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Transcriptional expression study in the central nervous system of rats:
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RESUMO

Objetivo: Um niimero crescente de artigos publicados relaciona a
expressao de genes especificos com diferentes padroes de comportamento
em ratos. Os niveis de transcritos de acido ribonucleico mensageiro
séo geralmente analisados por transcricéo reversa, seguida de reagao
em cadeia da polimerase, e quantificados apds a normalizacdo com
um controle interno ou gene de referéncia (gene housekeeping). No
entanto, os genes housekeeping exibem expressao diferencial no
sistema nervoso central, dependendo das condigdes fisioldgicas e da
area do cérebro a ser estudada. A escolha de um bom gene de controle
interno é essencial para a obtengao de resultados confiaveis. Este
estudo avaliou a expresséo de trés genes housekeeping (beta-actina,
ciclofilina A e ubiquitina C) em diferentes areas do sistema nervoso
central de ratos (bulbo olfatério, hipocampo, estriado e cértex pré-
frontal). Métodos: Foram usadas ratas Wistar (fémeas virgens, n=6)
durante o periodo de diestro. O 4cido ribonucleico total foi extraido
a partir de cada regido do cérebro; o acido desoxirribonucleico
complementar foi sintetizado por transcri¢éo reversa e amplificado
por reacdo em cadeia da polimerase quantitativo em tempo real
utilizando SYBR® Green e primers especificos para cada um dos genes
de referéncia. A estabilidade de expressao foi determinada utilizando
NormFinder. Resultados: A beta-actina foi o gene mais estavel
no hipocampo e estriado, enquanto a ciclofilina A e a ubiquitina C
apresentaram maior estabilidade no cértex pré-frontal e no bulbo
olfatério, respectivamente. Conclusao: Com base em nosso trabalho,
estudos posteriores de expressao génica utilizando ratos como
modelos animais devem levar estes resultados em conta na escolha
de um gene de controle interno confiavel.

Descritores: Ratos Wistar; Encéfalo; Expressao génica; Reagcao em
cadeia da polimerase em tempo real; Genes essenciais

ABSTRACT

Objective: A growing number of published articles report the expression
of specific genes with different behavior patterns in rats. The levels
of messenger ribonucleic acid transcripts are usually analyzed by
reverse transcription followed by polymerase chain reaction and
quantified after normalization with an internal control or reference
gene (housekeeping gene). Nevertheless, housekeeping genes exhibit
different expression in the central nervous system, depending
on the physiological conditions and the area of the brain to be
studied. The choice of a good internal control gene is essential for
obtaining reliable results. This study evaluated the expression of three
housekeeping genes (beta-actin, cyclophilin A, and ubiquitin C) in
different areas of the central nervous system in rats (olfactory bulb,
hippocampus, striatum, and prefrontal cortex). Methods: Wistar rats
(virgin females, n=6) during the diestrum period were used. Total
ribonucleic acid was extracted from each region of the brain; the
complementary deoxyribonucleic acid was synthesized by reverse
transcription and amplified by real-time quantitative polymerase chain
reaction using SYBR™ Green and primers specific for each one of
the reference genes. The stability of the expression was determined
using NormFinder. Results: Beta-actin was the most stable gene in
the hippocampus and striatum, while cyclophilin A and ubiquitin C
showed greater stability in the prefrontal cortex and the olfactory bulb,
respectively. Conclusion: Based on our study, further studies of gene
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expression using rats as animal models should take into consideration
these results when choosing a reliable internal control gene.

Keywords: Rats, Wistar; Brain; Gene expression; Real-time polymerase
chain reaction; Genes, essential

INTRODUCAO

Algumas estruturas no sistema nervoso central (SNC),
como bulbo olfatério (OB), hipocampo (HP), estriado
(ST), cortex pré-frontal (PFC), amigdala medial pos-
terodorsal (MePD) e area pré-optica medial (MPOA),
sao responsaveis pela aparéncia e pela manutencao
de diferentes comportamentos.» A compreensao dos
mecanismos moleculares envolvidos na regulacao das
vias de sinalizacdo no SNC serviu de base para mui-
tos estudos, que visaram analisar como um padrao
de comportamento € controlado pela expressao de
um gene candidato ou de grupo de genes.®> Assim,
ensaios sobre a expressao de genes sao cada vez mais
usados em estudos comportamentais com modelos
animais, com base na analise de transcritos especificos
no SNC e sua associacao com diferentes padroes de
comportamento.

Os niveis de expressao de um gene dentro de uma
célula podem ser alterados por diversas condicoes,
como a fase do ciclo celular ou a exposicao a drogas,
hormonios, citocinas ou outros estimulos. Logo, a ana-
lise da expressao de genes requer medidas precisas e
reprodutiveis de sequéncias especificas de acido ribo-
nucleico mensageiro (mRNA). O método mais comum
de quantificacao de mRNA ¢ a amplificacdo de molécu-
las individuais de RNA, pela combinacao de transcri¢ao
reversa e pela reacdo da cadeia de polimerase em tem-
po real (RT-PCR),® que permitem uma quantificagao
sensivel e acurada dos niveis de expressao de mRNA.
Mesmo assim, é necessario haver selecao de uma estra-
tégia apropriada de normalizacdo para excluir possiveis
erros experimentais, fornecendo, desse modo, dados
mais confidveis. A maioria dos experimentos de expres-
sao génica requer isolamento e processamento do 4ci-
do ribonucleico (RNA), e a quantidade final de RNA
pode variar entre as amostras. A realizacao de analises
RT-PCR demanda parametros controlados para a ob-
tencao de medidas quantitativas confidveis de expres-
sao. Estas incluem variagoes na quantidade da amos-
tra inicial, recuperacao de RNA, integridade de RNA,
eficiéncia de sintese do 4acido desoxirribonucleico com-
plementar (cDNA) e diferengas na atividade geral de
transcricao dos tecidos ou células analisados.®

A abordagem usada mais frequentemente para nor-
malizacao em estudos de expressao génica é o emprego
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de um controle interno ou gene de referéncia endod-
geno, frequentemente chamado de gene housekeeping
(HKG). Os HKG codificam proteinas que oferecem fun-
¢oes basicas, essenciais, das quais todas as células ne-
cessitam para sobreviver. Eles devem ter niveis de ex-
pressao estaveis em diferentes tipos de células e tecidos,
por todos os estagios de desenvolvimento, € mesmo em
varias condicoes. Entretanto, varios estudos mostraram
que os niveis de transcrigao de HKG usados tradicional-
mente podem variar de forma consideravel em células
especificas em condi¢des experimentais diferentes.’!?

Nos ultimos anos, ficou claro que nenhum gene
isolado € expresso constitutivamente em todos os ti-
pos de células e sob todas as condicOes experimentais,
sugerindo que a estabilidade de expressao do gene de
controle considerado tem de ser verificada antes de
cada modelo experimental particular.” Para que um
gene seja usado como controle interno, diversos cri-
térios devem ser satisfeitos: 0o mRNA tem de ser ex-
presso de modo consistente no mesmo nivel em todas
as amostras sob investigacdo, independentemente do
tipo de tecido, estado de doenca, medicacao ou con-
dicao experimental; os niveis de expressao tém de ser
comparaveis aos do alvo; e a amplificagcao do dado
gene de referéncia deve ser especifica para o RNA. A
importancia da escolha de um controle interno confia-
vel é salientada pelo fato de que o uso de um gene de
referéncia instavel para normalizagao pode obscurecer
as reais alteracoes ou produzir modificacOes artificiais
na expressao do gene. Assim, a validacao de um HKG
para cada situacao experimental é um requerimento
crucial para a aquisicao de dados bioldgicos significan-
tes.®1D) Para estudos mais generalizados, sio recomen-
dados o uso do nivel geométrico médio de expressao
de varios genes para normalizacido e também o uso de
trés a cinco genes de controle diferentes, dependendo
do tecido a ser estudado.!?

Ainda néo foi realizado um estudo sistematico que
comparasse a capacidade de adequacgdo de genes de
referéncia candidatos no sistema nervoso central de
ratos. Os resultados apresentados neste estudo podem
ser uteis em anélises posteriores de expressao génica no
cérebro de ratos.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi selecionar uma amos-
tra para analisar regides distintas do cérebro e avaliar
as areas mais estaveis do gene housekeeping do sistema
nervoso central, relacionadas a varios comportamentos
sociais.
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METODOS
Animais
Foram usadas ratas Wistar virgens (n=6) com pelo me-
nos 3 ciclos regulares consecutivos, no periodo diestro,
com aproximadamente 90 dias de idade, do biotério da
Universidade Federal de Ciéncias da Satude de Porto
Alegre (UFCSPA), em Porto Alegre (RS). Elas foram
abrigadas em grupos de trés em gaiolas de Plexiglas®
(46cm X 17cm X 31cm). Alimento e d4gua foram ofere-
cidos a vontade. Os animais foram abrigados em condi-
¢oes controladas de temperatura (21+1°C) e de luz (ci-
clos claro-escuro 12:12, com as luzes apagadas as 17h).
Todos os procedimentos foram realizados de 2009 a
2012, em conformidade com as Diretrizes da Sociedade
Brasileira de Neurociéncias e Comportamento para o
cuidado e uso de animais de laboratdrio, e os protoco-
los foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFCSPA (protocolo 590/08).

Selecao de gene de referéncia e desenho de primer
Genes de referéncia candidatos foram selecionados en-
tre os mais comumente usados na literatura. Os primers
para ciclofilina A (CypA) estavam de acordo com o que
foi descrito por Peinnequin et al.!» e Langnaese et al.®
Os primers de beta-actina (ActB) e ubiquitina C (UbC)
foram projetados usando o software Primer3, com base
em sequéncias de ratos no banco de dados GenBank.
A especificidade dos primers foi verificada usando a
ferramenta de busca Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) para colecao de nucleotideos (nr) do banco
de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Todos os primers foram da Invitrogen® (Sao
Paulo, Brasil). A sequéncia de primers usados esta des-
crita na tabela 1.

Amostras de tecido cerebral

Para determinar a regularidade do ciclo estral, foram
colhidos esfregacos vaginais das ratas virgens durante 2
semanas antes do inicio do experimento. Apds a ocorrén-
cia de trés ciclos estrais regulares, os experimentos fo-
ram feitos na manha da fase diestro. As ratas foram
decapitadas e seus cérebros foram rapidamente removi-
dos. As regioes OB, HP, ST e PFC foram dissecadas do

hemisfério esquerdo. Logo depois, as amostras disse-
cadas foram colocadas em tubos contendo RNAlater®
(Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e armazenadas
a-80°C.

Andlises moleculares

O RNA total foi extraido de amostras usando TRIzol®
(Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil). Rapidamente, cada
estrutura cerebral foi homogeneizada na presenca de
TRIzol®; acrescentou-se cloroférmio (1:5, v/v) e obte-
ve-se a fase aquosa apés centrifugacio (12.000xg, 15
minutos). O RNA foi precipitado com isopropanol por
15 minutos em temperatura ambiente, seguido por
centrifugacao a 12.000xg por 10 minutos. Os pellets fo-
ram novamente suspensos em agua tratada com 0,1%
dietilpirocarbonato (DEPC) e o RNA foi quantificado
por espectrofotometria. A concentragao total de RNA
foi determinada pela mensuragao da densidade Optica
a 260nm e a pureza do RNA foi avaliada com base
na propor¢ao 260nm/280nm e eletroforese em gel de
agarose.®

A RT-PCR semiquantitativa ¢ bem aceita e ampla-
mente usada como um método valido para anélise de
expressao génica nas areas do cérebro, como ja descri-
to em outros trabalhos.(+'9 Para a transcrigao reversa,
lug de RNA total foi usado como molde para sinteti-
zar cDNA. RNA foi incubado com 1uL de oligo(dT)
(0,5ug/uL, Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil), 1uL de deso-
xirribonucleotideo trifosfato (dANTPs) (10mM) e agua-
DEPC para um volume final de 12ul, por 5 minutos
a 65°C e, depois, por 1 minuto em gelo. Os seguintes
reagentes foram entdo adicionados para atingir um vo-
lume final de 19uL:4ul de tampao RT-PCR (50mM
TrisHCI, pH 8,3, 7SmM KCI, 3mM MgCl,) e 2uL de
DTT® (0,1M). Ap6s 2 minutos de incubagao a 37°C, 1uL
da transcriptase reversa codificada pelo moloney murine
leukemia virus reverse transcriptase (M-MLV-RT) (200U/uL,
Invitrogen®, Sao Paulo, Brasil) foi adicionado e a sin-
tese de cDNA foi feita a 50°C por 1 hora. A reacgao foi
inativada por incubacao a 70°C por 15 minutos.

A amplificacdo dos genes de referéncia foi feita
usando 7,5uL de SYBR® green polymerase chain reaction
(PCR) master mix (Applied Biosystems®, Sao Paulo, Brasil),
0,5uL de primers forward e reverse (0,33uM cada), 100ng

Tabela 1. Genes housekeeping selecionados para este estudo, sequéncias de primers e fungéo do gene

HKG Primer F Primer R Funcao (Langnaese et al.)®
ActB 5 TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG3' 5 TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT3 Proteina do citoesqueleto estrutural
CypA 5'TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG3' 5'CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC3' Acelera o dobramento nos oligopeptideos
UbC 5'TTTCCATAGACAATGCAGATCTTTS' 5'AGGGTGGACTCCTTCTGGAT3' Degradagao de proteinas

ActB: beta-actina; CypA: ciclofilina A; UbC: ubiquitina C.
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de cDNA e 4gua livre de nuclease, em um volume total
de 15uL. As reacoes foram feitas em uma placa Optica
de 96 pocos, usando um termociclador StepOnePlus®
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, EUA). Apds o
passo inicial de desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, a
amplificacao foi realizada em 50 ciclos de desnaturagao
a 95°C por 30 segundos, com anelamento de 60°C por
40 segundos e extensao a 72°C por 40 segundos. A am-
plificagao foi seguida por uma analise de curva de fusao
para confirmar a especificidade do produto do PCR.
Nenhum sinal foi detectado nos controles sem molde
(no-template). O limiar do ciclo (Ct) experimental foi
calculado usando os algoritmos de realce fornecidos
pelo equipamento. Todas as amostras foram processa-
das em duplicata, e o valor médio de cada duplicata foi
usado para todos os célculos restantes.®1%17)

Determinacéo da estabilidade de expressao do gene
de referéncia
Foi usada a ferramenta disponivel publicamente NormFinder
(um aplicativo Visual Basic para Microsoft Excel) para
analisar a estabilidade de expressao do gene. Ela faz a
classificacao dos HKG, segundo sua estabilidade de ex-
pressao, usando uma abordagem baseada em modelo.
O programa estima a variacio de expressao tanto intra-
grupo como intergrupo e calcula os valores de estabili-
dade do gene candidato.®

O relato dos dados obtidos dos valores brutos de
Ct representa de maneira falsa a variacao e erros, de-
vendo ser evitado. Assim, a expressdo de cada HKG
foi calculada a partir da férmula 2. Este calculo
transforma os dados logaritmicos de Ct em um valor
linear. A forma 2 descreve, de modo mais preciso, a
variagao individual entre as reagdes de replica¢ao.®!®)
Consequentemente, o NormFinder requer a transfor-
macao de valores de Ct em quantidades de expressao
numa escala linear, de forma que os valores médios
de Ct foram, entao, exportados para Microsoft Excel
e alterados para a forma 2-“, e depois as quantidades
calculadas foram colocadas no NormFinder," onde o
candidato com expressdo mais estavel no conjunto da
amostra é o gene com a primeira colocagao, que tem o
menor valor de estabilidade.®”

RESULTADOS

Na classificacdo de genes candidatos de normalizacao
com o NormFinder, foram obtidos os valores de estabili-
dade. As figuras 1 a 4 mostram que em HP e ST, o HKG
mais estavel foi ActB. Por outro lado, Cyp A e UbC fo-
ram mais estaveis em PFC e OB, respectivamente.
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Figura 1. Estabilidade do gene housekeeping no cértex pré-frontal
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Figura 3. Estabilidade do gene housekeeping no bulbo olfatdrio
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Figura 4. Estabilidade do gene housekeeping no estriado

DISCUSSAO

Em alguns estudos de expressao génica no SNC, ActB
se mostrou tao estdvel quanto gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), mas sua estabilidade depen-
de dos tecidos e das condigdes usados nas analises.?!??
Chen et al.®® verificaram que outros genes constituti-
vos, como o fator de alongamento da tradugao euca-
ridtica (EF, do inglés elongation factor) e GAPDH sao
mais estaveis do que ActB em algumas areas do cére-
bro, como o cértex auditivo e a coclea de ratos, e que
devem, portanto, ser considerados genes de referéncia
em analises quantitativas de expressao génica nessas
regioes. Todavia, muitos estudos baseados em RT-PCR
para avaliar a expressao de genes em diferentes regioes
do cérebro — como PFC, ST, HP e cerebelo — utilizam
ActB como gene de referéncia.(1+162%

Nossos resultados mostram que ActB é o HKG mais
estavel no HP do conjunto de nossa amostra. Em um
estudo realizado por Langnaese et al.,® ActB e CypA
provaram ser os genes mais estaveis no HP de sua and-
lise. Esses dois HKG foram também usados como genes
de controle em um estudo por Nishida et al.,® porque
seus niveis de expressao sao considerados estaveis nessa
area do cérebro. Por outro lado, Honkaniemi et al.?®
usaram apenas CypA em um modelo de isquemia que
analisa a expressao génica no HP.

No ST, também identificamos ActB como o gene
mais estavel. Contudo, Benn et al.*) verificaram que
UbC ¢é mais estavel que ActB nessa drea. Honkaniemi
et al.?® examinaram a expressao de CypA para com-
parar as alteracOes isquémicas com os niveis gerais de
transcricao no ST.

CypA demonstrou a expressao mais estavel no PFC
segundo nossa anélise. Estudos anteriores de niveis de

einstein. 2014;12(3):336-41

expressao génica usaram principalmente um dos HKG
mais tradicionais, como GAPDH, 18S ou CypA, no cé-
rebro inteiro de ratos Wistar adultos.('” Honkaniemi
et al.® também examinaram a expressao de CypA no
cortex de ratos em um modelo isquémico. Ademais,
Benn et al.®” identificaram UbC como tendo expressao
estavel no cortex, em vez de ActB. Contudo, Yamada et
al.?” usaram ActB como referéncia para amplificacao
de genes, além de Soria-Fregozo et al.,"¥ que escolhe-
ram ActB como um controle interno para quantificar
mRNA no PFC.

Vimos que UbC ¢ o HKG mais estavel no OB. UbC
ja foi usada em varios estudos de expressdo génica,
como no cérebro humano®2 ¢ figado de rato.®
Todavia, Wong et al.(? analisaram a expressao de ActB
¢ CypA no OB de ratos.

Nosso estudo teve algumas limitagoes. Apds a ex-
tracao de RNA com TRIzol®, as amostras ndo foram
incubadas com DNAse, mas a pureza do RNA foi ve-
rificada por eletroforese em gel de agarose e nenhum
DNA estava presente nas amostras. Outra limitagao
foi o fato de as andlises serem baseadas em RT-PCR
semiquantitativa. Mesmo que os estudos mais recentes
sobre a expressdo de genes sejam baseados em PCR
quantitativo, muitas investigagdes foram baseadas em
RT-PCR convencional. Alias, essa foi a técnica mole-
cular para andlise de expressdo génica mais usada até
recentemente e, portanto, seu uso nao prejudica nossos
resultados ou outros achados anteriores.

CONCLUSAO

As variacOes na estabilidade dos genes housekeeping
nas diferentes areas do sistema nervoso central ocorrem
provavelmente devido a variabilidade nas amostras usa-
das em cada estudo. Assim, a validacao dos genes de
referéncia para cada situagao experimental € um requi-
sito essencial para aquisicdo de dados significativos e
confidveis para qualquer tipo de analise. Uma vez sele-
cionado o gene housekeeping para cada area do sistema
nervoso central, as andlises adicionais podem ser feitas
com a seguranca do uso de um gene de controle mais
estavel.
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