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Project abstract:

O glaucoma € caracterizado por degeneracdo progressiva das células ganglionares da retina (RGC) e dano ao
nervo optico, sendo o aumento da pressao intraocular (PIO) um dos fatores de risco para o desenvolvimento da
doenca. As RGCs além de estarem envolvidas com processamento visual projetam-se para o niicleo
supraquiasmatico hipotalamico (NSQ), o qual é responsavel pela geracdo e sincronizac¢do dos ritmos biologicos
ao ciclo de claro-escuro (CE) como, por exemplo, os ritmos de temperatura corporal, atividade locomotora,
comportamento alimentar e de secrecdes hormonais. Demostramos que animais em estagio avancado do
glaucoma apresentam alteracdes no ritmo de atividade locomotora espontinea e de temperatura corporal interna.
Ademais, humanos portadores de glaucoma apresentam distirbios do sono e alteragées no ritmo circadiano de
temperatura corporal e nas concentracdes sanguineas de cortisol. Considerando que a secrecdo de
glicocorticoides apresenta um perfil circadiano endégeno mediada pelo NSQ, este estudo tem por finalidade
avaliar o impacto das alteragdes ritmicas induzidas pelo glaucoma sobre o eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal
(HHA). Para isso, utilizaremos um modelo animal que desenvolve glaucoma espontaneamente, e avaliaremos os
componentes moleculares (expressao génica e proteica) do eixo HHA em animais glaucomatosos (DBA/2J) e
saudaveis (DBA/2J GPNMB+).
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Caracterizacao do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal em camundongos glaucomatosos - Descri¢ao
dos Dados e Metadados produzidos pelo projeto

Serdo utilizados camundongos machos de gendtipos DBA/2J (glaucomatosos) e DBA/2J GPNM+ (saudaveis) com
3 e 12 meses de idade. Os procedimentos experimentais deste projeto estardo de acordo com os Principios Eticos
de Experimentacdo Animal com aprovacao do comité de ética e experimentacdo animal do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA n°® 8143290819). Os animais serdo mantidos em gaiolas
ventiladas com fotoperiodo 12C:12E (luz acesa as 7 am e apagada 7 pm) com intensidade de luz de
aproximadamente 400 lux, temperatura de 25 (+ 1) © C, com dgua e alimentac@o ad libitum. Ser@o coletados trés

tipos de dados, sendo eles:

1. Extragao e purificacio do RNA, sintese de cDNA e PCR quantitativo: Serd realizado a remogao e a coleta do
hipotdlamo, da hipéfise e da adrenal em animais saudaveis e glaucomatosos, que serdo armazenados em -
80°C até o processamento das amostras. Serd analisado a expressdo génica de Crh, Perl, Per2 e Bmall na
regido do PVN no hipotdlamo, dos receptores CRH (Crh-rl), Acth, Perl, Per2 e Bmall na hipdfise, e nos
receptores de ACTH (Mc2-r), Star, Perl, Per2, e Bmall na adrenal. Todos esses dados serdo organizados em
planilhas digitais (Microsoft Excel, formato XLS) ou software GraphPad Prism Version 9.0. Além da geracdo
de graficos referentes aos procedimentos que serdo armazenadas em arquivo TIFF ou JPG.

2. Dosagem de corticosterona plasmadtica: Serd realizado a coleta de plasma em animais saudaveis e
glaucomatosos, que serdo armazenados em -80°C até o processamento das amostras. A dosagem sera
realizada através do método de imunoensaio enzimatico nos ZT4 (fase de repouso) e ZT16 (fase de atividade).
A densidade dptica serd lida em espectrofotdometro a 450 nm. Todos esses dados serdo organizados em
planilhas digitais (Microsoft Excel, formato XLS) ou software GraphPad Prism Version 9.0. Além da geracio
de graficos referentes aos procedimentos que serdo armazenadas em arquivo TIF ou JPG.

3. Imuno-histoquimica: Serdo coletados os cerébros e as glandulas adrenais os quais serdo processados para
andlise de imuno-histoquimica. As imagens de imuno-histoquimica serdo disponibilizadas em formato czi
(arquivo editavel do programa de anélise de imagens Zeiss) e em JPG ou TIFF. A quantificacdo proteica sera
realizada pelo programa Image J e os dados de quantificagéo serdo plotados em planilhas digitais (Microsoft
Excel, formato XLS e GraphPad Prism Version 9.0).

Todas as pastas com dados brutos serdo estruturados e nomeadas usando as condi¢des utilizadas para efetuar a
analise: nimero do experimento, tipo de andlise, data. Por exemplo: ExpO1__Corrida_qPCR_Crh-r1_08.12.23.
Demais informacdes podem ser adicionados, caso seja necessario. Os dados brutos ficardo disponiveis aos
colaboradores, a Institui¢do sede e a Agéncia de Fomento a Pesquisa (FAPESP) através de um sistema de
compartilhamento em nuvem a todo e qualquer momento do experimento. Os dados brutos também serdo
disponibilizados ao publico a partir da publica¢do dos artigos referentes a essa pesquisa através do Repositorio de
Dados da universidade em que a pesquisadora serd matriculada. Informacdes completas sobre as condicdes, e
métodos usados para produzir os dados também serdo fornecidos em um arquivo PDF. Essas informac¢des também

estardo disponiveis no sistema de nuvem.

Para coleta de amostras de sangue, hipotdlamo, hipdfise e adrenal de camundongos de gen6tipos DBA/2J
(glaucomatosos) e DBA/2] GPNMB+ de 3 e 12 meses de idade, mantidos em gaiolas ventiladas com fotoperiodo
12C:12E (luz acesa as 7 am e apagada 7 pm) com intensidade de luz de aproximadamente 400 lux, temperatura de
25 (£ 1) ° C, com dgua e alimentacéo ad libitum. Os animais serdo eutanasiados no periodo de claro ZT4 (fase de
repouso) e no periodo de escuro ZT16 (fase de atividade). Ao completar essas idades, serd realizado a coleta de
sangue, do hipotdlamo, da glandula hipéfise e da adrenal, que serdo armazenados em -80°C, até o processamento

das amostras.



Para avaliar a expressao génica de receptores no hipotdlamo, hipdfise e adrenal no ZT4 e ZT16, os animais
sauddveis e glaucomatosos serdo eutanasiados com 3 e 12 meses de idade, sendo os tecidos armazenados em -
80°C, até o processamento das amostras. Os tecidos passardo pelo procedimento de extracio e purificacdo do RNA
(Ambion, EUA). A concentragdo de RNA serd determinada por leitura em espectrofotometro (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer, NanoDrop, DE, EUA). A rea¢do de RT-PCR serd realizada com 1 pug de RNA total através do
protocolo para enzima Superscript III conforme instru¢des do fabricante (Thermo Fisher). O cDNA sintetizado sera
utilizado nas reac¢des de PCR quantitativo. Os pares de primers especificos para cada gene serdo baseados nas

sequéncias obtidas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), desenhados pelo programa Primer Blast

(pubmed) e sintetizados, preferencialmente, pela IDT. A andlise da expressdo génica serd realizada através do
método de quantificagdo SYBER Green utilizando-se o equipamento Quantum Studio 6 Flex PCR System (Applied
Biosystems, EUA).

Para avaliar a concentrag@o de corticosterona plasmatica em animais glaucomatosos e saudaveis no ZT4 e ZT16, o
sangue serd coletado em microtubo contendo EDTA (Vacuplast, K2 500 UL), em seguida centrifugado a 12.000 x g
a 4°C por 15 min para a separacdo do plasma. O procedimento seguird as instrugdes do fabricante (Kit
Corticosterone Enzyme Immunoassay Kit DetectX, Arbor Assays). A densidade 6ptica serd lida em

espectrofotdmetro a 450 nm.

Para a realizacdo da imuno-histoquimica os tecidos provenientes de animais perfundidos com paraformoldeido e
congelados serdo seccionados em microtémo. As seccdes passardo por procedimento de imunomarcac¢io com
anticorpos especificos para as proteinas de interesse. Ao final, serdo montadas 1dminas contendo as sec¢des e

obtidas fotomicrografias das areas de interesse para a quantificagdo proteica pelo programa Image J.

A metodologia em detalhes utilizada para cada tipo de coleta, que permitira alta qualidade para coleta dos dados,
esta descrita no projeto de pesquisa. Todo material serd armazenado e atualizado em sistema de compartilhamento
em nuvem, ficando disponivel aos colaboradores, Instituicao sede e financiadora a qualquer momento no decorrer
dos experimentos. As pastas com dados brutos serdo estruturadas e nomeadas usando as condicdes utilizadas para
efetuar a analise: titulo do arquivo, nimero do projeto, agéncia financiadora, data. Por exemplo:
Corrida_qPCR_Crh-r1_0000/00000-0_FAPESP_08.12.2022. Informacdes adicionais serdo adicionadas quando
necessdrio para permitir facilmente interpretacao dos dados. Os dados armazenados incluirdo pontos importantes da
metodologia utilizada, n amostral, idade do animal, data de eutanasia, periodo amostral e condicdes especificas do
teste, quando houver. A cépia da dissertacdo de mestrado serd depositada na biblioteca digital de teses e

dissertacdes da universidade que a pesquisadora sera matriculada.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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