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Objetivo:
Implementar a técnica de análise de diferença representativa (representational difference analysis ou RDA) e aplicar ao estudo de genes diferencialmente expressos no lobo temporal utilizando com o modelo ratos WAR e indução, por abrasamento auditivo, de epileptogênese.
Objetivos específicos:

1. Induzir e documentar o quadro neurofisiológico de epileptogênese em “Wistar Audiogenic Rats” (WAR) após abrasamento audiogênico.

2. Extrair cirurgicamente o lobo temporal (complexo amigdalóide e hipocampo) de animais controle e experimentais.

3. Extrair RNA total, gerar a primeira fita de cDNA e investigar por “real-time" RT-PCR (interativamente) a expressão de genes implicados em outros modelos de epileptogênese da literatura.

4. Utilizar RNA total dos animais controle e experimentais para geração de cDNA, que será fragmentado com enzimas de restrição, ligado a adaptadores distintos para os grupos controle e experimental e submetidos à técnica subtrativa de “Representational Difference Analysis” (RDA). Os fragmentos de ocorrência diferencial serão clonados em plasmídios e seqüenciados.

5. Analisar bioinformaticamente os resultados de seqüenciamento por comparação com o genoma e o transcriptoma de Rattus norvegicus e de outros organismos.

6. Análise bioinformática da expressão dos genes de interesse em dados públicos de microarranjos (GEO), SAGE (virtual) e ESTs (dbEST e banco de dados local http://biodados.icb.ufmg.br).

7. Validar a expressão diferencial de genes clonados utilizando cDNA obtido de RNA total na etapa descrita no objetivo 3 através de “real-time” RT-PCR.

8. Investigar por “Northern Blot” e “real-time” RT-PCR a expressão tecidual de genes de expressão diferencial em epileptogênese (item 7), com base em predições feitas no item 6.
Revisão da literatura:
A disponibilidade de genomas completos, assim como a existência de informações extensas sobre transcriptomas, favorece abordagens fisio-genômicas. Estamos particularmente interessados no estudo da expressão gênica diferencial associada a modificações neurofisiológicas, estabelecendo assim uma colaboração entre um grupo com experiência em neurofisiologia e outro com experiência em biologia molecular e bioinformática. A presente proposta propõe o estudo da expressão gênica diferencial no lobo temporal durante a epileptogênese. Apesar de não existir definição satisfatória de epilepsia na literatura atual, podemos afirmar que as epilepsias são condições crônicas caracterizadas pela recorrência de crises epilépticas na ausência de doença tóxico-metabólica ou febril (Engel 1995; Guerreiro 1996). Devido a seu caráter imprevisível de recorrência e multiplicidade de expressão fenomenológica, torna-se importante fator de morbidade com grande impacto nos aspectos psico-sociais de seu portador. As crises epilépticas ocorrem devido a alterações encefálicas que levam à hiperexcitabilidade e hipersincronismo da atividade neural podendo se manifestar de diversas formas, dependendo dos substratos neurais envolvidos (Engel 1995).  Acredita-se que a excitabilidade aumentada é decorrente tanto de aspectos intrínsecos ao neurônio quanto de suas interações com outros neurônios formando redes neurais epileptogênicas. Quanto à teoria do “neurônio epiléptico”, um aumento da relação entrada-saída (Reyes 2001),  como por exemplo mudanças plásticas na comunicação sináptica (Bernard et al. 2000; Cohen et al. 2002; Cossart et al. 2001; Kullmann 2002), foi proposto como um dos mecanismos envolvidos na hiperexcitabilidade neural. Algumas síndromes epilépticas raras (Chen et al. 2001; Su et al. 2002), de cunho genético, estão associadas a mutações de canais iônicos, assim como mudanças nestas proteínas integrais também foram observadas após a ocorrência de crises convulsivas repetidas.

Estímulos pró-convulsivos originariamente sub-limiares, quando apresentados de forma repetida, podem vir a gerar atividade epileptiforme em um fenômeno conhecido como abrasamento (Goddard et al. 1969). Como exemplo, em animais geneticamente predispostos à epilepsia (crises induzidas por estimulação sonora), o estímulo audiogênico inicialmente produz apenas convulsões tônico-clônicas generalizadas. Após a repetição destas crises estes animais começam a apresentar mioclonias de face e membros superiores semelhantes às mediadas por mecanismos prosencefálicos (Abbate et al. 1990; Hirsch et al. 1997; Marescaux et al. 1987; Moraes et al. 2000; Naritoku et al. 1992). Neste último caso, a repetição das crises se constitui como um modelo de recrutamento secundário (epilepsia de lobo temporal – TLE) a partir de um foco primário localizado no tronco encefálico. Vários trabalhos têm proposto que este recrutamento secundário é resultante de alterações plásticas na via acústico-límbica através de mecanismos semelhantes àqueles sugeridos para explicar a neurofisiologia da memória. Desta forma, uma avaliação da expressão gênica, antes e após o abrasamento audiogênico, se torna de grande importância para elucidar os substratos moleculares envolvidos nas alterações plásticas do recrutamento do Lobo Temporal, mais especificamente o complexo amigdalóide e o hipocampo.

Os Wistar Audiogenic Rats (WARs) são animais geneticamente selecionados, ha pelo menos 35 gerações, para apresentar crises convulsivas induzidas por estimulação sonora de alta intensidade (Garcia-Cairasco et al. 1996; Garcia-Cairasco et al. 1992; Garcia-Cairasco et al. 1993). O caráter isogênico desta colônia de animais, somado ao potencial modelo do abrasamento audiogênico discutido acima, confere aos WARs vantagens sobre outros modelos de epilepsia nos estudos de expressão gênica.

A expressão gênica diferencial no lobo temporal foi recentemente demonstrada em ratos expostos ao odor de gato (Koks et al., 2004), através da técnica de subtração conhecida como Representational Diference Analysis ou RDA. A mesma técnica havia sido utilizada para investigar a expressão gênica diferencial associada ao derrame cerebral (Schwarz et al., 2002). A técnica foi otimizada por Pastorian et al., 2000, que forneceram ao laboratório de Biodados os protocolos detalhados, embora kits específicos estejam hoje disponíveis (BD Clontech PCR-Select). A técnica é mais apropriada que a utilização de microarranjos para a detecção de genes induzidos por ser direcionada para genes raros e utilizar amostras muito reduzidas de RNA (Pastorian, comunicação pessoal, e manual do kit comercial). Bakin e Curran, 2000, obtiveram os melhores sucessos em experimentos de indução diferencial de expressão gênica utilizando esta metodologia (Curran, comunicação pessoal). A indução de expressão gênica associada a epileptogênese já foi relatada para outros sistemas, utilizando outras metodologias (Xing et al., 1997; Zhu et al., 2000; Lukaziuk et al., 2003 e Majores et al., 2004). A presente proposta objetiva a criação de um banco-estoque de RNA total em ratos WAR induzidos à epileptogênese, de modo a possibilitar a investigação de genes reportados na literatura como envolvidos em outros sistemas de epileptogênese. Esta avaliação será conduzida de forma interativa utilizando-se inicialmente os genes candidatos mais relevantes de cada estudo individual. Todavia, o objeto principal de análise será o conjunto de genes por nós clonado através da técnica de RDA. Esses genes serão investigados bioinformaticamente, uma ferramenta de análise automática para essa função será produzida e os genes de interesse terão sua expressão validada utilizando o banco-estoque de RNA total inicialmente obtido. Aqueles genes cuja expressão tecidual avaliada in silico se mostrar relevante terão sua expressão confirmada experimentalmente.

Justificativa:

Esta proposta, em seus objetivos, certamente não deixa de incluir o estabelecimento de uma colaboração entre um grupo de biologia molecular – bioinformática com um grupo de neurofisiologia para nos habilitar estudos de fisio-genômica de alterações neurofisiológicas envolvendo expressão gênica diferencial. Esta capacitação é estrategicamente complementar às iniciativas da rede genoma de Minas Gerais, baseadas em análises de microarranjos, existentes na mesma instituição, rede esta da qual o laboratório de Biodados faz parte.

Suspeita-se que a mudança de expressão gênica durante o estabelecimento da epileptogênese neste sistema, muito empregado por vários investigadores na UFMG, implica em mecanismos relacionados ao aprendizado. Uma primeira aproximação para entendimento do mecanismo é a caracterização de genes diferencialmente expressos. A relevância de expressão diferencial no lobo temporal foi atestada por estudos recentes (Majores et al., 2004) e justifica amplamente a atual proposta.
Metodologia:
Serão utilizados ratos machos com peso entre 300-350 gramas da linhagem WAR (Garcia-Cairasco et al., 1990). Os animais serão oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG.

A estimulação audiogênica será feita colocando o WAR dentro de um cilindro de acrílico transparente de 32 x 36 x 22 cm de modo a não interferir na expressão motora da crise. Este cilindro, por sua vez, é colocado dentro de uma caixa de madeira acusticamente isolada, com a parede frontal de acrílico transparente, o que permite a visualização do animal. O estímulo sonoro consiste no som de uma campainha elétrica, gravado em CD, intensificado através de um amplificador de potência (AKT 540 Power System 250 watt) conectado a um tweeter (LeSon TLC1 piezoeletric de 100 Watts), colocado no teto da caixa cilíndrica de acrílico. O estímulo acústico com intensidade sonora equivalente a 110 dB SPL será aplicado 2 vezes por dia, às 08:00h e às 18:00h, até completar 40 estímulos. O protocolo de estimulação acústica consiste em um minuto de silêncio antes da estimulação e um minuto de estímulo acústico máximo ou até o rato apresentar uma convulsão tônica. O aparecimento das crises límbicas será avaliado segundo o índice de Racine modificado por Pinel (Pinel & Rovner 1978a; Pinel & Rovner 1978b; Racine 1972). Serão incluídos no grupo experimental todos os ratos que apresentarem pelos menos grau 4 ou 5 na escala citada anteriormente, o que caracteriza que estes ratos se tornaram abrasados.

O envolvimento de estruturas límbicas (complexo amigdalóide) será determinado por eletroencefalografia. Os ratos serão anestesiados com Tionembutal (40 mg/kg intraperitonial, IP). Logo depois de anestesiados, será injetada Atropina (0,1 ml por rato, IP) para prevenção de arritmias cardíacas e hipersecreção brônquica secundárias ao uso do anestésico. O procedimento cirúrgico de tricotomia da cabeça consistirá na colocação do rato em estereotáxico modelo Stoelting, com fixação através de barras auriculares perfuradas, anti-sepsia do local da cirurgia utilizando-se PVPI degermante e  injeção subcutânea de Xylocaína 2% com vasoconstritor e incisão eliptica com centro aproximadamente ao nível da linha interauricular posterior; remoção da gordura subcutânea com tesoura; limpeza do periósteo com cotonete; esperar secagem do osso; alinhamento dos pontos de referência lambda/bregma; colocação de um parafuso localizado 2 mm à frente do bregma, servindo como terra; marcação do ponto de implante do eletrodo na amígdala lateral, AP-2,0 mm, tendo como referência o bregma, lateral - 4,1 mm com relação à linha média, vertical - 7,1 mm, tendo como referência a dura-mater e no colículo inferior com inclinação da torre do estereotáxico a 300, AP - 1.8 mm com referência ao lambda, lateral - 2,0 mm com referência a linha média, vertical- 4,5 mm tendo como referência a duramater, ambas  as coordenadas  segundo o atlas de Paxinos e Watson (1986); perfuração da calota craneana com drill odontológico; soldagem do fio do eletrodo no cabo do microcircuito de source-folower; retirada da dura-mater com uma agulha e finalmente implantação do eletrodo. O registro de vídeo EEG síncrono já foi descrito em outras publicações do grupo consorciado (Moraes et al., 2000). Utilizaremos um computador PC Pentium 200 MHz, um conversor de sinal de TV para PC (monitor), um conversor de sinal RGB PC (monitor) para TV, uma interface conversora analógico/digital com software para windows (National Instruments), um condicionador de sinais (CyberAMP 380, Axon Ins.) e micro pré-amplificadores (desenvolvidos no grupo de neurofisiologia consorciado).

A retirada cirúrgica do lobo temporal será seguida de congelamento imediato em nitrogênio líquido. Um número suficiente de animais serão utilizados até obtenção de pelo menos 5 g de RNA total, obtido por homogeneização dos tecidos em reagente TRIzol (Invitrogen). Para eliminação da excessiva quantidade de lipídios uma segunda extração em tubos de microcentrífufa será conduzida. O RNA total será precipitado e as amostras de animais controle e experimentais congeladas para as aplicações planejadas. Genes previamente caracterizados como participantes de epileptogênese serão avaliados por "real-time RT-PCR" (Two-step qRT-PCR kit com SYBR* green, Invitrogen) a partir de alíquotas do RNA coletado, utilizando equipamentos disponíveis na Instituição (departamentos de Fisiologia e de Bioquímica e Imunologia da UFMG). Os genes de interesse serão amplificados por iniciadores (Quiagen, recursos já disponíveis em conta) especificamente desenhados a partir do transcriptoma de Rattus norvegicus.

O RNA total isolado e estocado será utilizado para fabricação de cDNA sem isolamento de RNA poli(A)+ utilizando-se o kit SMART PCR cDNA Synthesis Kit (Clontech) e o procedimento subtrativo conhecido como Representational Diference Analysis (RDA, Pastorian et al., 2000) executado em ambas as direções (utilizando como “tester” o RNA experimental para clonagem de genes induzidos presentes exclusivamente nas amostras experimentais ou o RNA controle como “tester”, para clonagem de genes reprimidos, exclusivos das amostras controle) utilizando-se o kit BD Clontech PCR-Select (BD Biosciences). Os fragmentos diferenciais serão clonados e seqüenciados em seqüenciador automático MegaBACE, disponível na Instituição. As leituras serão processadas pelo pipeline de bioinformática já disponível no laboratório de Biodados. Brevemente, a nomeação de bases será feita com o software PHRED, a análise de redundância (esperada) com BLASTclust e a edição de leituras sem ambigüidades com PHRAP e CONSED. Pesquisas de homologia com MegaBLAST, BLASTx e tBLASTx em bases de dados armazenadas em servidores locais e em bases de dados de motivos (também local) com RPS-BLAST permitirão identificar os genes clonados. Moléculas mais informativas serão modeladas pela edição de entradas TPA (Third Party Annotation) quando o full-length não estiver disponível. Análises in silico de expressão dos genes clonados será feita utilizando-se informações públicas disponíveis: (i) GEO, NCBI, repositório de dados de microarranjo; (ii) SAGE virtual através de etiquetas virtuais geradas a partir do gene ortólogo humano, dada a ausência de dados públicos de Rattus norvegicus; (iii) ESTs, depositadas no dbEST. As buscas serão posteriormente agrupadas em uma ferramenta bioinformática automatizada (baseada em servidor apache, banco de dados mySQL e consultas acionadas por PHP, utilizando bases públicas locais e programas de distribuição livre).

Genes analisados bioinformaticamente serão escolhidos para validação da expressão diferencial utilizando a técnica de "real-time" RT-PCR, como descrito anteriormente. Aqueles que apresentarem expressão diferencial terão sua expressão tecidual relativa avaliada por “Northern-Blot” e “real-time” RT-PCR, para validar as análises de expressão in silico.

Metas:
1. Obtenção de animais sob epileptogênese, remoção cirúrgica do lobo temporal de animais experimentais e controle, extração e criação de um banco-estoque de RNA total para experimentos de RT-PCR.

2. Caracterização da expressão gênica de genes escolhidos interativamente, com base em relatos de envolvimento em epileptogênese, em outros sistemas experimentais.

3. Seleção através de RDA de até 500 clones, obtenção da seqüencia de DNA do inserto, retirada de redundância por agrupamento das seqüências e identificação dos genes por pesquisa em bancos de dados de genoma e transcriptoma de Rattus norvegicus e de outros organismos.

4. Seleção de até 48 genes clonados por RDA, agrupados e avaliados bioinformaticamente, para validação da expressão diferencial por "real-time” RT-PCR.

5. Avaliação do padrão de expressão dos genes clonados em diversos tecidos utilizando dados públicos e ferramentas bioinformáticas, gerando uma ferramenta bioinformática automatizada para este tipo de busca.

6. Publicação de um trabalho científico sobre genes induzidos na epileptogênese no modelo de ratos WAR submetidos a abrasamento audiogênico e um trabalho sobre a ferramenta bioinformática de busca automatizada de expressão gênica em dados públicos.

7. Deposito das seqüências em bases de dados públicas.

8. Obtenção de dados experimentais constituintes de até três teses de doutorado.

9. Aproximação temática entre os grupos de neurofisiologia e biologia molecular -bioinformática da Instituição.

10. Capacitação para estudos de fisio-genômica de alterações neurofisiológicas envolvendo expressão gênica diferencial.

Instalações:
Os animais serão oriundos do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Biofísica do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG. 

A estimulação audiogênica, a comprovação de comprometimento do complexo amigdalóide por eletroencefalografia e as cirurgias de retirada cirúrgica do lobo temporal serão realizadas em instalações do laboratório de Neurofisiologia, ICB, UFMG.
A técnica de análise de diferença representativa (RDA) e as análises bioinformáticas serão conduzidas no laboratório de Biodados, Biologia Celular e Desenvolvimento, ICB, UFMG.

A infraestrutura a ser utilizada obteve contrapartida recente das seguintes linhas de financiamento:

Agência financiadora: FAPEMIG

Coordenador: JOSÉ MIGUEL ORTEGA
Processo: EDT 17002/01.

Título: Criação do núcleo de Bioinformática do projeto "Criação da Rede GENOMA do Estado de Minas Gerais, utilizando o sequenciamento de genes expressos do Schistosoma mansoni como modelo".

Vigência: 2001-2004.

Valor: R$ 99.000,00.

Competência instalada: servidores web, de cálculo e de banco de dados e seis pontos de trabalho. Todas as ferramentas bioinformáticas e bases de dados necessárias ao desenvolvimento desta proposta estão instaladas e são correntemente utilizadas por membros da equipe do lab. de Biodados com o auxílio dessas instalações.

Coordenador: MARCIO FLAVIO DUTRA MORAES
Processo nº:664.

Título: POTENCIAÇÃO SINAPTICA NO LOBO TEMPORAL EM RATOS WAR SUBMETIDOS AO ABRASAMENTO.

Vigência: 10/2004 a 10/2006.

Valor: R$ 27.500,00.

Coordenador: ANDRE RICARDO MASSENSINI
Processo nº: 665.

Título: INVESTIGAÇÃO DO PAPEL DOS CANAIS DE SODIO NA MODULAÇÃO DA SINALIZAÇÃO CELULAR:PROCESSAMENTO DIGITAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA DE IMAGENS DE SODIO, CALCIO E TRANSLOCAÇÃO DE PKC-GFP.

Vigência: 10/2004 a 10/2006.

Valor: R$ 29.700,00.

Agência financiadora: CNPq

Coordenador: MÁRCIO FLÁVIO DUTRA MORAES
Processo nº: 478645/2003-1.

Título: POTENCIAÇÃO SINÁPTICA NO LOBO TEMPORAL EM RATOS WAR SUBMETIDOS AO ABRASAMENTO AUDIOGÊNICO.

Vigência: 11/2003 a 11/2005.

Valor: R$ 19.540,00.

Coordenador: ANDRE RICARDO MASSENSINI
Processo nº: 477865/2003-08.

Título: INVESTIGAÇÃO DO PAPEL DOS CANAIS DE SODIO NA MODULAÇÃO DA SINALIZAÇÃO CELULAR: PROCESSAMENTO DIGITAL E ANÁLISE ESTATÍSTICA DE IMAGENS DE SÓDIO, CÁLCIO E TRANSLOCAÇÃO DE PKC-GFP.

Vigência: 11/2003 a 11/2005.

Valor: R$ 19.300,00.
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Plano de trabalho para bolsistas:
1. Bolsista de Iniciação Científica:

· Induzir e documentar o quadro neurofisiológico de epileptogênese em “Wistar Audiogenic Rats” (WAR) após abrasamento audiogênico.

· Extrair cirurgicamente o lobo temporal (complexo amigdalóide e hipocampo) de animais controle e experimentais.

· Extrair RNA total, gerar a primeira fita de cDNA e investigar por “real-time" RT-PCR (interativamente) a expressão de genes implicados em outros modelos de epileptogênese da literatura.

· Validar a expressão diferencial de genes clonados utilizando cDNA obtido de RNA total na etapa descrita no objetivo 3 através de “real-time” RT-PCR.

2. Bolsista de Iniciação Científica:

· Utilizar RNA total dos animais controle e experimentais para geração de cDNA, que será fragmentado com enzimas de restrição, ligado a adaptadores distintos para os grupos controle e experimental e submetidos à técnica subtrativa de “Representational Difference Analysis” (RDA). Os fragmentos de ocorrência diferencial serão clonados em plasmídios e seqüenciados.

· Investigar por “Northern Blot” e “real-time” RT-PCR a expressão tecidual de genes de expressão diferencial em epileptogênese (item 7), com base em predições bioinformáticas.

