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Uso de microarrays na busca de perfis de expressao

génica - aplicacao no estudo de fenotipos complexos
Use of microarrays in the search of gene expression

pattems - application to the study of complex phenotypes

Camila Guindalini,'? Sergio Tufik*

Resumo

Com o advento do seqlienciamento de genoma humano, novas tecnologias foram desenvolvidas e despontaram como promissoras
ferramentas metodologicas e cientificas para o avanco na compreensdo dos mecanismos envolvidos em varias doencas complexas.
Dentre elas, a técnica de analise em larga escala (conhecida como microarrays ou chips de DNA) é particularmente eficaz em
permitir uma visdo global na busca de padrbes de expressdo génica em amostras bioldgicas. Por meio da determinacdo da
expressao de milhares de genes simultaneamente, a promissora tecnologia permite que pesquisadores comparem o comporta-
mento molecular de diversos tipos de linhagens celulares e tecidos diferentes, quando expostos a uma determinada condi¢édo
patologica ou experimental. A aplicacdo do método pode trazer novas perspectivas de analise de processos fisioldgicos e facilitar
a identificacdo de marcadores moleculares para o diagndéstico, progndstico e para o tratamento farmacoldgico atual. Nesse artigo,
apresentaremos conceitos tedricos e metodoldgicos que permeiam a tecnologia de microarrays, assim como suas vantagens,
perspectivas e direcionamentos futuros. Com o intuito de exemplificar sua aplicabilidade e eficiéncia no estudo de fendmenos
complexos, serdo apresentados e também discutidos resultados iniciais sobre padrées de expressdo génica em amostra de
cérebros post-mortem de pacientes psiquiatricos e sobre as conseqliéncias moleculares e funcionais de perturbagdes no sono,
comumente associadas a transtornos psiquiatricos.

Descritores: Anélise de microarrays; Expressao génica; Psiquiatria; Transtornos mentais; Privagcdo do sono

Abstract

Sequencing the human genome has prompted the development of new technologies, which have emerged as promising
methodological and scientific tools for advancing the current knowledge about the causes and mechanisms involved in various
complex disorders. Among those, the high-throughput technique known as microarray is particularly powerful in providing a
global view of gene expression patterns in biological samples. By the simultaneous determination of the expression levels of
thousands of genes, microarrays allow researchers to compare the molecular behaviour of different types of cells lines or specific
tissues that have been exposed to pathological or experimental conditions. The method may provide insights into physiological
processes and facilitate the identification of novel biological markers for diagnostic, prognostic and pharmacological treatments
for a number of diseases. In this article, we present theoretical and methodological concepts underlying the microarray technology,
as well as an overview of its advantages, perspectives and future scientific directions. In an attempt to demonstrate the applicability
and efficiency of the method in the study of complex phenotypes, initial results on gene expression studies in post mortem brain
samples of psychiatric patients and on the molecular and functional consequences of sleep disturbances, which is strongly
associated with psychiatric illness, will be described and discussed.
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Introducao

O sequenciamento do genoma humano e de outros orga-
nismos foi acompanhado de grandes avancos metodolégicos
e cientificos nas tecnologias de biologia e genética molecular.!
Atualmente, na era pos-gendmica, espera-se que os dados
acumulados durante mais de 15 anos de projeto sejam final-
mente traduzidos em aplicacdes préticas. Esse fato tem gera-
do um crescente interesse por parte da comunidade cientifica
e uma série de expectativas sobre as futuras aplicagdes da
genética na compreensao e no diagnostico de doencas com-
plexas, como cancer, diabetes, transtornos psiquiatricos em
geral e a maioria dos disttrbios do sono.?

Dentre as novas tecnologias desenvolvidas como um dos
desdobramentos do sequenciamento dos genomas, destaca-
se a técnica de microarrays, ou chips de DNA. Esta técnica
permite a investigagdo de milhares de genes de maneira si-
multanea e promete revolucionar a medicina preditiva,
diagndstica e farmacologica por meio do aumento substancial
da capacidade analitica dos processos moleculares.?

Hoje, a disponibilidade desse novo método de investigacao
tem permitido aos pesquisadores examinar comparativamente
a expressdo génica global que ocorre em diferentes tipos ce-
lulares ou em um tecido especifico, quando submetidos ou
expostos a uma determinada condicdo patolégica ou experi-
mental.*5 E possivel, ainda, buscar variacdes estruturais na
seqiéncia de DNA que possam contribuir para o aumento de
susceptibilidade de doengas de uma maneira rapida, econo-
mica e sistematica.®

Assim, em curto prazo, o foco dos estudos sobre a
fisiopatologia de doengas complexas tende a mover-se da ca-
racterizacdo de mecanismos e processos individuais para a
anélise e investigacdo de sistemas biolégicos como um todo,
ao integrar dados e trabalhar com uma visdo mais abrangente
e, conseqiientemente, mais préxima da complexidade de um
organismo.>®

Os conceitos béasicos que permeiam essa técnica - assim
como 0s pontos importantes a serem considerados no dese-
nho de um experimento utilizando microarrays -, suas vanta-
gens, perspectivas e direcionamentos cientificos futuros seréo
discutidos nessa revisdo. Pretende-se, ainda, exemplificar suas
aplicacbes praticas, apresentando os resultados iniciais pro-
venientes de estudos de expressdo génica utilizando amostras
de cérebros post-mortem de pacientes psiquiatricos e sobre
as conseqliéncias moleculares e funcionais de perturbacoes
no ciclo sono-vigilia, uma situacdo comumente presente na
manifestacdo de transtornos psiquiatricos em geral.

Microarrays ou chips de DNA

Os microarrays ou chips de DNA sdo laminas de vidro nas
quais segmentos de fita-Unica (denominados aqui de "son-
das") sdo fixados e imobilizados de forma ordenada e em areas
especificas (chamadas de "célula de sonda"). Na lamina, cada
célula de sonda contém milhdes de copias de um determina-
do transcrito, ou um segmento génico em particular, que pode
posteriormente ser identificado.” Atualmente, em um chip tra-
dicional pode-se encontrar representagcoes de praticamente
todos os genes do genoma de uma série de organismos (para
detalhes, veja: www.affymetrix.com), como de humanos, ra-
tos, camundongos e Drosophila melanogaster.

A tecnologia de microarrays pode ser utilizada para a deter-
minacao de perfis de expressdo génica, ou para o estudo de
genomica funcional.*> Nesse tipo de estudo, a molécula de
interesse € o RNA mensageiro (RNAm). Aqui, busca-se iden-
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tificar variagdes na expressao de determinados genes que pos-
sam ocorrer como respostas biolégicas naturais devido a pre-
senga de uma patologia, ou alguma outra condicao experi-
mental, a qual a amostra em estudo foi submetida.’

O principio da técnica baseia-se principalmente na proprie-
dade de hibridizagdo por complementaridade dos acidos
nucléicos e no fato das sondas no array apresentarem se-
gliéncias similares as dos genes de interesse, e complemen-
tares as do RNAm ou as do DNAc (DNA complementar), de-
pendendo da tecnologia utilizada.®’ Um tipico experimento
consiste na comparacao de niveis de expressdo génica entre
duas condicbes de teste, como caso-controle, pré e pds-trata-
mento, com ou sem determinada manipulacdo experimental.
Mais especificamente, o procedimento utilizando o GeneChip®
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA) - a plataforma de
microarrays mais utilizada internacionalmente - envolve a
conversao do RNA total obtido a partir do tecido de interesse
em DNAc dupla-fita por meio de uma reacao de transcriptase
reversa. Em seguida, o DNAc serve de molde para uma rea-
cao de transcricdo in vitro na presenca de nucleotideos mar-
cados com fluoréforos, resultando no RNAc (RNA comple-
mentar) marcado. Essas moléculas marcadas sao hibridizadas
a lamina de microarray e podem se ligar ou ndo as sondas
representadas no mesmo, se ambas as seqliéncias forem com-
plementares. A lamina hibridizada é entdo corada e submeti-
da a um scanner, conectado a um software especifico que
analisa os dados e quantifica a intensidade da fluorescéncia
em cada ponto. O sinal gerado representa a ligacao do RNAc
proveniente da amostra em estudo com a sonda no array, e
tende a ser proporcional a abundancia do RNAc presente, até
certa concentragao de transcritos. A quantificacao do sinal
permite que a expressao de milhares de genes seja compara-
da entre diferentes condicoes experimentais.*’

Devido a maior facilidade na aquisicdo de amostras, a gran-
de maioria dos estudos utilizando microarrays analisa tecidos
tumorais. Nos Ultimos anos, a tecnologia ja foi aplicada na
demonstracdo de padrées especificos de expressao génica que
caracterizam diferentes tipos de cancer, predizem progndstico
e até respostas a terapias especificas.®® Entretanto, a eficiéncia
e a robustez das analises com microarrays tém sido evidencia-
das em éareas téo diversas como: doencas neurolégicas,® asma,*®
doengas psiquiatricas'! e doencas cardiovasculares,'? com re-
sultados bastante interessantes e promissores.

A escolha do tecido a ser analisado pela técnica de microarray
deve ser baseada na sua relevancia a fisiologia da patologia
de interesse e/ou na localizagao dos danos causados pela
mesma. Entretanto, quando se pretende estudar padrées de
expressao génica em doengas neuropsiquiatricas, dois impor-
tantes fatores devem ser considerados: 1) dificuldade na ob-
tencao e reduzida disponibilidade de tecido cerebral e 2) deli-
mitacdo da regido cerebral a ser investigada.!®

Uma alternativa para a utilizacao de tecido cerebral envolve
a coleta de amostras de sangue periférico, principalmente em
estudos envolvendo seres humanos. Dados recentes tém de-
monstrado multiplos mecanismos neuroanatémicos, hormonais
e moleculares, pelos quais o sistema nervoso central comuni-
ca-se com o sistema imunolégico, em especial com os
linfécitos, os quais correspondem a 20% das células brancas
circulantes em um individuo adulto.’* Perturbagdes nos prin-
cipais sistemas de neurotransmissao cerebral sao acompanha-
das de alteragdes funcionais e no metabolismo dos linfécitos.**
Assim, além de transpor o fator limitante de disponibilidade
de tecido cerebral para estudos neuropsiquiatricos, a utiliza-
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cao de amostras de sangue oferece uma oportunidade Unica para
a investigacao e a caracterizagao do padrao de expressao génica
de uma série de genes na populacdo de linfocitos. Essa aborda-
gem alternativa pode gerar informacdes importantes quanto ao
potencial do uso dessas células na pratica clinica.!*

O segundo fator a ser considerado esta relacionado com o fato
de a expressdo génica ndo ser apenas tecido-especifica, mas tam-
bém célula-especifica. Dessa forma, a expressao de certa popula-
cao de células pode ter seu padrao mascarado ou intensificado se
analisada em conjunto com outras populagdes. Nesse sentido,
novas tecnologias, como microdisseccao e captura a laser, as quais
permitem a extracédo especifica de células individuais, ja vém sen-
do utilizadas por pesquisadores e avaliadas por diversos grupos de
pesquisa. Como conseqliéncia, a tecnologia de microarrays adap-
ta-se para poder permitir a obtencéo de dados altamente especffi-
cos e precisos a partir de quantidades cada vez menores de RNA.13

Transtornos psiquiatricos

Os trabalhos utilizando a tecnologia de microarrays para o es-
tudo de transtornos psiquiatricos sdo poucos e ainda
inconclusivos, principalmente em relacao a transtorno bipolar,
transtornos de humor e autismo (para revisao, ver: Mirnics et
al., 2006).!! Esse fato se deve, principalmente, as iniumeras di-
ficuldades encontradas na padronizacdo de técnicas com tecido
cerebrais post-mortem e na extensa lista de fatores que podem
influenciar a qualidade e a integridade do RNA em estudo, como
idade, sexo e forma de falecimento dos doadores, condicoes e
tempo de armazenamento dos cérebros, dentre outros.

Por outro lado, a literatura apresenta um maior nimero de
estudos que buscam padrées de expressdo génica em cérebros
de individuos esquizofrénicos, com resultados mais consistentes
e interessantes. Trés estudos independentes demonstraram uma
diminuicdo, ou downregulation, de genes envolvidos na maqui-
naria sinaptica no cértex pré-frontal'>!¢ e neurbnios do cértex
entorrinal'” de esquizofrénicos. Esses dados sugerem que dife-
rencas no transcriptoma desses individuos podem ser resultado
de alteragbes ou mau-funcionamento da comunicacao sinéptica.
Chama a atencao que uma série de estudos utilizando técnicas
convencionais j& havia demonstrado uma diminuicdo na expres-
sao de genes pré-sinapticos na esquizofrénia'®!® e que, dentre
outras alteracoes, cérebros de individuos com essa patologia apre-
sentam redugao no neuropil interneural®® e na densidade de es-
pinhas dendriticas®! do cortex pré-frontal.

Outros resultados consistentes, evidenciados pela tecnologia
de microarrays e que vém comprovar estudos anteriores, dizem
respeito a reducdes na expressao de transcritos relacionados aos
oligodendrdcitos e aos processos de mielinizagdo,???* reducoes
na expressao de genes mitocondriais,?® e de genes cujos produ-
tos estao relacionados ao metabolismo de energia na célula.?®?’
Além disso, reducao na expressao de genes que compbe o siste-
ma GABAérgico e o sistema glutamatérgico, alguns dos resulta-
dos mais replicados em estudos envolvendo pacientes
esquizofrénicos,?® foram também demonstrados em uma série de
trabalhos de microarrays.'®'62° Em conjunto, esses dados evi-
denciam que, apesar da grande complexidade do fenétipo psiquia-
trico e das inUmeras dificuldades em se estudar tecidos cere-
brais post-mortem, a nova tecnologia pode ser Util ndo s6 na
descoberta de novas informagdes, mas também na confirmagao
e consolidacao de dados pré-existentes.

Privagdo e restricdo de sono
A reducédo do tempo ou a privagdo de sono é uma situacao
cada vez mais freqliente na sociedade moderna. Ha anos sabe-

se que a falta de sono esta associada a uma série de efei-
tos danosos ao individuo, incluindo alteragdes de humor,
na atencdo e habilidade de concentracdo,*®?! fadiga® e
doencas cardiovasculares.®® Recentemente, tem se torna-
do cada vez mais clara a importante participacdo do ciclo
sono-vigilia e ritmos circadianos na fisiopatologia de diver-
sos transtornos psiquiatricos.®* Dados de um estudo con-
duzido em varias cidades americanas demonstraram que
40% dos individuos com queixa de insénia preenchiam
também critérios de algum transtorno mental.3®

As primeiras aplicacdes da tecnologia de microarray para
o estudo de perfis de expressdo génica em perturbagoes de
sono analisaram o cértex cerebral de ratos, submetidos a
oito horas de sono e vigilia espontaneos e oito horas de
privagao de sono.*® Interessantemente, do total de transcri-
tos analisados, os que se mostraram alterados durante a
vigilia forcada e/ou espontanea em relagéo ao estado de
sono incluem classes de genes semelhantes aos descritos
para esquizofrenia, como genes relacionados ao metabo-
lismo de energia, a transporte vesicular e sinapse e, ain-
da, receptores e transportadores de neurotransmissores.
Outras alteracoes foram observadas na expressao de 1)
Immediate Early-Genes (IEG), ou genes de resposta imedi-
ata; 2) fatores de transcricao; 3) fatores de crescimento
celular; 4) moléculas de adesao; e 5) genes relacionados
a situacoes de estresse.

Com o intuito de investigar mais a fundo os efeitos da
privacao de sono crbnica, um trabalho subseqlente envol-
veu o estudo de animais privados e/ou restritos de sono por
um periodo de sete dias em comparagdo com animais
mantidos sob vigilia espontédnea ou sob privagao por ape-
nas oito horas.®” Aqui, além dos genes reguladores de trans-
cricao e dos genes relacionados a resposta ao estresse, foi
observado um aumento bastante expressivo de genes
codificadores das imunoglobulinas de cadeia k, no cértex
cerebral desses animais.

No mesmo sentido, um estudo em humanos demonstrou
que, quando individuos sao privados de sono por quatro ho-
ras, ocorre um aumento na expressao de genes relacionados
a regulacao de transcricao, como o /mmediate early gene 3
(IER3), e genes de resposta inflamatéria, como interleucinas-
8 e 1B (IL8, IL1B), fator de necrose tumoral-o. (TNF-o),
imunoglobulina CD83 e quimiocina CCL3.%® Além de ofere-
cer evidéncias para a intrinseca relacdo entre privacdo de
sono e resposta imunolégica,* a qual vem sendo sistemati-
camente estudada na Ultima década, alteracoes na expressao
de proteinas inflamatérias sdo documentadas em uma série
de transtornos psiquidtricos, associadas com sintomatologias
especfficas, padroes de manifestacdo da doenca e de respos-
ta a tratamentos.'*

Em conjunto, esses resultados demonstram a
aplicabilidade da tecnologia de microarrays no estudo de
fendmenos moleculares tdo complexos, como 0s que ocor-
rem na manifestacao de transtornos psiquiatricos e apos a
privacao e/ou restricdo de sono em animais e humanos.
Fica claro ainda, a especificidade e a eficiéncia da técnica
ao identificar, a partir de milhares de genes e em um Uni-
co experimento, um conjunto de genes que podem ser
considerados representativos de uma determinada condi-
¢ao, formando um padrao ou um perfil de expressao génica.

A partir dos mesmos principios, a grande expectativa dos
entusiastas da tecnologia é que se encontre um perfil que
seja especifico para uma doenca em particular, para uma
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fase de seu desenvolvimento ou para padroes diferenciados
de resposta a tratamentos, os quais possam ser diretamente
aplicados na prética clinica.

Perspectivas futuras

O numero de estudos envolvendo a utilizagdo de microarrays
para a identificacao de novos genes e mecanismos moleculares
tem crescido exponencialmente. Estamos nos movendo para
um novo patamar cientifico, no qual os complexos mecanis-
mos fisiopatolégicos de uma série de doengas estdo mais pro-
ximos de serem compreendidos. Espera-se, em um futuro
bastante préximo, que marcadores biolégicos identificados pelas
novas tecnologias sejam interrogados e diretamente incorpo-
rados no diagnostico e até no tratamento de doengas. Além
disso, estudos clinicos de novos medicamentos e as condutas
terapéuticas poderao beneficiar-se da utilizacdo de microarrays
para determinar padrdoes de resposta, de sensibilidade e
toxicidade a determinadas drogas, acelerando a era da medi-
cina personalizada.*°

Entretanto, apesar de robusta e conceitualmente simples, a
utilizacdo da tecnologia é ainda bastante limitada devido, prin-
cipalmente, aos altos custos relativos a aquisicdo de equipa-
mentos, chips e reagentes. Além de um cuidadoso desenho
experimental, que envolve desde a obtencdo de amostras de
qualidade até a escolha da correta e mais adequada plataforma
de anélise, outro ponto a ser considerado é a necessidade de
implementacao de ferramentas de bioinforméatica e analise es-
tatistica especificas para o gerenciamento e interpretacdo da
massiva quantidade de dados gerados. Este Ultimo parece ser
fator determinante para a reprodutibilidade e sucesso dos expe-
rimentos.*! Ap6s a captura e obtencdo de imagens, os dados
obtidos sdo submetidos a uma série de processos analiticos
envolvendo desde a normalizacao e eliminagao de ruidos expe-
rimentais até a transformacédo dos valores de intensidade em
medidas de concentracao, as quais poderdo, entdo, ser com-
paradas estatisticamente. Como a probabilidade de identifica-
cao de falso-positivos aumenta substancialmente com o au-
mento do nUmero de testes realizados, corregcdes para multi-
plos testes, como o método False Discovery Rate (FDR), devem
ser realizadas antes da selegao de genes diferencialmente ex-
pressos.*t Além disso, a verificagcao dos resultados positivos por
uma segunda técnica independente, como PCR em tempo real,
¢ algo bem estabelecido entre os usuéarios de microarrays. Essa
replicacdo de dados é de extrema importancia, ja que em teci-
dos como o cerebral, onde efeitos comportamentais draméticos
podem ser causados por alteragdes sutis nos niveis de expres-
sao de genes e proteinas, pequenas inconsisténcias em proto-
colos de pesquisa podem também contribuir para a identifica-
cao de falso-positivos e falso-negativos.*!

Assim, se utilizada em um contexto apropriado e acompa-
nhada de métodos bioestatisticos de analise adequados, a
tecnologia de microarrays pode ser uma importante ferramen-
ta de screening capaz de evidenciar pistas valiosas relaciona-
das a fisiopatologia de doengas complexas e oferecer condi-
coes para o desenvolvimento de novas estratégias de pesqui-
sa. Os proximos anos aguardam novos avangos no desenvolvi-
mento da técnica, tornando-a mais acessivel para a comuni-
dade cientifica e clinicos em geral, tanto em termos financei-
ros, como nas questées metodolégicas e analiticas.

A Associacdo Fundo de Incentivo a Psicofarmacologia (AFIP)
acaba de adquirir a plataforma Affymetrix (Affymetrix Inc., San-
ta Clara, CA, USA) e alocé-la no Departamento de Psicobiologia
da Universidade Federal de Sao Paulo. O grupo planeja e ja
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deu inicio a uma série de experimentos que buscam responder
perguntas sobre os processos moleculares envolvidos na priva-
céo e outros disturbios do sono. Acredita-se que, a medida que
0s custos de reagentes e chips se tornem mais acessiveis, esse
novo equipamento poderad ser gradualmente inserido na pes-
quisa bésica e clinica como uma valiosa ferramenta para novas
descobertas cientificas em diversas areas do conhecimento.
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