para estudos de ritmo circadiano em hipocampo. Varios estudos tém
mostrado que a selecdo de normalizadores inadequados influencia nos resultados de expressao
génica. E que a escolha destes genes depende das condigdes experimentais, espécies e tecidos
analisados. Ademais, apesar do hipocampo ser uma estrutura bastante utilizada nas

abordagens de expressdo génica diferencial, mesmo em estudos circadianos, ainda ndo ha na
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literatura trabalhos que tenham identificados genes de referéncia adequados para esses
estudos.

2) impacto da oscilacdo didria em estudos de expressdo génica diferencial em modelo
experimental de epilepsia do lobo temporal (ELT). Nossa hipdtese é que a oscilacdo diaria na
expressdo génica seja uma fonte importante de variacdo em estudos de expressdo génica
diferencial em modelo de epilepsia. De fato, a expressédo de Gfap, comumente utilizado como
marcador de astrogliose em epilepsia, é ainda controversa. Alguns trabalhos descrevem
aumento dos niveis de expressdo de na fase crénica da epileptogénese, enquanto outros ndo

detectaram modulag&o da expresséo.

A dimensdo metodoldgica deste trabalho, portanto, € de grande relevancia, tendo em
vista que a inconsisténcia de dados em estudos de expressao génica diferencial pode se dever
a estes fatores. Além disso, a variacdo da expressdo ao longo do dia pode estar envolvida com

os eventos modulados durante o ciclo circadiano no processo epiléptico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Ritmo circadiano

Ritmos circadianos sdo ritmos biolégicos com duragdo de cerca de 24h (HALBERG,
1953), que englobam fendémenos bioquimicos, fisiolégicos, comportamentais e moleculares.
Dentre os processos sabidamente regulados ao longo do dia incluem-se controle da expresséo
génica, niveis séricos dos hormonios cortisol e melatonina, temperatura corporal, ciclo
celular, pressdo sanguinea, ciclo sono-vigilia e atividade-repouso (REPPERT e WEAVER,
2002; LOWREY e TAKAHASHI, 2004; SAHAR e SASSONE-CORSI, 2009). O correto
funcionamento do sistema de temporizacéo circadiana confere ao organismo capacidade de se
preparar para atividades necessarias a conservacdo da vida, como, por exemplo, a
disponibilidade de comida e predacdo (GOLDMAN, 2001; GWINNER, 2003; PEREIRA,
TUFIK e PEDRAZZOLLI, 2009).

Os ritmos circadianos sdo regulados nos mamiferos pelos nucleos supraquiasmaticos
(NSQ), localizados no hipotalamo. Aquelas estruturas sao responsaveis pela sincronizagédo da
ordem temporal interna com a temporalidade externa. O principal fator externo ou Zeitgeber
(doador de tempo) € a luz, mas existem outros sincronizadores externos, como a alimentacéo
e o0 ritmo de vida social. Os neurdnios dos NSQ estdo localizados de maneira estratégica para
receber sinais de entrada de luz por meio do feixe retino-hipotalamico e enviar sinais elétricos
para outras estruturas, possibilitando a sincronizacdo da temporalidade interna e externa
(REPPERT e WEAVER, 2001; ANTLE e SILVER, 2005). Por outro lado, é interessante
notar que os neurénios dos NSQ apresentam ritmicidade propria e sdo capazes de gerar ritmos
circadianos independentes mesmo quando dissociados dos NSQ e/ou de pistas ambientais
(WELSH et al., 1995; LIU et al., 1997; HERZOG, TAKAHASHI e BLOCK, 1998; HONMA
et al., 1998). A persisténcia destes ritmos na auséncia de pistas ambientais (livre-curso) os
caracteriza como gerados endogenamente (HASTINGS, REDDY e MAYWOOD, 2003;
PEREIRA, TUFIK e PEDRAZZOLLI, 2009).

O funcionamento béasico do sistema de oscilacdo enddgeno é regulado por um
conjunto de genes (Clock genes), que possuem mecanismos auto-regulatérios de sua
transcricdo e traducdo (PEREIRA, TUFIK e PEDRAZZOLI, 2009; CECON e FLORES,
2010). As primeiras evidéncias do envolvimento de genes com a ritmicidade circadiana foram
descritas em Drosophilas mutantes, que apresentavam o ritmo de atividade locomotora
anormal (KONOPKA e BENZER, 1971).
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H& duas algas principais na regulagdo molecular da ritmicidade circadiana. Na
primeira, proteinas CLOCK e BMAL formam um heterodimero (CLOCK:BMAL) que por
meio da interacdo com E-box, ativam a transcricdo dos genes Per e Cry. As proteinas destes,
por sua vez, também formam um heterodimero, PER:CRY, que inibem a acdo de
CLOCK:BMAL, diminuindo, por consequéncia, a transcricdo dos proprios genes. Os niveis
de PER e CRY diminuem, até ndo serem mais capazes de inibir a atividade de
CLOCK:BMAL, o que da inicio a um novo ciclo (Figura 1) (YOO et al., 2004; OKAMURA
et al., 2010; BUHR e TAKAHASHI, 2013).

Outra via de regulacdo, também ativada por CLOCK:BMAL, promove a transcri¢cdo
de Rev-erba € Rora, que competem pela ligacdo a elementos responsivos ao receptor 6rfao
relacionadas com o acido retindico (ROR), presentes no promotor de Bmal (Figura 1)
(PREITNER, 2002; AKASHI e TAKUMI, 2005). A partir dai estas proteinas tem papeéis
antagbnicos, REV-ERBa inibe a transcricio de Bmal, enquanto RORa a ativa
(GUILLAUMOND et al., 2005). Alem disto, as proteinas DEC1 e DEC2 também parecem
inibir o funcionamento de CLOCK:BMAL, competindo pelos elementos E-box ou

interagindo diretamente, atraves de dominios proteina:proteina (HONMA, 2002).

Existem ainda outros genes (Clock-Controlled Genes) que sdo controlados pelo
relogio molecular, como, por exemplo, o Dbp (D-box binding protein), (RIPPERGER et al.,
2000). Estes ciclos de alcas de retroalimentacdo ocorrem subsequente e conjuntamente, e
duram aproximadamente 24h (KO e TAKAHASHI, 2006; CECON e FLORES, 2010).



18

Figural — Representacgdo da regulacdo molecular de genes circadianos em mamiferos
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Fonte: CECON e FLORES, 2010.

Embora os NSQ sejam 0 marca-passo central, eles funcionam de maneira sincronizada
com a acdo de osciladores periféricos, que também variam independentemente e podem ter
influéncia sob o oscilador central (HASTINGS, REDDY e MAYWOOD, 2003;
SCHEIERMANN, KUNISAKI e FRENETTE, 2013). O figado, o0 sangue e 0s rins sao
exemplos desses sincronizadores periféricos (GERY e KOEFFLER, 2010; RANA et al.,
2014). Alem disto, estruturas do proprio cérebro como glandulas pineal e pituitaria,
hipotalamo ventral, os nucleos no bulbo olfatério (ABE et al., 2002) e, de nosso particular
interesse, 0 hipocampo também apresentam oscilacdo diaria de diversos fenémenos
(CHAUDHURY, WANG E COLWELL, 2005). Os mecanismos fisiol6gicos e moleculares
associados ao controle temporal das atividades relacionadas ao hipocampo estdo comecando a

ser explorados.
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2.2 Ritmo circadiano e hipocampo

Nos roedores, 0 hipocampo localiza-se bilateralmente nos lobos temporais, entre sua
porcéo medial e o talamo. O hipocampo se comunica por meio de feixes de fibras com outras
regides do sistema limbico (SHARMA et al., 2007). A formacao hipocampal € constituida de
quatro partes: o giro denteado (GD), 0 hipocampo propriamente dito (corno de Amon - CA,
que é subdividido em CA1, CA2 e CA3), o complexo subicular e o cortex entorrinal. O corno
de Amon é dividido em trés camadas: molecular, polimorfa e camadas de células piramidais,
de acordo com a disposicdo dos axdnios e dendritos, as camadas subdividem-se em laminas.
O giro denteado também é composto por trés camadas: molecular, granular e hilo e é
composto por varios tipos celulares (LOPES DA SILVA et al., 1990).

A circuitaria hipocampal é unidirecional (AMARAL et al., 1989), sendo o cortex
entorrinal, a principal via de aferéncia do hipocampo. Assim, a informacdo chega ao cortex
entorrinal e suas fibras a levam para as células granulares da camada molecular do giro
denteado. As fibras musgosas (axdnios das células granulares) transmitem-na para as células
piramidais de CA3, que por meio da via colateral de Schaffer, projetam-na as fibras de CAL,
que entdo a emitem ao complexo subicular (Figura 2). Essa é a tradicional via tri-sindptica
hipocampal, na qual o glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio. Além da via
classica, existem outras conexdes dentro desta estrutura. O cortex entorrinal, por exemplo, faz
sinapses diretas com CAL, desta regido também saem fibras colaterais que inervam CA3
(MCNAMARA, 1994 apud ROCKENBACH, 2011).
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Figura 2 — Representacao da circuitaria tri-sindptica hipocampal
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Fonte: Lent, 2010.

O hipocampo esta envolvido em diversos processos, como a formagdo da memdria,
sendo assim importante para aprendizagem e cogni¢do. Ja foi descrito que varias propriedades

desta estrutura seguem regulacao temporal, incluindo fenémenos estruturais e fisiologicos.

De fato, hamsters submetidos a fotoperiodos com dias longos (claro/escuro 16h/8h)
tem aumento do comprimento dos dendritos e da complexidade dendritica apds pulsos de
escuro durante a manhd, além de aumentar a densidade de espinhos no giro denteado.
Enguanto pulsos de luz no inicio da noite de dias curtos (claro/escuro 8h/16h) promovem
diminuicdo da ramificacdo dendritica e da densidade dos espinhos, bem como aumento de
dendritos apicais primarios em CAL. Isto indica que pulsos de luz induzem remodelamento da
morfologia dendritica de maneira especifica para cada sub-regido hipocampal (IKENO, WEIL
e NELSON, 2014).

O comprimento total e o niUmero de dendritos, a complexidade dendritica e a distancia
da interseccdo mais afastada do corpo celular, por sua vez, tém ritmo diario apenas em dias
curtos, enquanto a densidade de espinhos dendriticos tem ritmicidade com picos diferentes
entre as sub-regies CAl e GD e também entre dias longos e curtos, o que reforca a influéncia
do fotoperiodo sobre a morfologia de dendritos em neurdnios hipocampais (IKENO, WEIL e
NELSON, 2013).
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H& evidéncias de que essas mudancas estruturais ao longo do dia dependam de um
controle hormonal. De fato, alguns horménios que tém ritmo diario de secrecdo exercem
influéncia sobre o remodelamento hipocampal. O tratamento cronico com melatonina
promove o0 desenvolvimento de dendritos e a formagdo de espinhas em neurdnios
hipocampais (GONZALEZ-BURGOS et al., 2007; RAMIREZ-RODRIGUEZ et al., 2011),
bem como o tratamento agudo induz dendritogénese em cultura de células hipocampais
(DOMINGUEZ-ALONSO et al., 2012). Ap6s 4h do tratamento com melatonina ha aumento
do tamanho e da complexidade de espinhos dendriticos em CA1, assim como diminuicdo da
densidade dos espinhos no giro denteado, sugerindo que o remodelamento de neurdnios
hipocampais é regulado pelo relégio circadiano, e que este processo pode ser coordenado pelo
ritmo diario de melatonina. Em relagdo a mecanismos moleculares, ap6s o tratamento agudo
com melatonina, os genes Perl e Bmal tém expressdo aumentada, 0 que sugere que esta pode
ser uma das vias moleculares que esta associada ao processo de regulacdo de funcbes
hipocampais ao longo do dia (IKENO e NELSON, 2014).

Com relagdo a processos fisiologicos que sofrem modulagdo ao longo do ciclo

circadiano, destaca-se a neurogénese hipocampal e a potenciacéo de longa duracao (LTP).

Quanto a neurogénese hipocampal, ha ritmo diario da proliferacdo celular na zona
subgranular do giro denteado, ocorrendo um maior numero de mitoses e de novos neurdnios a
noite (TAMAI, SANADA e FUKADA, 2008). Esse ritmo é perdido em camundongos
nocaute para Per2 e Bmal (BOUCHARD-CANNON et al.,, 2013), indicando que genes

circadianos exercem influéncia importante sobre a neurogénese hipocampal.

LTP ¢ significativamente maior a noite do que de dia em duas linhagens de
camundongos, em que uma secreta melatonina ritmicamente (C3H) e outra ndao (C57). A
decadéncia de LTP, medida por meio de potenciais pds-sindpticos excitatorios, também sofre
variacdo diaria, em ambas as linhagens. Em escuro constante, a cepa C3H mantém o ritmo de
LTP maior durante a noite. Isto evidencia a influéncia da oscilacdo circadiana sobre a
plasticidade sinaptica hipocampal (CHAUDHURY, WANG e COLWELL, 2005). Do ponto
de vista molecular, € interessante notar que a ritmicidade da fosforilacdo de CREB (proteina
ligante ao elemento de resposta da adenosina monofosfato ciclica), importante no processo de
LTP, € perdido em camundongos que ndo expressam Perl. A auséncia de Perl também
promove alteracBes nas histonas, no ritmo de LTP e na expressdo génica hipocampal. Isto

resulta no prejuizo do desempenho da formacdo da memdria espacial (RAWASHDEH et al.,
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2014). A memoria e a aprendizagem também sofrem modulacdo circadiana, hamsters
arritmicos tém déficit da capacidade de memoria e cognicdo, o que parece estar relacionado
também ao sono (RUBY et al., 2008).

Assim, observa-se que diversos fendmenos dependentes do hipocampo sofrem
influéncia da variacdo dia/noite, 0 que evidencia que esta estrutura estd intimamente
relacionada ao sistema de oscilacdo circadiana. Além do mais, desde que o sistema limbico e,
particularmente, o hipocampo estdo envolvidos na patogénese de determinadas condigcdes
neuroldgicas, é possivel que o hipocampo represente um centro de convergéncia importante
para desordens do SNC associadas a variagcdes circadianas. Neste cenario, e de nosso
particular interesse, destaca-se a condicao epiléptica. De fato, ha inmeras evidéncias de que a
crises epilépticas sofrem modulacédo circadiana, que parece variar de acordo com a sindrome

epiléptica e com a origem do foco epileptogénico.

2.3 Epilepsia do lobo temporal

A epilepsia € um distarbio neuroldgico caracterizado pela ocorréncia de crises
espontaneas e recorrentes, associadas a alteragdes eletrofisiologicas, que levam a atividade
elétrica excessiva e hipersincrénica (ENGEL, 2001). Cerca de 1% da populacdo mundial é
acometida pela patologia (OMS, 2005), o que somado a morbidade, risco de morte subita e
forte impacto sécio-econémico, faz com que a epilepsia tenha carater prioritario nas politicas
de salde publica (LI e SANDER, 2003).

A ELT ¢ o tipo mais frequente de epilepsia focal em adolescentes e adultos (ENGEL,
2001), sendo caracterizada por crises parciais simples ou complexas, que podem ou ndo ter
generalizacOes secundarias. Aproximadamente 30% dos portadores de ELT séo resistentes ao
tratamento farmacoldgico, casos em que a resseccdo cirurgica € indicada (ENGEL, 2001). As
crises da ELT tém origem em estruturas neocorticais ou mesiais, 0 que da nome,
respectivamente, aos subtipos: epilepsia do lobo temporal neocortical (ELTN) e epilepsia do
lobo temporal mesial (ELTM), (BERCOVICI et al., 2012), sendo a forma mais comum desta
Gltima a associada a esclerose hipocampal (ELTM-EH) (ANDRADE-VALENCA et al.,
2006).

O processo epileptogénico da ELTM é constituido caracteristicamente por 3 fases:

insulto inicial, periodo de laténcia e periodo cronico (MATHERN et al., 1996).
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H& diversos modelos experimentais que mimetizam 0 processo que ocorre em
humanos (PITKANEN, 2006), dentre os quais destacam-se 0 de crises cronicas ou epilepsia
induzidas por injecdo de convulsivantes quimicos (ELLIOT e LOWESTEIN, 2004). De fato,
em roedores, a administracdo de pilocarpina intraperitoneal desencadeia um processo
epileptogénico bastante similar ao que ocorre na ELTM-EH humana. O status epilepticus
(SE) gerado pela injecdo de pilocarpina seria o insulto inicial caracterizado por crises
generalizadas autossustentadas; ap0s a reversao do SE, da-se um periodo de laténcia em que
0s animais ndo apresentam crises comportamentais; o fim do periodo de laténcia ocorre
quando os animais passam a manifestar crises espontaneas e recorrentes — fase crénica
(CURIA et al., 2008). Durante todo o processo, ha uma série de alteracdes celulares e
moleculares, tais como modificacdo do perfil de expressdo génica, resposta inflamatoria, glial
e vascular, superexpresséo de fatores de crescimento e morte neuronal. Numa fase tardia,
ocorre astrogliose, angiogénese, neurogénese, plasticidade neuronal e aumento da tendéncia a
atividade sincrénica (JACOBS et al., 2009).

Recentemente, esses modelos comecaram a ser utilizados para investigar interacao

entre alterac6es no ritmo circadiano e o processo epileptogénico.

2.4 Epilepsia do lobo temporal e alteracfes circadianas em modelos experimentais de
epilepsia

Para a investigacdo da relacdo entre epilepsia e ritmo circadiano tem-se utilizado
diferentes modelos experimentais e, em geral, esses estudos tém focado em abordagens

comportamentais.

Em ratos com epilepsia de auséncia a frequéncia de crises € maior nas primeiras horas
da fase escura (VAN LUIJTELAAR e COENEN, 1988).

Em cepa de rato geneticamente susceptivel a crises audiogénicas, foi visto que a
susceptibilidade as crises € maior na fase escura (WADA e ASAKURA, 1970). Camundongos
submetidos a estimulos audiogénicos também sdo mais susceptiveis a crises na fase escura
(SCHREIBER e SCHLESINGER, 1972; POIREL, 1984). Quando esses animais Sao
submetidos a claro ou escuro constante a susceptibilidade aumenta (SCHREIBER E
SCHLESINGER, 1972).

Ratos submetidos a estimulacéo elétrica da amigdala durante a fase escura (&s 22h) por

varios dias apresentam niveis mais graves de crise ap6s menos dias de estimulagdo do que
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aqueles submetidos ao abrasamento na fase clara (as 10h). Contudo, ndo foi vista diferenca
significante do limiar para crises entre os dois horarios de estimulacdo (FREEMAN, 1980).

Em modelo de epilepsia induzida por estimulagdo continua do hipocampo a frequéncia
das crises € maior na fase clara do ciclo circadiano (BERTRAM e CORNETT, 1994; QUIGG
et al., 1998; QUIGG et al., 2000). O tempo de laténcia é menor para a ocorréncia de crise
entre 14h e 22h nesse modelo (MATZEN, BUCHHEIM e HOLTKAMP, 2012). Taxas de
disparo de alta amplitude e curta duragdo seguem um padrdo de oscilacdo ao longo do dia,
apos o abrasamento elétrico do hipocampo esse perfil sofre um brusco deslocamento de fase
(TALATHI et al., 2009; STANLEY et al., 2013).

Em modelo de crise induzida por pentilenotetrazol (PTZ), ha alta sensibilidade a
indugdo de crises as 22h em camundongos (EIDMAN, BENEDITO e LEITE, 1990). A
mudanca brusca do fotoperiodo claro/escuro 12h/12h para 18h/6h diminui o limiar para crises
clénicas em modelo de crise induzida por PTZ. Ja a alteragcdo para claro/escuro 6h/18h nédo
promove modificacGes significantes. A exposicdo a fotoperiodos mais curtos (claro/escuro
6h/18h) ou mais longos (claro/escuro 18h/6h) durante duas semanas diminui
significantemente o limiar de crise induzida por PTZ. Tanto a exposi¢cdo aguda como a
cronica a deslocamentos de 6h no fotoperiodo sdo revertidas pela administracdo de
melatonina (TAHSILI-FAHADAN et al., 2008).

Em modelo de kainato intraperitoneal a frequéncia das crises € maior durante o
periodo de inatividade de ratos. Contudo, o numero de crises ndo foi estatisticamente
significante entre as fases (HELLIER e DUDEK, 1998). J4 em modelo de kainato via intra-
hipocampal, a maioria dos ratos apresentou crises durante a fase clara do dia (RAEDT et al.,
2009).

A menor susceptibilidade a crises foi vista as 10:30h, enquanto as 18:30h as crises
foram induzidas com doses significantemente menores, o que indica baixo limiar a inducéo de
crises em modelo de kainato neste horario (ROBERTS e KEITH, 1994).

Em modelo de pilocarpina i.p., a laténcia para crises generalizadas foi menor ao longo
da fase escura e foram comumente crises clénicas de corrida ou tdnicas. Enquanto a laténcia
para crises eletroencefalograficas ndo diferiram entre as fases clara e escura, mas durante a

fase clara foram associadas a clonias faciais e de patas anteriores e elevacdo. Isso indica que a
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sensibilidade a pilocarpina segue uma oscilacdo ao longo do ciclo circadiano (STEWART,
LEUNG e PERSINGER, 2001).

Apds administracdo de pilocarpina por via sistémica, ratos tiveram aumento da
atividade locomotora logo apés o SE, que retornou aos niveis basais ap6s alguns dias.
Contudo, a atividade durante a fase escura permaneceu aumentada em ratos epilépticos
(PERSINGER e KOREN, 1998). Ratos na fase cronica tém atraso de fase no ritmo de
atividade locomotora, este atraso foi correlacionado com a ocorréncia de crises (STEWART e
LEUNG, 2003). A frequéncia de crises espontaneas foi relacionada a fase clara (ARIDA et
al., 1999; STEWART e LEUNG, 2003). Enquanto outros autores dizem ndo haver relagdo da
frequéncia de crises com a fase do ciclo (clara ou escura) (BAJORAT et al., 2011).

De um modo geral os estudos acerca da interagdo entre ritmo circadiano e epilepsia
fazem investigagdo comportamental, a respeito de ocorréncia, frequéncia ou susceptibilidade
a crises. Grande parte dos modelos experimentais sdo mais susceptiveis a crises na fase
escura. Enquanto no modelo de kainato o limiar € menor na fase clara e no de pilocarpina a
relacdo entre crises e determinado momento do dia ainda € controverso. As vias moleculares

que contribuem para esta relacdo sdo pouco estudadas até entéo.

Os dados encontrados mostram que embora haja evidéncias que as crises epilépticas
sejam susceptiveis a regulacdo circadiana, esta relacdo ainda ndo esta bem caracterizada. O
entendimento desta ligacdo €& importante, por exemplo, para o desenvolvimento da
cronoterapia, que pode trazer inUmeros beneficios para pacientes portadores de alguma
sindrome epiléptica, especialmente aqueles que séo refratarios ao tratamento medicamentoso
(CHO, 2012).

2.5 Influéncia da variacao circadiana em estudos de expressdo génica diferencial em
modelo experimental de epilepsia

Uma abordagem que tem sido muito utilizada com o objetivo de identificar vias
moleculares associadas ao processo epileptogénico baseia-se em estudos de expressao génica
diferencial. De fato, tanto estudos em pacientes quanto em modelos experimentais tem
revelado um inventario de genes que apresentam a expressdo modulada no hipocampo em

diferentes momentos da epileptogénese.

Entretanto, muitos dos genes estudados tém dados de expressdo conflitantes, o que

remete a problemas metodoldgicos, a exemplo do gene Gfap, que codifica uma proteina
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especifica do citoesqueleto de astrocitos e tem sido utilizado como um marcador de
astrogliose reativa na fase aguda da epileptogénese (FELLIN e HAYDON, 2005; LI, XUE et
al, 2009). Entretanto, a expressao diferencial de Gfap na fase cronica da epileptogénese ainda
é inconsistente. Alguns autores mostram aumento da expressdo de Gfap no hipocampo de
animais epilépticos (SOHL et al., 2000; XU et al., 2011), enquanto outros ndo observaram
alteracdo dos niveis de expressao (STEWARD et al., 1990; TORRES et al., 1992;
HOLMBERG et al., 2006; PERNOT et al., 2010). A técnica RT-gPCR é o método mais
poderoso e atualmente o mais utilizado em estudos de expressdo génica diferencial.
Entretanto, por ser bastante sensivel, com capacidade de detectar pequenas quantidades de
transcritos, torna-se necessario controlar muito bem as condi¢cdes experimentais. Neste tipo de
analise, o impacto de variacbes experimentais causadas por fatores técnicos (erros de
pipetagem, eficiéncia da trancrigéo reversa, qualidade do RNA (&cido ribonucléico), gene de
referéncia utilizado como normalizador) ou biologicos (idade, sexo, tecido) podem levar a
resultados imprecisos e a conclusdes equivocadas (MARQUES et al., 2013; de ARAUJO et
al., 2014). O reconhecimento desses fatores, portanto, € essencial para um desenho

experimental apropriado. Neste aspecto, destacamos dois fatores:

1) Genes de referéncia: varios estudos tém mostrado que a selecdo de normalizadores
inadequados influencia nos resultados de expressdo génica, e que a escolha destes genes deve
considerar as condi¢Ges experimentais, espéecies e tecidos analisados (KOSIR et al., 2010;
MARQUES et al., 2013; de ARAUJO et al., 2014).

2) Oscilacdo diaria na expressao génica: este fendbmeno deve ser uma fonte importante
de variacdo em estudos de expressdo génica diferencial, especialmente quando se usa o
método de RT-gPCR. De fato, recentemente, Hsu e Harmer (2012) demonstraram, em estudo
de larga escala, que mesmo 30 minutos de diferenca na fase circadiana podem causar

diferencas significativas na expressdo de um grande nimero de genes.
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3 JUSTIFICATIVA

O ritmo circadiano controla varios aspectos da fisiologia, como a regulagdo do ciclo
sono-vigilia, da temperatura corporal e da secre¢do de alguns hormdnios. Este conjunto de
ritmos bioldgicos, que varia em torno de 24h, também exerce influéncia sobre diversos
processos que ocorrem no ambiente hipocampal, como eventos relacionados a formacdo da
memoria e & aprendizagem. Disturbios no controle do ritmo circadiano estdo associados com
diversas patologias, entre os distirbios que sofrem influéncia da oscilagdo circadiana esta a
epilepsia. Fatores como frequéncia e ocorréncia de crises epilépticas podem ser modulados
pela variacdo ao longo do dia. Uma frente de estudo que tem se destacado € o estudo de vias
moleculares subjacentes a relacdo entre ritmo circadiano e epilepsia. A variacdo da expressdo
ao longo do dia pode interferir nos estudos de expressdo diferencial, e isto pode estar
envolvido com os eventos modulados durante o ciclo circadiano no processo epiléptico (ou

em outra condicdo estudada).
Diante do exposto, a realizacao deste trabalho justifica-se em suas 3 frentes de estudo:

- ldentificacao de genes de referéncia para estudos de ritmo circadiano em hipocampo. Apesar
do hipocampo ser uma estrutura bastante utilizada nas abordagens de expressdo génica
diferencial mesmo em estudos circadianos, ainda ndo ha na literatura trabalhos que tenham

identificados genes de referéncia adequados para esses estudos.

- Investigacdo de vias moleculares associadas a modulacdo temporal da fisiologia hipocampal.
Diversas fungdes importantes do hipocampo sofrem variacdo ao longo do ciclo circadiano,
como fendbmenos relacionados a memaria e a cognicdo. Entre os eventos que variam estdo o
LTP, a neurogénese e caracteristicas estruturais de dendritos. Apesar desses fatos, pouco se
conhece sobre as vias moleculares responsaveis pelo controle temporal desses fendmenos.
Algumas evidéncias sugerem o envolvimento de genes do rel6gio nesses processos, bem
como em outras fungdes, que ndo estdo diretamente relacionadas a temporizacéo circadiana.
A caracterizacdo sistematica do perfil de expressdo de genes do reldégio no hipocampo de
ratos Wistar, ao longo de 24 horas, representa uma etapa importante, embora inicial, neste

processo de investigacao.

- Investigacdo do impacto da oscilagcdo diaria em estudos de expressdo génica diferencial em

modelo experimental de ELT.
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4 OBJETIVOS
4.1 Geral:

Identificar genes de referéncia para estudos de ritmo circadiano e avaliar o perfil de expressao
de genes circadianos em hipocampo de ratos Wistar, bem como avaliar o impacto do
estabelecimento de grupos experimentais em diferentes horarios em estudos de expressao

génica em epilepsia.

4.2 Especificos:

- Avaliar a estabilidade de expressdo de potenciais genes de referéncia, por meio dos
softwares geNorm e NormFinder, em hipocampo de ratos Wistar ao longo do ciclo
circadiano;

- Analisar a expressdo de genes Clock, Bmal, Cryl, Cry2, Perl e Per3 em hipocampo de ratos
Wistar ao longo do ciclo circadiano;

- Investigar a expressdao dos genes Clock, Bmal, Cryl, Cry2, Perl e Per3 em hipocampo de
ratos epilépticos, quando comparados a diferentes ZTs de animais controle;

- Avaliar a expressao de Gfap em hipocampo de ratos Wistar ao longo do ciclo circadiano;

- Analisar a expressdo de Gfap em hipocampo de ratos epiléticos quando comparados a
diferentes ZTs de animais controle.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Estabelecimento dos grupos experimentais
5.1.1 Animais

Para os experimentos foram usados 35 ratos Wistar, machos, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal de Alagoas (Biocen - UFAL), pesando entre 400-450g, com
idade média de 6 meses, que foram acondicionados sob ciclo claro/escuro 12h/12h, a 22°C e
com livre acesso a agua e comida. Os procedimentos realizados foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFAL, com protocolo 02/2012 (Anexo A). Para a
manipulagdo dos animais, foram seguidas as instru¢des normativas da Sociedade Brasileira de
Neurociéncias e Comportamento. Todas as medidas possiveis para diminuir o sofrimento dos

animais foram tomadas.

5.1.2 Grupos experimentais

A) Grupo Controle

Foram utilizados 30 animais para o grupo controle, distribuidos em 6 horéarios de
coleta (n=5/ZT), intervalados a cada 4 horas ao longo do ciclo circadiano. As luzes do
biotério acendiam as 6h da manh& e este horario € o correspondente ao primeiro Zeitgeber
Time (ZT) avaliado. Os pontos avaliados foram: ZT00, ZT04, ZT08, ZT12, ZT16 e ZT20, 0s
3 primeiros na fase clara do ciclo, e os 3 ultimos na fase escura. Estes animais foram

manipulados no Laboratério de Cronobiologia Molecular, UFAL, Campus Arapiraca.
B) Grupo Epiléptico

Para este grupo usaram-se 5 animais, que foram eutanasiados no horario
correspondente ao ZT08. O grupo epiléptico foi estabelecido no Laboratério de Biologia
Celular e Molecular, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (ICBS), UFAL.

5.1.3 SE induzido por pilocarpina intraperitoneal

Os animais foram submetidos a administracdo intraperitoneal de butilorometo de
escopolamina (1mg/kg) e ap6s um intervalo de 30min tratados com pilocarpina (300mg/kg,
i.p.) para inducdo do SE. A partir dai, os animais foram monitorados por camera filmadora
digital (DCR-SR68, Sony Brasil LTDA). O SE foi considerado ap6s a ocorréncia de crises
sustentadas por um periodo de pelo menos 5 minutos (SHORVON, 1994; LOWENSTEIN e
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ALLDREDGE, 1998). Ap6s 90min de SE, os animais foram tratados com diazepam (5mg/kg,
i.p.) a cada 30min, até que as crises fossem abortadas completamente. Nos 3 dias seguintes ao
SE, quando necessario, foi realizada reposicéo hidroeletrolitica com soro fisioldgico (0,9%) e
soro glicosado (5%) i.p..

5.1.4 Avaliagdo das crises esponténeas e recorrentes

No terceiro dia ap6s o SE os animais foram acondicionados individualmente em
gaiolas de acrilico e monitorados por camera filmadora digital (DCR-SR68, Sony Brasil
LTDA) diariamente em média por 6h para a deteccdo de crises epilépticas. A caracterizacdo
da fase cronica foi baseada na ocorréncia de pelo menos duas crises com gravidade maior ou
igual ao nivel 3 da escala de Racine (RACINE, 1972).

5.2 Dissec¢ao dos hipocampos

Os animais foram imobilizados, decapitados em guilhotina, o cérebro foi removido e
os hipocampos dissecados em superficie fria e imediatamente congelados em nitrogénio
liquido (-180°C). As estruturas foram mantidas em freezer -80°C até o processamento das

amostras.

5.3 Extracdo de RNA total de hipocampo de rato

O RNA foi extraido usando Trizol, seguindo recomendaces do fabricante (Invitrogen,
CA, USA), com modificaces.

Os hipocampos esquerdos foram transferidos do freezer -80°C para nitrogénio liquido.
Foram adicionados 350uL de Trizol a cada tubo contendo o hipocampo esquerdo, o conteddo
foi macerado com pistilos para tubo, adicionaram-se 140uL de cloroférmio, que foram entéo
homogeneizados por inversdo dos tubos e mantidos a temperatura ambiente por
aproximadamente 3min. As amostras foram centrifugadas (Heal Force ® - High speed
refrigerated bench) a 12000g, durante 15 minutos, a 4°C. A fase contendo o RNA (fase
aquosa) foi transferida para outro tubo. O conteddo remanescente foi armazenado em freezer -
80°C. Foram adicionados 175uL de isopropanol a fase aquosa, que foi homogeneizada e
mantida a temperatura ambiente por 30min. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 120009
por 30 minutos, a 4°C. Depois disto, o pellet de RNA foi visualizado. O liquido foi
desprezado cuidadosamente por inversdo do tubo e foi adicionado 1mL de etanol 75% . Em

seguida, os pellets foram deslocados em vortex e centrifugados a 12000g por 5 minutos, a
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4°C. O sobrenadante foi desprezado e os processos de lavagem com etanol 75% e
centrifugacdo repetidos. O conteddo liquido foi novamente desprezado e os tubos mantidos
invertidos em papel absorvente. Os pellets foram ressuspendidos em 30pL de agua milli-Q
tratada com dietilpirocarbanato (DEPC) e mantidos 20min a temperatura ambiente e 40min
em gelo, para solubilizagdo. Os RNAs foram mantidos em freezer -80°C. Todas as solu¢des
usadas foram preparadas com adgua DEPC.

5.3.1 Quantificacdo das amostras de RNA

A concentragcdo e a pureza das amostras foram avaliadas por espectofotometria
(Espectrofotémetro Eppendorf BioPhotometer Plus). As amostras foram quantificadas a partir
da densidade 6ptica (OD) obtida em comprimento de onda de 260nm. A pureza dos RNAs foi
avaliada a partir do célculo da razéo entre os valores de absorbancia nos comprimentos de
onda 260nm e a 280nm.

Nas tabelas 1 e 2 estdo dispostos a pureza, a concentracdo e o volume de RNA usados
nos experimentos dos grupos controle e epiléptico, respectivamente. No grupo controle, as
concentragfes variaram entre 1,256ug/uL a 3,424pg/pl, enquanto no grupo crénico a
variacao foi de 1,916ug/uL a 3,496pug/pL. Ja os valores da razdo OD,g0/OD5go Variaram entre
1,23 a 1,74 no grupo controle e 1,65 e 1,81 no grupo epilético. O que indica que as amostras

estdo adequadas para experimentos de RT-qPCR.
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Tabela 1- Pureza, concentragdo e volume de RNA extraido do hipocampo do grupo

controle
ZT  Amostra Razdo Concentragao I;/ISIE:T;%%
OD260/OD3g0 (Mg/uL) (1ug)
1 1,72 2,632 0,37993921
2 1,74 1,912 0,52301255
0 3 1,62 2,088 0,4789272
4 1,65 2,400 0,41666667
5 1,69 2,584 0,3869969
6 1,55 2,080 0,48076923
7 1,63 1,984 0,50403226
4 8 1,67 2,664 0,37537538
9 1,62 2,552 0,39184953
10 1,53 2,296 0,43554007
12 1,53 2,744 0,36443149
13 1,57 2,760 0,36231884
8 14 1,73 2,456 0,40716612
15 1,51 2,152 0,46468401
16 1,66 2,424 0,41254125
18 1,58 2,608 0,38343558
19 1,52 2,296 0,43554007
12 20 1,4 1,656 0,60386473
21 1,47 2,448 0,40849673
22 1,4 1,976 0,50607287
24 1,55 2,928 0,34153005
25 1,57 3,424 0,29205607
16 26 1,5 2,344 0,42662116
27 1,57 2,672 0,3742515
28 1,23 1,256 0,79617834
30 1,6 3,064 0,32637076
31 1,55 2,792 0,35816619
20 32 1,57 2,848 0,3511236
33 1,54 2,352 0,42517007
34 1,55 2,856 0,35014006

Fonte: Autora, 2015.
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Tabela 2- Pureza, concentracdo e volume de RNA extraido de hipocampo do grupo

cronico
ZT Amostra Razdo Concentragao I;/ISIE:T;%%
OD260/ODg0 (Mg/uL) (1ug)
1 1,65 2,096 0,477099237
2 1,81 1,916 0,521920668
8 3 1,66 2,944 0,339674
4 1,75 2,732 0,366032211
5 1,68 3,496 0,28604119

Fonte: Autora, 2015.

5.4 Selecéo de genes de referéncia

Os genes de referéncia foram selecionados com base numa revisdo sistematica
realizada previamente por nosso grupo de estudo. Nesta revisdo, o objetivo foi selecionar
genes comumente usados como normalizadores para estudos com modelos experimentais de
ELT. Tendo em vista a escassez de estudos com genes de referéncia para ritmo circadiano,
optamos por avaliar a expressdo desses genes também ao longo do ciclo circadiano.

Os genes usados foram Actb, B2m, Gapdh, Gusb, Polrla, Ppia, Rplpl e Tubb2a.

5.5 Analise da expressdo de Gfap

Gfap foi selecionado para analise da influéncia da variacdo da expressao ao longo do
dia. Este gene foi avaliado em todos os pontos do grupo controle e também no ZT08 do grupo

epiléptico.

5.6 Primers para os genes estudados

Os primers para os genes de referéncia e para Gfap, Clock, Cryl, Perl e Per3 foram
desenhados com uso dos programas Oligo Explorer 1.4 e Oligo Analyzer 1.4 (Gene Link, NY,
USA), a partir das sequéncias disponiveis no NCBI. Enquanto os primers usados para 0S
genes Bmal e Cry2 foram retirados do artigo Cadmium-induced disruption in 24-h expression
of clock and redox enzyme gene (JIMENEZ-ORTEGA, 2011).

Os primers foram desenhados em éxons diferentes para permitir a diferenciacdo de
produtos de amplificacdo de DNA gendmico. Na tabela 3 estdo dispostos a sequéncias dos

primers, 0s nimeros de acesso dos genes e o tamanho dos amplicons.



Tabela 3- Sequéncia dos primers usados para RT-qgPCR

34

Gene Simbolo Numero de acesso  Sequéncia dos primers 5'-3' Anr;z:;():on

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

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

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

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 | murino Polrla NM_031772.1 F - CAGGAGAAGTGCCTGAGACC 188
R - TCCTCCTCTCTCCGATTCCT

Proteina ribossomal, grande, P1 Rplp1 NM_001007604.1 F- GCATCTACTCCGCCCTCA 58
R - ATCTTATCCTCCGTGACCGT

Proteina glial fibrilar acida Gfap NM_017009.2 F - AACCGCATCACCATTCCTGT 123
R - CATCTCCACCGTCTTTACCAC

Circadian locomotor output cycle kaput Clock AB019258.1 F-CTTCAGTTCAGCAGCCAGC 125
R-GCTCTGTTGTAGTGGAAAGGCA

Criptocromol Cryl NM_198750.2 F-CAGTTGGGAAGAAGGGATGAAG 60
R-ATGCTCCAGTCGGCGTCAA

Periodol Per1 NM_001034125.1 F-GCAGAAACAACAGCCACGGT 115
R-GTCCACACAAGCCGTTACATCG

Periodo3 Per3 NM_023978.2 F-CCACAGCATCAGTACAGCAAG 142
R-GCTCTGTCTCTCTGTCTATCCT

Brain and muscle Arnt-like protein-1 Bmal NM_024362.2 F-CCGTGGACCAAGGAAGTAGA 97
R-CTGTGAGCTGTGGGAAGGTT

Criptocromo2 Cry2 NM_133405.2  F-ATTGAGCGGATGAAGCAGAT 103

R-CCACAGGGTGACTGAGGTCT

Fonte: Autora, 2015.

5.7 Experimentos de RT-qPCR

5.7.1 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Apos a extracdo, 0s RNAs foram tratados com DNase. Aos volumes das amostras de
RNA total foram adicionados tampéo de DNase (1x) (Ambion), 1U de DNase (Ambion) e 2U

de RNaseOUT (Invitrogen). Os contetdos foram incubados a 37°C, durante 10min. Em

seguida, foi adicionado EDTA 5mM e as reagOes foram, entdo, incubadas a 75°C por 10min.
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Foram usados 10uL do RNA tratado para sintese de cDNA. O volume restante foi
armazenado em freezer -80°C.

Para a sintese de cDNA foi usado 1ug de RNA total. Utilizou-se o kit High Capacity
(Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do fabricante. Foram adicionados 2uL de RT
Buffer, 0,8uL de dNTP 25x (100mM), 2uL de RT Random Primers (10x), 1puL de Multiscribe
Reverse Transcriptase (50U/uL) e 4,2uL de d&gua DEPC. As reac6es foram incubadas a 25°C
por 10 min, 37°C por 120 min e 85°C por 5 min. Em seguida, foram adicionados 180uL de
agua DEPC. O volume total foi dividido em 4 aliquotas (50uL), que foram armazenadas em

freezer -80°C.

5.7.2 Reacdes de amplificacéo

Os perfis de expressdo dos genes estudados foram obtidos por meio do método RT-
gPCR, as reacOes foram realizadas utilizando o equipamento StepOnePlus™ Real-Time PCR
Systems (Applied Biosystems).

As reacdes foram feitas em triplicata e eram compostas de 2,5uL de cada amostra de
cDNA, 6L de SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,5uL de agua DEPC,
3uL de cada primer em concentracdes especificas (Tabela 4), constituindo um volume de
12uL. As seguintes condicdes foram aplicadas para a amplificacdo: ativacdo enzimatica a
95°C por 10min; seguida de 40 ciclos de desnaturagdo, 95°C por 15seg e anelamento e
extensdo, 60°C por 1min. Ao término, foi realizada a etapa de dissociagdo a 95°C por 15
segundos, 60°C por 1 minuto e 95°C por 15 segundos, para geracdo da curva de dissociacao
(Figura 3). O software StepOnePlus™ (Applied Biosystems) determinou automaticamente o
namero de ciclos de PCR em que o limiar da curva de amplificacdo foi atingido — cycle
threshold (CT).
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Tabela 4 — Concentragdo dos primers utilizada nas reagdes de RT-gPCR

Concentracao
Gene final na reagéo
(M)

Actb 0,2
B2m 0,4
Tubb2a 0,4
Gapdh 0,4
Gusb 0,4
Ppia 0,6
Polrla 0,4
Rplpl 0,2
Gfap 0,2
Clock 0,2
Cryl 0,4
Perl 0,4
Per3 0,4
Bmal 0,4
Cry2 0,4

Fonte: Autora, 2015.

5.7.3 Determinacéo da eficiéncia de amplificacéo e anélise da curva de dissociacao

Foram geradas curvas-padrdo com base em cinco pontos de diluicdo: 1:20, 1:40, 1:80,
1:160 e 1:320, para determinacdo da eficiéncia dos primers. Para isso, utilizou-se o valor de
CT (cycle threshold) obtido em cada diluicdo versus o log das respectivas diluicdes. Entdo, a
eficiéncia de amplificacdo (E) foi calculada por meio da formula:

E=[10¢/*!°P9)_1]x100,

em que slope é a inclinacao da reta obtida.

Todos os primers funcionaram com eficiéncia entre 90-110% (Tabela 5), pré-requisito
necessario para estudos de expressdo génica que fazem analise por meio do método 274
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001), usado na técnica RT-qPCR.

A curva de dissociacdo foi feita para verificacdo da especificidade das reacdes e
formacdo de dimeros. Ao observar a formacdo de apenas um pico nas curvas, é constatada a
amplificacdo especifica do fragmento alvo. A Figura 3 mostra as curvas de dissociacdo de
todos os primers. Para o primer Perl, observou-se a formacdo de um segundo pico nos
controles negativos, realizamos eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos da

amplificacdo (Figura 4) e constatamos a auséncia de amplificacdo inespecifica, j& que nas
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raias (16 e 17) onde os controles negativos foram aplicados apenas pequenos fragmentos

foram observados, indicando a formac&o de dimeros, mas ndo de produto inespecifico.

Tabela 5 — Eficiéncia de amplificagdo dos primers

Eficiéncia
Gene (%)
Actb 96,61
Ppia 100,07
Polrla 92,47

Tubb2a 95,46
Gapdh 96,57

Gusb 99,7

B2m 98,81
Rplpl 95,79
Gfap 91,18
Per3 90,22
Bmal 97,66
Cryl 99,78
Cry2 98,63
Clock 109,00
Perl 103,93

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 3 - Curvas de dissociagdo dos primers analisados, geradas pelo programa

StepOnePlus™ (Applied Biosystems)
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[continuacdo] Figura 3 - Curvas de dissociagdo dos primers analisados, geradas pelo

programa StepOnePlus™ (Applied Biosystems)
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Figura 4 — Gel de poliacrilamida para avaliacdo da amplificacdo de Perl
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Fonte: Autora, 2015.

5.8 Analise da estabilidade da expressdo pelos softwares geNorm e NormFinder

A analise dos perfis de expressdo foi realizada por meio dos programas geNorm
(http://medgen.ugent.br/~jvdesomp/genorm/) e NormFinder (http://

www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm).

5.8.1 geNorm

Este software ranqueia 0s genes quanto a estabilidade de expressdo, além de indicar o
nimero minimo de genes necessarios para uma normalizacdo eficiente. Os CTs devem, para
tanto, estar expressos em quantidades relativas, o que foi feito com base no método 2
(LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Estes valores sdo aplicados no programa que calcula a
estabilidade de expressdo do gene através de uma analise aos pares, em que cada gene €
comparado com todos os demais. A variacdo da expressdo de um gene para cada um dos
outros gera o valor de variagdo. A média aritmética destes valores da origem ao indice M.

Quanto menor o indice M, menor a variabilidade da expressdo e mais estavel é o gene.
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O software geNorm calcula também o nimero minimo de genes necessarios para uma
normalizagdo eficiente, isto € feito através do logaritmo Vn/n+1, em que V € a variacéo entre
dois conjuntos de genes normalizadores e n € o nimero de genes usados. Para este indice o
ponto de corte é 0,15, se o valor gerado estiver abaixo disso a inclusdo de mais um gene de
referéncia ndo é significante para o fator de normalizacdo gerado (VANDESOMPELE et al.,
2002).

5.8.2 NormFinder
Este programa também requer que os valores de CTs sejam convertidos em

quantidades relativas (ANDERSEN et al., 2004). A anélise é feita com base nas variacfes de
expressdo intra e intergrupo de cada gene. A partir disto, o software calcula o valor de
estabilidade de cada gene. Entdo, quanto menor a variabilidade da expressdo entre as

amostras, menor € o indice de estabilidade e maior a estabilidade de expresséo.

5.9 Analises estatisticas

Os resultados dos grupos experimental e controle foram comparados atraves de teste T
ndo pareado (GraphPad Prism, versdo 5.00), para comparar 0s grupos ou diferentes ZTs do
ciclo circadiano, e ANOVA (analise de variancia) seguida de Bonferroni para comparacao

entre os diferentes ZTs.

Para analise da ritmicidade circadiana da expressdo, foram usados os softwares
Acrophase (http://www.circadian.org/softwar.html) e Circwave

(http://www.euclock.org/results/item/circ-wave.html).

O software Acrophase faz analise dos dados pelo teste de Cosinor para analise
estatistica das variacOes diarias. Este programa fornece vérias informacdes acerca de
parametros cronobioldgicos. Neste estudo foram usados a acrofase, ponto em que ha maior
expressdo ao longo do ciclo, e a amplitude, distancia entre os pontos maximo (acrofase) ou
minimo (nadir) e o ponto médio (mesor) da curva cosseno (que indica ritmicidade da

expressao).

O Circwave produz uma curva de Fourier, adicionando médias harménicas, para o
ajuste a curva da maneira que os dados permitirem. O programa usa um teste estatistico
especifico (teste F) para cada harmonica que acrescentou, de maneira similar a regressdo
maltipla. A curva gerada pelo software encaixa os dados de expressdo sobre o ciclo

circadiano.
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6 RESULTADOS

6.1 Identificacdo de genes de referéncia para analise da expressao génica durante o ciclo
circadiano

6.1.1 Andlise dos niveis de expressao de potenciais genes de referéncia com base no CT
bruto.

Desde que o nivel de expressdo é um dos critérios utilizados para a selecdo de genes
de referéncia, avaliamos o nivel de expressdo dos 8 potenciais genes de referéncia em
hipocampo de rato, durante 6 pontos ao longo do dia, intervalados a cada 4 horas. Na figura 5
estdo representadas as médias dos CTs de cada gene, nos 6 pontos (horarios) estudados.
Observamos que os genes B2m e Gapdh apresentaram valores de CT similares entre si e
significantemente menores comparados com 0s demais, em todos os pontos estudados. O
gene Gush, por sua vez, apresentou valores de CT significantemente maiores. Embora nédo
normalizados, esses dados indicam que os genes B2m/Gapdh e Gusb apresentam,
respectivamente, 0s menores e 0s maiores niveis de expressdo em todos ZTs analisados.

Figura 5 - Niveis de expressao de potenciais genes de referéncia em hipocampo de rato
Wistar ao longo do ciclo circadiano
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Os valores representam média dos CTs * desvio padrdo. ANOVA, Bonferroni. #p<0,001, com relacdo aos

demais genes (exceto entre B2m e Gapdh).

Fonte: Autora, 2015.
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6.1.2 Andlise de estabilidade de expressao

Para avaliacdo da estabilidade de expressdo dos potenciais genes de referéncia nos 6
horarios ao longo do dia, os dados de CTs foram analisados através dos softwares geNorm e

NormFinder.

6.1.2.1 geNorm

Na figura 6, observa-se o valor médio para estabilidade de expressdo (indice M) de
cada gene, gerado pelo geNorm. O ranqueamento em ordem crescente de estabilidade foi
Gusb, B2m, Gapdh, Polrla, Actb, Ppia, e a dupla Tubb2a e Rplpl, esta indicada como a
combinacgéo de genes com maior estabilidade de expressao.

Figura 6 — Selecé@o de genes de referéncia mais estaveis em hipocampo de rato Wistar ao
longo do ciclo circadiano, pelo programa geNorm

0,35 4

Média da estabilidade de expressio (M)
o
L=

0,10 T T T T T T 1
Gushb B2m Gapdh Folrla Actb Ppia Tubb2

<€—  Genes menos estaveis Genes mais estiveis —> Rplp1
Média de estabilidade de expressdo. Foi gerado o indice M para cada gene, quanto menor o valor de M maior a
estabilidade. A ordem crescente de estabilidade é lida da esquerda para direita.

Fonte: Autora, 2015.

Para este estudo, o valor de VV2/3 foi 0,069 (Figura 7), indicando que uma combinacgéo
dos dois genes com maior estabilidade de expressdo é suficiente para uma normalizacdo

apropriada.
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Figura 7 — Determinacao do melhor nimero de genes de referéncia para normalizacao

em hipocampo de rato Wistar ao longo do ciclo circadiano

0,099

0,082

0,069

0,060

0,055
0,050

Varlagao aos pares

W23 V34 Vas W5/6 VG VT8

Fonte: Autora, 2015.

6.1.2.2 NormFinder

Os valores de estabilidade também foram calculados pelo programa NormFinder, que
realiza um célculo baseado nas variagdes intra e intergrupo. O menor e maior valor de
estabilidade foram 0,052 e 0,461, para 0s genes Ppia e Gusb, respectivamente (Figura 8). A
melhor combinacdo de genes normalizadores indicada foi dos genes Tubb2a e Ppia, com
valor de 0,064. Os resultados obtidos sdo semelhantes aos obtidos pelo programa geNorm,

com discreta alteragdes na ordem de ranqueamento dos genes.
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Figura 8 - Selecdo de genes de referéncia mais estaveis em hipocampo de rato Wistar ao
longo do dia subjetivo, pelo programa NormFinder
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Fonte: Autora, 2015.

6.1.3 Validacédo dos dados de estabilidade de expressao

As analises de estabilidade de expressdo dos potenciais genes de referéncia indicaram
que as combinacdes dos genes Tubb2a e Rplpl (geNorm) e Tubb2a e Ppia (NormFinder)
representam a melhor estratégia para normalizacdo dos dados de expressdo génica diferencial
ao longo do dia subjetivo. Para validar este resultado, avaliamos a expressdo do gene Perl a
partir destas estratégias de normalizacdo (Figura 9). A selecdo de Perl justifica-se pelo fato
de que este gene apresenta uma expressdo modulada ao longo do ciclo circadiano em
hipocampo de rato, conforme relatado consistentemente em estudos independentes
(RAMANATHAN et al., 2010; GOLINI et al., 2012; FONKEN et al., 2013; NAVIGATORE-
FONZO et al., 2013). Essa avaliacdo foi feita com base nos softwares Acrophase (Figura 9A-
B) e Circwave (Figura 9C-D), que calculam estatisticamente se o perfil de expressdo

observado segue um padrdo de variacao diaria. Observamos que, com ambos 0s programas, 0S
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dados da expressdo de Perl, normalizados tanto por Tubb2a e Rplpl (geNorm) quanto por
Tubb2a e Ppia (NormFinder), apresentam ajuste & curva cosseno e portanto, seguem um
modelo de variagdo diaria.

Esses dados mostram que nas condigdes experimentais analisadas, ambas as
combinagdes de genes séo eficientes para normalizacdo dos dados de expressdo génica no
hipocampo de animais em diferentes pontos do ciclo circadiano. Para 0 nosso estudo usamos
a dupla indicada pelo geNorm, Tubb2a e Rplp1, para normalizar os dados. Ja que em trabalho
prévio realizado pelo nosso grupo foi visto que estes genes sdo bons normalizadores também
para o processo epileptogénico (MARQUES et al., 2013).

Figura 9 — Expressao relativa do gene Perl em hipocampo de rato Wistar ao longo do
ciclo circadiano
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Validacdo dos genes de referéncia por Perl. A érea sombreada representa a fase escura do ciclo. Os pontos
pretos representam os dados de expressdo relativa e as linhas vermelhas e pretas as curvas cosseno ajustadas ao
periodo de 24h. Em A e C, os genes foram normalizados pela dupla indicada pelo geNorm (Tubb2a e Rplpl) e
em B e D pela combinacéo indicada pelo NormFinder (Tubb2a e Ppia). A-B: Variacdo diéria detectada pelo
Acrophase, anélise de cosinor, **p<0,01. C-D: Variacdo didria detectada pelo Circwave, analise regressdo
harménica, curva de Fourier, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.
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6.2 Perfil de expressédo de genes circadianos em hipocampo de rato Wistar ao longo de
24h

6.2.1 Andlise da expressdo de genes circadianos

A andlise estatistica (ANOVA) do perfil de expressdo de 6 genes circadianos (Bmal,
Clock, Cry1, Cry2, Perl e Per3), ao longo do ciclo circadiano (24h) mostra que ha diferenca
significativa dos niveis de expressao entre os diferentes ZTs para os genes Bmal, Cryl, Perl e

Per3, enquanto ndo € possivel detectar diferentes niveis para os genes Clock e Cry2 (Figura
10).

Figura 10 — Expressao de genes circadianos em hipocampo de rato Wistar ao longo do
ciclo circadiano
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As barras representam os valores do fold change + erro padrdo da média. A area sombreada representa a fase
escura do ciclo. ANOVA, Bonferroni. As barras representam diferenca significativa entre os ZTs que estdo nos
extremos. #p<0,001 em relagdo a todos 0s ZTs da fase oposta, *p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.
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6.2.2 Andlise da expressdo de genes circadianos em hipocampo de rato Wistar ao longo de
24h, através dos softwares Acrophase e Circwave

Realizamos analise do perfil de expressao de 6 genes circadianos (Bmal, Clock, Cryl,
Cry2, Perl e Per3), ao longo do ciclo circadiano (24h) em hipocampo de rato Wistar, com
auxilio dos softwares Acrophase e Circwave. Conforme observado na Figura 11, a analise
com ambos o0s softwares mostrou que os genes avaliados apresentam uma variagdo diaria nos
niveis dos transcritos, com excecdo do gene Clock. De fato, podemos observar que a
expressao de Clock nos diferentes ZTs ndo se ajusta a curva gerada pelo Acrophase. Por sua

vez, o Circwave ndo gerou curva, pois ndo ha significancia estatistica para variacdo diaria.

Uma caracteristica cronobioldgica relevante é a amplitude (A), distancia entre o valor
médio (mesor) e o maximo (acrofase) ou 0 minimo (nadir) da curva. No nosso estudo, 0 gene
com maior amplitude foi Perl (0,469), este gene apresenta a maior variagdo da expressdo ao
longo do ciclo circadiano, entre os genes estudados neste trabalho. O contrario acontece com
Cry2 (0,201), que tem menor amplitude e, portanto, & o gene com menor variacdo dentre 0s

avaliados.

A acrofase () é 0 ponto maximo da curva, ou seja, representa o horario em que ocorre
0 pico do fenbmeno estudado, neste caso, 0 momento do ciclo em que had o maior nivel de
expressdo do gene. Observamos que os genes Bmal (ZT02) e Cry2 (ZT7,6) tem pico de
expressdo durante a fase clara, enquanto os genes Cryl (ZT17,6), Perl (ZT16) e Per3

(ZT14,8) tém acrofase na fase escura do ciclo circadiano.
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Figura 11 — Expressao diaria de genes circadianos em hipocampo de rato Wistar, pelos

softwares Acrophase e Circwave
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[continuacdo] Figura 11 — Expressdo diaria de genes circadianos em hipocampo de rato

Wistar, pelos softwares Acrophase e Circwave
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A, C, E, G, |, K: andlise realizada com os valores do fold change. Os pontos pretos representam os dados de

expressdo relativa e as linhas vermelhas as curvas cosseno ajustadas ao periodo de 24h. Analise de cosinor,

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001. B, D, F, H, J, L: graficos gerados com os valores representativos fornecidos

pelo software Circwave. Andlise de regressdo harménica, curva de Fourier. *p<0,05, ***p<0,001.

A area sombreada representa a fase escura do ciclo. Os genes foram normalizados por Tubb2a e Rplpl.

Fonte: Autora, 2015.
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Na Figura 12 estd exposta a organizacdo temporal da expressdo diaria dos genes
estudados. A sobreposicao das curvas permite a observacdo de que Bmal estd em antifase com
os genes Cryl, Perl e Per3, ja que apresentam acrofase em fases distintas.

Figura 12 — Organizacdo temporal da expressdo diéria de genes circadianos
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Curvas geradas com os valores representativos fornecidos pelo software Circwave. A &rea sombreada representa

a fase escura do ciclo.
Fonte: Autora, 2015.

A Figura 13 permite avaliar uma possivel associacdo entre niveis de expressao e fases
de claro/escuro. Observamos que para 0s genes Cryl, Perl e Per3, os 3 pontos com maiores
valores de expressdo ao longo do dia estdo na fase escura do ciclo (Figura 13C, E e G).
Enguanto para Bmal ocorre o contrario, 0s 3 pontos mais expressos estdo na fase clara (Figura
13A). De fato, atraves de analises estatisticas, constatamos que para esses genes ha diferenca
de expressdo entre as fases do ciclo estudadas (Figura 13B, D, F e H). No entanto, para 0s
genes Clock (Figura 13J), que ndo apresentou variacdo diaria, e Cry2 (Figura 13L), que
apresentou baixa amplitude, ndo houve diferenca estatistica significativa entre as fases do dia,
0 gue associa-se com o fato de que, ambos os genes, ndo tém os maiores valores de expressao
localizados na mesma fase do ciclo (Figura 131 e K). Esses dados indicam que a luz poderia
influenciar no perfil de expressdo dos genes Cryl, Perl, Per3 e Bmal no hipocampo de ratos
Wistar. Entretanto, para avaliar esta questdo de uma forma mais apropriada fazem-se

necessarios experimentos adicionais e complementares.
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Figura 13 — Expressao de genes circadianos em hipocampo de rato Wistar nas fases clara

e escura do ciclo circadiano
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[continuacdo] - Figura 13 — Expressdo de genes circadianos em hipocampo de rato
Wistar nas fases clara e escura do ciclo
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foram normalizados por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.
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6.3 Impacto do perfil de expressao com variacdo diaria em estudos de expressao génica
diferencial em modelo de epilepsia do lobo temporal

Avaliamos se o perfil de expressdo com variacdo didria no hipocampo poderia
interferir nas investigacOes de expressdo génica diferencial associadas a epilepsia. Para isto,
comparamos o nivel de expressdo dos 6 genes do relégio molecular entre animais epilépticos
referentes ao ZT08 (fase clara) e animais controles referentes a diferentes ZTs (ZT00, ZT04,
ZT08, ZT12, ZT16 e ZT20).

Para 0 gene Bmal, s6 ha aumento dos niveis no hipocampo de animais epilépticos
quando a comparacdo é feita entre 0 ZT08 do grupo cronico e os ZTs agrupados da fase
escura do controle (Figura 14H). Ndo ha diferenca nos niveis de expressdo quando outras
comparagdes sao feitas (Figura 14A-G).

Cryl apresenta aumento significativo da expressdo no hipocampo de animais
epilépticos, quando comparados com animais controle referentes ao ZT04, ZT08 ou ZTs da
fase clara agrupados (Figura 15B, C e D), mas ndo ha diferenca nos niveis de expressao
quando comparado com os ZT00, ZT12, ZT16, ZT20 ou ZTs da fase escura agrupados
(Figura 15A, E, F, G e H).

O gene Cry2 apresenta niveis de expressao significantemente menores em animais
epilépticos apenas quando comparados com animais do controle referentes ao ZT04 ou aos

ZTs da fase clara agrupados (Figura 16B e D).

Em relacdo a Perl, observamos que 0s niveis de expressdo sao significativamente
maiores em animais epilépticos, quando comparados com os controles, nos ZT00, ZT04 ou
ZTs da fase clara agrupados. Entretanto, quando comparamos com animais controle na fase
escura, com excecdo do ZT12, observamos niveis significativamente reduzidos dos transcritos

no hipocampo de animais epilépticos (Figura 17).

O Per3 tem expressao significativamente menor no hipocampo de animais epilépticos,
quando comparados com controles, na fase escura. Enquanto, ndo apresenta niveis
significantemente alterados quando a comparacéo € feita com os pontos da fase clara do grupo

controle (Figura 18).
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Em relagdo ao gene Clock, observamos uma diminuicéo estatisticamente significativa
no hipocampo de animais epilépticos quando comparados com os animais do grupo controle,
nos ZTs da fase clara e também da fase escura (Figura 19).

A anélise conjunta desses dados mostra que, com excecdo de Clock, o perfil de
expressao diferencial entre animais epilépticos e controle sofre mudanca decorrente da fase do
ciclo (ZTs) utilizada nas anélises. Tal impacto no perfil de expressdo acarreta em uma série de
implicagcbes metodoldgicas.

Figura 14 — Expressdo relativa do gene Bmal em hipocampo de rato Wistar nas fases

clara e escura do ciclo circadiano e na epilepsia
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Analise realizada com os valores do fold change. A &rea sombreada representa a fase escura do ciclo. O gene foi

normalizado por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05.

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 15 — Expressdo relativa do gene Cryl em hipocampo de rato Wistar nas fases
clara e escura do ciclo circadiano e na epilepsia
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Analise realizada com os valores do fold change. A area sombreada representa a fase escura do ciclo. O gene foi
normalizado por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.

Figura 16 — Expressdo relativa do gene Cry2 em hipocampo de rato Wistar nas fases
clara e escura do ciclo circadiano e na epilepsia
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Andlise realizada com os valores do fold change. A area sombreada representa a fase escura do ciclo. O gene foi
normalizado por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05.

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 17 — Expressédo relativa do gene Perl em hipocampo de rato Wistar nas fases

clara e escura do ciclo circadiano e na epilepsia

A B C Peri D Pert
Pert
0 Pert 10 1.0+ .
@ - g os g 0.8
z 8 £ os 3 =
3 S E s
= ] o c 0.6
s 5 2 os
'é ° 5o 8 % 04
@ 0.4 2 oa g 04 § 041
& £ & £ 02
o 02 & 02 a 02 w
0.0 0.0 0.0 A 0.0-
ZT08- CRONICO ZT00-NAIVE ZT08- CRONICO ZT04-NAIVE ZT08- CRONICO ZTOB-NAIVE ZT08 - CRONICO  ZTD0, ZT04 e ZTOB-NAIVE
E F G H Pert
Per1 Perf 15
18 15 '
g
@ - E
= @ = =
= = = = 1
% 10 & E 0 2 10
2 2 o
2 s 2 £
@ k- H ® 051
208 H 205 s
a o .
5 g H w
w & w
0.0 - 0.0 0.0 0.04 :
ZT8- CRONICO ZT12-NAIVE ZTB - CRONICO ZT6 - CRONICO ZT20-NAIVE ZT08-CRONICO  ZT12,ZT16 e ZT20-NAIVE
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normalizado por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.

Figura 18 — Expressdo relativa do gene Per3 em hipocampo de rato Wistar nas fases

clara e escura do ciclo circadiano e na epilepsia
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Andlise realizada com os valores do fold change. A area sombreada representa a fase escura do ciclo. O gene foi
normalizado por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05, **p<0,01.

Fonte: Autora, 2015.
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Figura 19 — Expressdo relativa do gene Clock em hipocampo de rato Wistar em

diferentes fases do ciclo circadiano e na epilepsia
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normalizado por Tubb2a e Rplpl.Teste T ndo pareado. *p< 0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.

6.4 Perfil de expressdo de Gfap ao longo do ciclo circadiano

Avaliamos o perfil de expressdo de Gfap no hipocampo durante o ciclo circadiano,
tendo em vista que a variacdo diaria pode alterar os resultados de expressdo diferencial. As
andlises foram realizadas nos 6 horarios abordados neste trabalho (ZT00, ZT04, ZT08, ZT12,
ZT16 e ZT20). Os dados foram normalizados por Tubb2a e Rplpl e, em seguida, aplicados

nos softwares para avaliacdo circadiana.

A andlise estatistica (ANOVA) dos niveis de expressdao de Gfap mostra que ha
diferenca estatisticamente significante entre os diferentes ZTs da fase clara e os da fase

escura, 0 que sugere variacdo diaria da expressao (Figura 20).
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Figura 20 — Expressdo Gfap em hipocampo de rato Wistar ao longo do ciclo circadiano
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Fonte: Autora, 2015.

Confirmamos que a expressdo de Gfap apresenta modulacdo diaria, por meio dos
programas Acrophase (Figura 21A) e Circwave (Figura 21B), com amplitude de 0,395 e
acrofase de 16,4h.

Figura 21 — Analise da expressdo diaria de Gfap em hipocampo de rato Wistar, pelos

softwares Acrophase e Circwave
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A: analise realizada com os valores do fold change. Os pontos pretos representam os dados de expressdo relativa
e a linha vermelha a curva cosseno ajustada ao periodo de 24h. Andlise de cosinor, *p<0,05. B: gréaficos gerados
com os valores representativos fornecidos pelo software Circwave. Andlise de regressdo harménica, curva de
Fourier, *p<0,05.

A area sombreada representa a fase escura do ciclo. Os genes foram normalizados por Tubb2a e Rplpl.

Fonte: Autora, 2015.
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A Figura 22 repete a organizacdo temporal dos genes do relégio e acrescenta a
expressdo de Gfap. Vimos que Gfap tem perfil similar ao de Perl, estando, assim, em fase
com Perl, Cryl e Per3 e em antifase com Cry2 e com Bmal.

Figura 22 — Organizacdo temporal da expresséo diaria de genes circadianos e de Gfap

— Bmal
— Cryl
— Cry2
Peri
— Per3
Gfap

Expressao relativa

0 4 B 12 16 20 24 28 32 36 40 44 43
Zeitgeber Time

Curvas geradas com os valores representativos fornecidos pelo software Circwave. A &rea sombreada representa
a fase escura do ciclo. Analise de regressao harménica, curva de Fourier.
Fonte: Autora, 2015.

Na figura 23, podemos observar que 0s maiores niveis de expressdo de Gfap ocorrem
em ZTs da fase escura e que sdo significativamente diferentes dos niveis encontrados na fase

clara.

Figura 23 — Expresséo relativa de Gfap em hipocampo de rato Wistar ao longo do ciclo

circadiano
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Andlise realizada com os valores do fold change. A &rea sombreada representa a fase escura do ciclo. O gene foi
normalizado por Tubb2a e Rplpl. Teste T ndo pareado, ***p<0,001.

Fonte: Autora, 2015.
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6.4.1 Impacto da variagdo diaria de Gfap em estudos de expressdo génica em modelo de
epilepsia do lobo temporal

Foi visto que Gfap apresenta variacdo diaria da sua expressao, o que poderia interferir
nas analises de expressdo génica diferencial e, de particular interesse, durante o processo
epileptogénico. Para investigar esta questdo, comparamos o nivel de expressao de Gfap entre
animais epilépticos (ZT08) e animais controles em pontos da fase clara e da fase escura

individualmente ou agrupados, similarmente ao que fizemos com os genes do reldgio.

Observamos que 0s niveis de expressdo de Gfap séo significativamente maiores no
hipocampo de animais epilépticos, quando comparados com animais controles, referentes ao
diferentes ZTs da fase clara (Figura 24A, B, C e D). Entretanto, ndo ha diferenca
estatisticamente significativa quando os comparamos com animais controle referentes aos ZTs
da fase escura (Figura 24E, F, G e H). Isto indica que Gfap tem niveis aumentados na
epilepsia, mesmo quando 0s grupos experimentais sdo estabelecidos em diferentes horérios,
desde que estejam ainda na fase clara. Se a comparacéo feita for entre as fases clara e escura

ndo é possivel perceber a modulacdo da expresséo.

Figura 24 — Expressao relativa do gene Gfap nas fases clara e escura do ciclo circadiano
e na epilepsia

>
=]

Gfap B C Gfap

»
o
*
~
o

&
>
B

4
o
e
i

e

o

Expressio relativa
s
Expressdo relativa
5
Expresséo relativa
Y
o
Expresséo relativa

o4
°
4
<
o
ye

=
wry
Q
=)

Gfap Gfap Gfap Gfap
20

- 0w
@ o
= p
2

Expressdo relativa
5

Expresséo relativa
5
e
o

Expressio relativa

e
o
4
2

Expressio relativa
a
o

b4
o

e
<

ZT8-CRONICO  ZT12,16 E 20-NAIVE

ZT12-NAIVE ZT16-NAIVE

Andlise realizada com os valores do fold change A &rea sombreada representa a fase escura do ciclo. O gene foi
normalizado por Tubb2a e Rplpl. Teste T ndo pareado. *p< 0.05, ***p<0.001.

Fonte: Autora, 2015.



62

7 DISCUSSAO

Este trabalho traz contribui¢cbes importantes em 3 aspectos: 1) selecdo de genes de
referéncia para estudos de expressao génica com ritmo circadiano; 2) avaliacdo do perfil de
expressao de genes do reldgio durante o ciclo circadiano, em hipocampo de ratos Wistar e 3)
influéncia da variacdo diaria nos estudos de expressdo génica diferencial em modelo de

epilepsia do lobo temporal.

7.1 Selecdo de genes de referéncia para analises da expressdo génica durante o ciclo
circadiano

Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a identificar genes de referéncia para
analises de expressdo génica do ritmo circadiano em hipocampo de rato. Com base nos dados
de estabilidade de expressdo acoplados a validacdo do perfil de expressdo de Perl no
hipocampo de ratos, este estudo mostrou que as combinagdes dos genes Tubb2a/Rplpl e
Tubb2a/Ppia séo eficientes para normalizacdo dos dados de expressédo génica no hipocampo
de animais nos diferentes pontos do ciclo circadiano aqui analisados (Figura 9). De fato,
usando as duas duplas de genes de referéncia foi possivel detectar a variagdo da expressao de
Perl ao longo de um ciclo de 24 horas, conforme consistentemente relatado em trabalhos
independentes (GOLINI et al., 2012; FONKEN et al., 2013; NAVIGATORE-FONZO et al.,
2013), baseados em roedores tanto com atividade diurna quanto noturna (RAMANATHAN et
al., 2010).

Em estudos de expressdo génica diferencial, a estratégia de normalizacdo mais
utilizada baseia-se no uso de genes de referéncia, 0s quais ndo devem apresentar variacdo de
expressdo na condicdo estudada. Se um gene com expressao variavel for usado como gene de
referéncia para a normalizacdo, o resultado da analise pode ser duvidoso e a conclusdo
incorreta (de ARAUJO et al., 2014). Usualmente, genes envolvidos com funcionamento basal
da célula sdo usados como normalizadores (BUSTIN et al., 2005). Contudo, ja é sabido que a
expressdo destes genes pode sofrer influéncia das condicGes experimentais (KAMPHUIS et
al., 2005; KOSIR et al., 2010; BUENAFE, 2012). Em relacdo ao ritmo circadiano, apenas 2
trabalhos investigaram genes de referéncia apropriados para os estudos de expressao génica.
Esses estudos foram realizados em retina, figado e glandula adrenal, ndo existindo, portanto,

relatos de estudos utilizando o hipocampo.
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Kamphuis et al. (2005) identificaram os genes pg-pde, 28S, mGIuR6, GluR2, PKC-a e
B- actina como genes de referéncia apropriados para normalizagcdo da expressdo génica, ao
longo de 24 horas, na retina de ratos submetidos a um ciclo de 12h/12h (claro/escuro). Esses
estudos foram baseados somente em analises de estabilidade de expressdo realizadas através
do programa geNorm . Kosir et al. (2010) mostraram que as duplas dos genes
Eif2a/Tbcc e Rn18s /Eif2a permitem uma normalizagéo eficiente da expressao ao longo de 24
horas no figado de diferentes linhagens de camundongos. Curiosamente, -actina, apesar de
ser um dos normalizadores mais utilizados em estudos de expressao génica, ndo se apresentou
como gene de referéncia confidvel para normalizacdo de dados nessas condicdes
experimentais. Tais resultados foram obtidos atraves de anélise da estabilidade de expressdo
através dos programas geNorm e NormFinder, acoplada a validacdo através do perfil de
expressdo de Dbp, um gene com expressdo circadiana consistente em figado de roedores. No
mesmo trabalho, os autores também mostraram que as duplas Gapdh/Hmbs e Rn18s/Ppid,
indicadas pelos softwares geNorm e NormFinder, respectivamente, sdo adequadas para
normalizacdo dos dados ao longo do ciclo circadiano em glandula adrenal nas diferentes
linhagens estudadas, mais uma vez o gene P-actina ndo foi indicado como um bom
normalizador (KOSIR et al., 2010).

A analise conjunta desses dados, incluindo os nossos, corrobora os estudos na area, 0s
quais tem mostrados que genes indicados como bons normalizadores podem variar em
diferentes condicGes experimentais, espécies e orgaos (KOSIR et al., 2010; MARQUES et al.,
2013). Faz-se necessario, portanto, definir bons genes de referéncia, de acordo com as
especificidades do protocolo experimental, especialmente no tocante a estrutura de interesse.
Assim, nossos dados sdo de grande relevancia para o planejamento de delineamentos

experimentais que visam estudar a expressdo génica diaria no hipocampo de ratos.

7.2 Anédlise do perfil de expresséo de genes do relogio molecular em hipocampo de rato
ao longo do ciclo circadiano

Realizamos um estudo do perfil de expressdo de 6 genes (Bmal, Cryl, Cry2, Perl e
Per3) do relégio molecular em hipocampo de rato, ao longo de 24 horas. A analise estatistica
permite observar que ha diferenca significativa dos niveis de expressdo entre 0s ZTs para 0S
genes Bmal, Cryl, Perl e Per3, contudo para Clock e Cry2 ndo é possivel detectar diferencas
entre 0s horarios por essa analise. Com o auxilio dos programas Acrophase e Circwave,

observamos que, com excec¢édo de Clock, todos os genes avaliados apresentam uma variagao
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diéria nos niveis dos transcritos (Figura 11). Isso indica que para genes de baixa amplitude,
como € o caso de Cry2, apenas a analise por uma ferramenta especifica permite a constatacéo
da variacdo diaria da expressdo. A discussdo desses dados foi desenvolvida com base em dois
aspectos: a) significado funcional e b) andlises descritivas e comparativas dos perfis de
variacdo diaria de cada gene.

7.2.1 Significado funcional

E possivel que a variagio diaria da expressdo dos genes do relégio no hipocampo, aqui
observada, esteja associada a um controle temporal de determinadas func¢bes executadas por
este 6rgao. De fato, algumas propriedades estruturais e eletrofisiologicas de células neurais do
hipocampo sofrem modulagéo ao longo de 24 horas (CHAUDHURY, WANG E COLWELL,
2005; TAMAI, SANADA e FUKADA, 2008; IKENO, WEIL e NELSON, 2013). O padrdo e
a densidade de espinhas dendriticas de neurénios do hipocampo de hamster siberiano exibem
um perfil de modulago ritmica diaria que é influenciada pelo fotoperiodo (IKENO, WEIL e
NELSON, 2013) e por pulsos de luz (IKENO, WEIL e NELSON, 2014). H& evidéncias,
também, de que determinados processos bioldgicos no hipocampo apresentam um ritmo
diario de variacdo, incluindo neurogénese (TAMAI, SANADA E FUKADA, 2008) e
potenciacdo de longa duracdo (CHAUDHURY, WANG E COLWELL, 2005).
Provavelmente, a ritmicidade dessas mudangas morfo-fisiologicas esteja implicada na
modulacdo temporal de comportamentos dependentes da fisiologia do hipocampo. De fato, a
formacdo de memdria e determinados processos de aprendizagem sofrem uma regulagéo
circadiana (RUBY et al., 2008; TAKAHASHI, SAWA e OKADA, 2013; RAWASHDEH et
al., 2014). Por exemplo, em rato, a mudanca de fase do ciclo claro e escuro interrompe tanto a
aquisicdo quanto a retencdo de memoria espacial em testes de labirinto aquatico para tarefas
dependentes de hipocampo (TAKAHASHI, SAWA e OKADA, 2013).

Embora pouco se conheca sobre as vias moleculares envolvidas no controle circadiano
desses processos associados ao hipocampo, alguns estudos baseados em ensaios funcionais de

perda de funcdo tém mostrado que genes do reldgio estdo envolvidos.

Mutantes para Clock tiveram a atividade locomotora preservada, mas mostraram
aumento da atividade de elevacdo e deficiéncia de habituacdo. Em camundongos deficientes
para Bmal foi vista hipertividade em novos ambientes e dificuldade de habituacdo, o que

indica defeito na formagdo da memaria a curto e longo prazo. Os animais nocaute para Bmal
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também tiveram a oscilacdo circadiana da expressdo génica e a homeostase de espécies
reativas de oxigénio alteradas no cérebro. Com isso, admite-se que o dimero CLOCK:BMAL
é importante para o comportamento exploratorio e habituacdo adequada, e além disso, que o
sistema de temporizacdo circadiana estd envolvido com a aprendizagem comportamental
(KONDRATOVA et al., 2010).

Camundongos nocautes para Cryl e Cry2 apresentam capacidade de aprendizagem
para experiéncias sensoriais desagradaveis e para localizar comida como recompensa, mas
ndo conseguiram relacionar o lugar que a comida era ofertada ao horario do dia em que isso
acontecia. Esta deficiéncia de aprendizagem e memoria especifica mostra que os genes Cry
podem estar ligados a organizacao temporal da memoria, ou seja, a utilizacdo de horarios do
dia como informacdo (VAN DER ZEE et al., 2008). Outro trabalho com nocautes para Cryl
e Cry2 mostrou atividade exploratoria reduzida e habituacdo acelerada (KONDRATOVA et
al., 2010).

Em camundongos nocautes para Per,1 a expressdo ritmica de genes do reldgio esta
desordenada. Além disso, os animais sdo severamente deficientes para a aprendizagem

espacial de longa duracdo dependente do hipocampo (JILG et al., 2010).

Camundongos mutantes para Per2 tém potenciagdo de longa duracdo atipico. O
mecanismo proposto para isto € que os niveis de AMPc (adenosina monofosfato ciclica)
fosforilado por proteina de ligacdo estdo diminuidos nos animais mutantes. Estes
camundongos também tiveram recordacGes e medo condicionado. Assim, assume-se que O
gene Per2 pode estar ligado a regulacdo da potenciacdo de longa duracdo e em algumas

maneiras de comportamento aprendido.

Também ja foi descrita a expressdo de Per2 em células progenitoras neurais em
proliferacdo e em neurénios pds-mitdticos e adultos do giro denteado. Avaliagdo in vitro e in
vivo de uma linhagem mutante de Per2 mostrou alta densidade de células progenitoras neurais
em proliferacdo e nUmero de neurénios maduros aumentado. Porém, mutantes para Per2 ndo
apresentam nimero de neur6nios alterado, ja que parece haver um aumento compensatorio da
morte neuronal. 1sso aponta que o gene Per2 participa da regulacdo molecular subjacente a

neurogénese hipocampal (BORGS et al., 2009).

Em Drosophila mutantes para Per, a formacdo da memoria a longo prazo esta

comprometida, enquanto mutagdes em outros genes do reldgio ndo interferem neste processo.
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Também foi visto que a superexpressdo simultdnea de Per e dCREB2-b (isoforma de CREB)
aumenta a formacao da memoria a longo prazo. Isto indica que Per tem papel na formacdo da

memoria e que seu funcionamento deve estar ligado ao de dCREB2-b (SAKAI et al., 2004).

Contudo, dois testes de aprendizagem (labirinto aquético e condicionamento ao medo)
ndo sofrem influéncia da mutagdo nos genes Perl e Per2 em camundongos (ZUEGER et al.,
2006).

Através da observacdo de que os genes do reldgio apresentam uma variacao diaria em
seus niveis de expressdo no hipocampo, este trabalho fortalece a hip6tese da participacéo
desses genes no controle temporal das funcGes deste 6rgdo. Alternativamente, é importante
considerar a possibilidade de que no hipocampo, 0s genes do rel6gio também estejam
envolvidos diretamente com processos bioldgicos outros que ndo o controle do ritmo
circadiano. De fato, evidéncias sugerem que o gene Perl esta envolvido no controle do ciclo
celular e mecanismos de reparo do DNA e eventos epigenéticos (GERY et al., 2006;
RAWASHDEH et al., 2014).

7.2.2 Analises descritivas e comparativas dos perfis de variacdo diaria de cada gene

Em relacdo ao gene Bmal, observamos que o nivel de transcritos apresentou um perfil
ritmico com amplitude de 0,289 e acrofase em ZT02. Um estudo realizado no giro denteado
também mostrou variacdo diaria da expressdao de Bmal a nivel de transcritos, com acrofase
bastante similar, ZT2,5, e amplitude um pouco maior (0,35) que no nosso trabalho
(HARBOUR et al., 2014). Ducan et al. (2013) compararam os niveis de expressao de Bmal
(RNA) nas subregides CA1, CA2, CA3 e giro denteado do hipocampo de hamsters jovens (3-
5meses) e idosos (17-21meses), foi visto que a expressao deste gene tem variacdo diaria em
todas as regides estudadas dos animais jovens e que nos idosos a expressao estava diminuida,
chegando a ser arritmica em CA3. O pico de expressao ocorreu na fase clara do ciclo em CAL
(ZT01), CA2 (ZT06) e CA3 (ZT06) de hamsters jovens (DUNCAN et al., 2013).
Corroborando estes achados, Gerstner et al. (2014), que analisaram dois ZTs em fases opostas
de hipocampo de camundongo, perceberam que os niveis de RNA de Bmal estavam
aumentados no ZT01 ao compara-lo ao ZT15, em ciclo claro/escuro 14h/10h (GERSTNER et
al., 2014). Por outro lado, alguns trabalhos mostraram uma variacao diaria da expressdo deste
gene, mas com acrofase na fase oposta, o0 pico de expressao ocorreu no ZT15,5 (GOLINI et
al., 2012), em ZT18 (FONKEN et al., 2013) e em ZT17 (REALE et al., 2013), horéarios
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razoavelmente proximos. Outro trabalho mostra acrofase de Bmal as 16h, que corresponde ao
ZT10 do nosso trabalho (BOONE et al., 2012). Fonzo et al. (2009) descreveram a variacéo ao
longo do dia para proteina de Bmal, que teve pico de expressdo no ZT22, que estd adiantada
quando comparado aos nossos dados (FONZO et al., 2009). Um estudo realizado com fetos
de ratos mostrou a variacdo diaria da expressdo de Bmal no hipocampo de ratos, a acrofase
esta adiantada quando comparada ao nosso estudo. Neste mesmo trabalho, em animais adultos
(90 dias) foi visto que a expressdo € maior no ZT23 quando comparado ao ZT11 (VILCHES
et al., 2014), o que também pode indicar um adiantamento do pico de expressdo quando
comparado ao nosso estudo, em que a acrofase ocorreu nas primeiras horas da fase clara
(ZT02).

As diferencas relatadas para o perfil ritmico da expressdo de Bmal podem ser
decorrentes de varidaveis metodoldgicas, tais como idade, espécie e linhagens de roedores
usados nos diferentes estudos, alem do desenho experimental do trabalho. Alguns estudos, por
exemplo, fizeram uso do fotoperiodo claro/escuro 14h/10h. E importante frisar que alguns dos
estudos citados tinham como objetivo central avaliar algum fenémeno ou efeito de substancia
durante o ciclo circadiano e com isso o delineamento experimental variou conforme suas

proprias necessidades.

No nosso trabalho, ndo detectamos variacao diaria da expressao ao longo do periodo
de 24h para Clock, por ambos os softwares utilizados para analise. Diferentemente dos nossos
dados, Fonken et al. (2013) observaram variacdo diaria da expressdo de Clock (RNA) no
hipocampo, em que os niveis foram maiores na fase escura, por volta do ZT22, o ciclo
claro/escuro foi de 14h/10h (FONKEN et al., 2013), enquanto Boone et al. (2012) mostraram
que a expressao de Clock é oscilante ao longo do dia, apontando nos graficos um pico de
expressdo as 16h e expressdo uniforme nos demais horérios avaliados, ciclo claro/escuro
12h/12h (BOONE et al., 2012). Contudo, estes trabalhos ndo fizeram uso de ferramentas
especificas para estudos circadianos.
O’Callaghan et al. (2012) demonstraram que a expressao de proteinas CLOCK varia nas sub-
regibes do hipocampo de camundongos ao longo do ciclo circadiano, depois do
acondicionamento em livre-curso por 2 ciclos (24h/cada). Em CAL e no giro denteado o perfil
de expressdo foi semelhante, os niveis foram maiores nas primeiras horas do ciclo, atingindo

pico em CT10, e depois desse horario diminuiu até chegar a batifase, no CT22. CA3
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apresentou a menor variagdo (amplitude) entre as regides estudadas, o pico de expresséo
ocorreu em CT6 e o nadir no CT18 (O'CALLAGHAN et al., 2012).

Por outro lado, nossos dados estdo de acordo com alguns relatos de que este gene nao
apresenta ritmicidade de expressdo em nucleos supraquiasmaticos (PEREIRA, TUFIK e
PEDRAZZOLI, 2009), bem como em outras regides, como, por exemplo, em tecido adiposo
(FONKEN et al., 2013). Assim, o papel de Clock no controle do ritmo circadiano tanto no
hipocampo quanto em outros tecidos precisa ser mais investigado. Porém, € interessante
considerar que Clock tem caracteristicas funcionais importantes, tais como, predicdo de
ligacdo ao DNA, dimerizacédo de proteinas e ativacdo de dominios (KING et al., 1997).

O gene Cryl apresentou variacdo diaria da expressdo, o valor de sua amplitude foi
0,306 e a acrofase ZT16,7 (fase escura) no nosso estudo. A expressdo deste gene no
hipocampo j& foi descrita em alguns trabalhos. Fonken et al. (2013) também observaram
variacdo da expressdo de RNA deste gene em hipocampo de camundongo ao longo de ciclo
claro/escuro 14h/10h, a acrofase também ocorreu na fase escura do ciclo, por volta do ZT18
(FONKEN et al., 2013). Também corroborando este dado, Boone et al. mostraram variacao
da expressao de RNA de Cryl em hipocampo de rato, com acrofase em ZT14 (BOONE et al.,
2012), cerca de 2h adiantada em relacdo ao nosso estudo. Este mesmo trabalho aponta

variacao da expressao de proteina deste gene ao longo do dia.

Para Cry2, observamos a variacdo diaria da expressdo com a menor amplitude e a
acrofase em ZT7,6. A expressdo de Cry2 no hipocampo ja foi descrita tanto para RNA quanto
para proteina (GRIESAUER et al., 2014). Fonken et al. (2013) mostraram uma clara variacao
da expressdo de Cry2 ao longo do dia em hipocampo de camundongo, sendo que o pico de
expressdo ocorreu na fase escura do ciclo, por volta do ZT18 (FONKEN et al., 2013). As
diferencas entre os achados podem ser devidas as diferentes espécies usadas nos trabalhos,
como também podem ter sido influenciadas pelo fotoperiodo em que os animais foram

submetidos, no trabalho em questéo o ciclo claro/escuro foi de 14h/10h.

No nosso trabalho, o gene Perl teve variacdo diaria da expressao com a maior
amplitude de expressdo entre 0s genes avaliados. A acrofase ocorreu no ZT16 (fase escura). A
expressao de Perl ja foi descrita varias vezes para RNA e proteina no hipocampo de roedores.
Alguns trabalhos corroboram os nossos dados de expressdo diaria de RNA deste gene no

hipocampo, com acrofase na fase escura do ciclo (WANG et al., 2006; FONKEN et al.,
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2013). Bem como foi visto que a expressao diaria de Perl permanece com ritmo parecido ao
obtido com fotoperiodo claro/escuro, quando os animais sdo submetidos a escuro constante,
em que a acrofase foi em CT17 (NAVIGATORE-FONZO et al., 2013). Isso caracteriza 0
ritmo enddégeno de expressao deste gene no hipocampo. Diferentemente, Golini et al. (2012)
observaram acrofase de Perl na fase clara do ciclo (~ZT5). A expressdo modulada ao longo
do ciclo circadiano de proteinas Perl em hipocampo também j& foi descrita, inclusive
mostrando diferengas na expressao entre roedores ativos durante o dia ou noite. Foi visto que
em animais diurnos o pico de expressdo ocorre por volta do ZT10, tanto no giro denteado
como em CA1. J& em animais noturnos, o pico costuma ocorrer na fase escura, por volta do
ZT22, esses resultados demonstram que ha interacdo entre cronotipo e ZT (RAMANATHAN
et al., 2010). Os dados para roedores noturnos é corroborado por Navigatore-Fonzo et al.
(2013), que viram expressdo ritmica de PER1, com acrofase em CT22:54, com animais em
livre-curso. Em outro estudo também em escuro constante, a expressao de PER1 foi avaliada
nas sub-regides do hipocampo, no GD o pico de expressdo ocorreu no CT2, em CA1 no CT6
e em CA3 no CT22 (O'CALLAGHAN et al., 2012). H4 um atraso no pico de expressao no

GD e em CAL, ao compara-los com outros estudos.

Também detectamos variacdo didria da expressdo de Per3, que teve amplitude de
0,361 e acrofase em ZT20,8. A expressdo deste gene ja foi demonstrada em hipocampo
(TAKUMI et al., 1998; WANG et al., 2012), sua expressdo ao longo do ciclo circadiano foi
descrita por apenas um trabalho, com pico de expressdo as 16h (corresponde ao ZT10 do
nosso trabalho) (BOONE et al., 2012).

A analise da sobreposicdo das curvas cosseno representativas da expressdo diaria dos
genes estudados mostrou que Bmal esta em antifase com os genes Cryl, Perl e Per3 (Figura
12), ou seja, apresentam acrofase em fases diferentes. Isso poderia ser explicado pelo
mecanismo de regulacdo molecular, em que, resumidamente, CLOCK:BMAL estariam em
antifase com os genes Per e Cry (PEREIRA, TUFIK e PEDRAZZOLI, 2009; ECKEL-
MAHAN e STORM, 2009; WISOR et al., 2002). Contudo, essas alcas de retroalimentacédo
sdo bem descritas no NSQ. Os dados apontam que Cry2 estd em fase com Bmal, embora sua
acrofase esteja 5,6h atrasada em comparacao a Bmal. Com isso, surge a hipOtese de que 0s
mecanismos regulatérios da transcricdo e traducdo destes genes sigam um modelo diferente

do que ocorre no NSQ em outras estruturas. De fato, ja foi descrito que os genes Bmal, Clock,
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Perl, Per2, Cryl e Cry2 tém acrofase na mesma fase do dia (fase escura) em hipocampo de
camundongo (FONKEN et al., 2013).

Através da analise da curva cosseno, observamos que alguns genes apresentaram 0s
trés maiores pontos de expressdao na mesma fase, indicando um possivel efeito da luz na
expressdo génica (Figura 13). De fato, quando comparamos a expressao entre as fases claras e
escuras, observamos que Bmal é mais expresso na fase clara do que na escura, j& 0s genes
Cryl, Perl e Per3 tem niveis significativamente maiores na fase escura. Enquanto Cry2 e
Clock ndo apresentam diferenca de expressao entre as fases, o que pode ser decorrente do fato
que o primeiro gene tem baixa amplitude, ou seja, a diferenca entre os ponto médio e maximo
da curva é pequena e, por isso, ndo seria possivel detectar diferenca entre as fases. J& Clock
ndo apresenta variacdo diaria da expressdo, o que justificaria os valores ndo serem

significativamente diferentes quando se comparam as fases clara e escura.

Os organismos fazem uso do fotoperiodo para prever parametros ambientais
importantes e com isso conseguem adaptar-se as mudancgas sazonais (GOLDMAN, 2001).
Alguns estudos tém mostrado a influéncia do fotoperiodo em processos fisiolégicos de um
modo geral. Por exemplo, a reproducdo e o metabolismo sdo ativados em roedores em dias
mais longos, como no verao, enquanto séo inibidos em dias curtos, como no inverno. Outro
exemplo é a secrecdo de melatonina, que com base no fotoperiodo tem secrecdo diferenciada,
atingindo niveis mais altos na fase escura (GOLDMAN, 2001). Do ponto de vista molecular,
ha relatos de que a luz muda o perfil de expressdo de alguns genes no NSQ e em outros
tecidos (MESSAGER et al., 1999; STEINLECHNER et al., 2002; SUMOVA et al., 2002).
Hamsters submetidos a ciclo claro/escuro 16h/8h ou 8h/16h apresentam diferentes perfis de
expressdo dos genes Perl, Per2 e Cry2 no NSQ. As diferentes duracBes das fases clara e
escura influenciam o perfil de expressdo de Perl em coracdo e pulméo e de Dbp em coracéo.
De um modo geral, a amplitude de expresséo € diminuida quando a fase clara dura 8h, mas
aumentada se esse fotoperiodo for mantido por um periodo prolongado (nesse caso, 28
semanas) (CARR et al., 2003). A expressdo do gene Perl pode ser induzida por estimulo
fotico em determinados horarios do dia (STEINLECHNER et al., 2002; SUMOVA et al.,
2002). Foi visto que Per3 ndo tem expressao alterada pela ocorréncia de pulsos de luz em
nenhum horario do ciclo em NSQ, diferentemente do que ocorre com os genes Perl e Per2
(TAKUMI et al., 1998; ZYLKA et al., 1998). Contudo, em claro constante, o ritmo de

atividade de animais nocautes foi mais curto que nos animais selvagens, o que estava ligado a
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intensidade da luz imposta, isto indica que o fendtipo Per3-/- pode estar associado a alteracdo
da sensibilidade a luz, e ndo necessariamente a capacidade de resposta a ela (VAN DER
VEEN e ARCHER, 2010).

Nossos dados sugerem que genes circadianos podem ter sua expressdo no hipocampo
modulada pela luz, o que fortaleceria a hipotese do fotoperiodo como regulador da expresséo
génica em estruturas fora do NSQ. Entretanto, esta hipdtese necessita ser investigada através
de um desenho experimental apropriado para este tipo de questdo, tais como o uso de analises

em livre curso no escuro e no claro.

7.3 Analise da expressdo com variagdo didria em estudos de expressdo génica diferencial
na epilepsia

Avaliamos se a variagdo diaria dos niveis de transcritos no hipocampo provoca um
impacto nos estudos de expressao génica diferencial em epilepsia. Para isto, comparamos 0s
niveis de transcritos no hipocampo entre animais epilépticos eutanasiados no ZT08 e animais
controles referentes a diferentes ZTs (ZT00, ZT04, ZT08, ZT12, ZT16 e ZT20). Observamos
que, com excecdo de Clock, os dados de expressdo diferencial muda dependendo do ZT usado
para analise. Tal impacto no perfil de expressdo acarreta em uma série de implicacGes
metodologicas. De fato, nossos dados revelam que a oscilagdo circadiana € uma importante
fonte de variacdo nos estudos de expressao diferencial em epilepsia. Portanto, os desenhos
experimentais devem ser conduzidos de maneira criteriosa quanto ao horario de coleta das
amostras dos grupos experimentais e controle. Recentemente, Hsu e Harmer (2012)
mostraram que diferencas pequenas de até 30 minutos na coleta de amostras tem um efeito
significativo em dados de expressao diferencial de centenas de genes da planta Arabidopsis,
em fotoperiodo claro/escuro 12h/12h, através de analise de microarray (HSU e HARMER,
2012).

Além dessas relevantes consideracbes metodoldgicas, essas analises comparativas
permitiram discutir o envolvimento dos genes do relégio nas crises recorrentes e espontaneas,

a saber:

- Clock apresentou uma expressdo diminuida no hipocampo de animais epilépticos
quando comparados com quaisquer ZTs da fase clara e também da fase escura,
individualmente ou agrupados (Figura 19). Este dado indica que Clock pode ter um papel

associado a geracdo e manutencdo das crises recorrentes e espontaneas (CREs). N&o temos
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conhecimento de que o gene Clock tenha sido descrito em trabalhos com epilepsia, mas ha
relatos do seu envolvimento com outras desordens neuroldgicas, como mania. Camundongos
nocautes para Clock apresentam hiperatividade, diminuicdo do comportamento associado a
depressdo e ansiedade e aumento da preferéncia por estimulos com recompensas (ROYBAL
et al., 2007). Animais que ndo expressam Clock apresentam também aumento da
excitabilidade de neur6nios dopaminérgicos na area tegmentar ventral do mesencéfalo, o que
é ainda associado ao aumento da expressdo de tirosina hidrosilase, enzima que controla a
velocidade de sintese da dopamina. Isto indica a relacdo de Clock com a regulacdo da
transmissdo dopaminérgica (MCCLUNG et al, 2005). Neurbnios mesocorticais

dopaminérgicos estdo envolvidos com fungdes cognitivas e com a formagdo da memoria.

A dopamina tem efeito modulador sobre crises epilépticas e vias dopaminérgicas estao
alteradas na epilepsia. Em pacientes portadores de ELT ha diminuicdo de dopamina
ipsilateral. Em ratos, apds SE o volume de dopamina é modificado no hipocampo e no cortex
frontal. O uso de um inibidor da recaptacdo de dopamina tem acdo anticonvulsivante de
maneira dose-dependente no hipocampo de rato (WERNER e COVENAS, 2011).

A expressao de Clock diminuida na fase crénica da epilepsia pode estar relacionada ao
seu envolvimento com o sistema dopaminérgico. Ja que a epilepsia é uma condicdo de

hiperexcitabilidade neuronal.

- Para Perl vimos que a expressdo esta regulada positivamente quando o ZT08 de
ratos epilépticos € comparado aos ZT00 e ZT04 ou aos ZTs da fase clara agrupados
(Figural7). Este dado indica que Perl pode estar associado a epilepsia. De fato, ja foi
relatado que a estimulacdo elétrica ou por kainato promove aumento dos niveis de RNA nas
primeiras 4h e de proteina nas primeiras 2h apds o tratamento no hipocampo e cortex cerebral.
Também foi visto que em cultura de neurénios corticais a despolarizacdo ou tratamento com
kainato promovem o aumento da expressdo de Perl. O que indica que a expressdo de Perl é
dependente da atividade neuronal e epileptogénica (EUN et al., 2011). Contudo, este trabalho

ndo avaliou a fase cronica da epilepsia.

- Bmal parece ndo ter expressdo alterada pelo processo epileptogénico, uma vez que a
expressao foi menor apenas quando comparamos o grupo epilético (ZT08) com os trés ZTs da
fase escura agrupados (Figura 14). O que é sugestivo de que esta expressao diferencial ndo

seja influenciada pela epilepsia, mas sim pela luz. Outro trabalho também avaliou a expressao
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de Bmal na presenca de crises. Foi descrito que BMAL n&do tem expressao alterada em
camundongos que foram estimulados por choque eletroconvulsivo em ZTs correspondentes,
porém independente das crises os niveis sdo maiores em ZT1 (fase clara) e menores em ZT15
(fase escura) em ambos 0s grupos, experimental e controle. Esse mesmo trabalho descreve
que o limiar para ocorréncia de crise € maior nos animais estimulados na fase escura em
animais selvagens. Em animais nocaute para Bmal esse ritmo foi perdido e, além disso, o
limiar para crise foi diminuido em todos os tempos testados. Esses resultados sugerem que
Bmal pode estar envolvido com o controle da excitabilidade neuronal (GERSTNER et al.,
2014).

- O gene Cryl tem expressao regulada positivamente quando comparamos o ZT08 da
fase crbnica aos ZT04 e ZT08 do grupo controle (Figura 15). Isto indica que este gene deve
estar associado ao processo epileptogénico. Ja Cry2 apresenta expressao diminuida no grupo
crénico (ZT08) quando é comparado ao ZT04 ou aos ZTs da fase clara juntos dos animais
controle (Figura 16). Este gene mostra que a variagdo de 4h no estabelecimento dos grupos
experimentais pode alterar os resultados gerados. N&o temos conhecimento da investigacédo
da expressdo dos genes Cryl e Cry2 em epilepsia. Contudo, ja foi descrito que a auséncia da
regulacdo circadiana, decorrente da falta das proteinas CRY promove o aumento constitutivo
da ativacdo de citocinas pro-inflamatorias, como IL-6 e TNF-a, mediado pela via de
sinalizagdo NF-KB (NARASIMAMURTHY et al., 2012). Tendo em vista a relacdo entre
epilepsia e processos inflamatorios, a regulacdo de genes do reldgio pode estar relacionada a

fase crénica da epilepsia por mediacdo de moléculas pré-inflamatorias.

- Para o gene Per3, vimos que a expressao no ZT08 do grupo epiléptico esta diminuida
quando comparada aos ZTs da fase escura no grupo controle (Figura 18). Quando a
comparacdo é feita na mesma fase e mais especificamente no mesmo horario do dia, ndo é
possivel detectar modulacdo da expressdo. Isso sugere que 0s niveis de expressdo deste gene

ndo sdo influenciados pela epilepsia.

Através da analise conjunto desses dados percebe-se que ha poucos trabalhos que
avaliaram a expressdo de genes do reldogio em modelos de epilepsia. Outros genes nédo
incluidos no nosso trabalho também ja foram estudados na congruéncia do ritmo circadiano e
da epilepsia. Por exemplo, DBP, cuja superexpressdo aumentou os niveis de transcritos de
HIf, Tef, Perl, Per2 e Pdxk no hipocampo, diminuiu o aprendizado espacial, mas ndo afetou a

memoria, enquanto aumentou a susceptibilidade a crises induzidas por kainato. Foi visto
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também que a ativacdo de GLP-1R (glucagon-like peptide-1 receptor), que influencia a
plasticidade hipocampal, o aprendizado e a neuroprotecdo, diminui os niveis de DBP. Isto
indica que DBP esta ligado a sinalizagdo mediada por GLP-1R e a neuroplasticidade
(KLUGMANN et al., 2006).

7.4 Andlise da expressao de Gfap ao longo do ciclo circadiano

Embora o gene Gfap venha sendo utilizado como um marcador de astrogliose reativa
na fase aguda da epileptogénese (FELLIN e HAYDON, 2005; LI et al, 2009), em animais da
fase cronica (epilépticos), a expressdo diferencial de Gfap, é ainda controversa. Alguns
autores mostraram uma superexpressdo de Gfap no hipocampo de animais epilépticos (SOHL
et al., 2000; XU et al.,, 2011), enquanto outros observaram uma expressdo inalterada
(STEWARD et al. 1990; HOLMBERG et al. 2006; PERNOT et al. 2010). Desde que
observamos que uma variacdo diaria pode alterar o perfil de expressdo diferencial,
selecionamos o gene Gfap com objetivo de avaliar o perfil de expressdo deste gene no
hipocampo durante o ciclo circadiano. Constatamos que Gfap tem expressdo com variacéo
diaria (Figura 21), o que foi indicado pelos dois softwares usados para analise. Nao temos

conhecimento de trabalhos que tenham relatado esta constatacao.

Na Figura 22 esta disposta a organizacdo temporal dos genes circadianos e também de
Gfap. Este gene tem acrofase na mesma fase que os genes Cryl, Perl e Per3. Gfap tem um

perfil bastante similar ao de Perl, podendo ser regulado pela mesma alca molecular.

Foi vista co-expressdo de Gfap e Perl no cortex, striatum e no GD, mas no NSQ a
expressdo de Perl ocorre exclusivamente em neurdnios de camundongos. Ja a co-localizacéo
de Per2 e Gfap foi vista apenas no striatum. Contudo, ndo foram identificados neurdnios
expressando Per2 em varias regides do cérebro, incluindo o GD. A expressdo dos genes Per e
de Gfap concomitantemente indica que nessas regides, células gliais também sdo capazes de
expressar genes do relégio, apontando a possibilidade destas células terem seu préprio sistema
de temporizacdo (CHENG et al., 2009).

Com relacdo a influéncia da luz, pudemos observar que a expressdo deste gene é
significativamente maior na fase escura (Figura 23). Foi relatado que camundongos mantidos
em claro constante apresentam niveis reduzidos de GFAP no NSQ quando comparados com

camundongos mantidos em ciclo claro/escuro ou escuro constante, o que sugere que a
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exposicdo a luz de forma constante pode levar ao remodelamento estrutural de astrocitos no
NSQ (CANNAL, MOHAMMED, RODRIGUEZ, 2009).

Os niveis de Gfap estdo aumentados no grupo epilético (ZT08) quando comparado aos
ZTs da fase clara do grupo controle, mas ndo é possivel detectar esse aumento na expressao se
a comparacdo for feita com quaisquer horérios da fase escura (Figura 24). Esse achado pode
justificar os dados conflitantes na literatura com relagcéo a expressdo de Gfap na fase cronica
da epilepsia. De fato ha trabalhos que mostram um aumento da expressdo deste gene em
hipocampo de animais epilépticos (SOHL et al., 2000; XU et al., 2011), enquanto outros ndo
observaram modulacdo da expressdo na fase cronica (STEWARD et al., 1991; TORRE,
LOTHMAN e STEWARD, 1993; HOLMBERG e PATTERSON, 2006; PERNOT et al.,
2011). Embora os autores ndo tenham relatado o momento do dia em que foi realizada a
experimentacéo, é possivel que a coleta das amostras em fases diferentes contribua para esses
resultados controversos. Alternativamente, é possivel que essas diferencas na expressao de
Gfap estejam relacionadas a uma variagdo individual no nivel de astrogliose hipocampal
durante a epileptogénese. De fato, Garzillo e Mello (2002) observaram que apenas metade dos

animais submetidos a SE induzido por pilocarpina apresentam gliose reativa.

Estudos ao longo do ciclo circadiano na fase cronica da epilepsia sdo necessarios para
avaliar se a variacdo da expressdo de genes circadianos e também de Gfap ocorrem em
animais epilépticos, bem como para entender qual a influéncia do processo epileptogénico

sobre o ritmo de expressdo destes genes.
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8 CONCLUSOES

Atraveés deste estudo, concluimos que:

- As duplas Tubb2a e Rplpl e Tubb2a e Ppia sdo adequadas para normalizagdo de dados de
expressdo génica em hipocampo de rato Wistar ao longo do ciclo circadiano;

- Os genes Bmal, Cry1, Cry2, Perl e Per3 tem variacdo diaria da expressdo em hipocampo de
rato Wistar;

- Os genes Cryl, Cry2, Perl e Per3 tém dados de expressdo diferentes na fase crénica da
epilepsia, quando a comparacao € feita com horéarios diferentes do grupo controle;

- O gene Bmal ndo tem niveis de expressao alterados no processo epileptogénico;
- O gene Clock apresenta expressao diminuida na fase crénica da epilepsia;
- O gene Gfap tem variacdo diaria da expressdo em hipocampo de rato Wistar;

- Ha aumento da expresséo de Gfap na fase cronica da epilepsia comparado ao grupo controle

na fase clara do ciclo circadiano.
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