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Resumo

O seqlienciamento de nosso genoma representa um passo essencial no entendimento da
biologia humana e no planejamento racional de pesquisas biomédicas. Contudo, é
importante notar que o seqiienciamento de um dado genoma é apenas uma parte de um
complexo quebra-cabecas. A informacao genética deve ser usada como um “mapa”, a partir
do qual comecamos a compreender a base das doencas e a importancia da variacao genética
através da andlise da complexidade e do comportamento das regides reguladoras, genes e
proteinas, funcdes génicas e sistemas celulares. Apesar dos enormes esfor¢os para identificar
genes de susceptibilidade, os resultados de estudos de genética molecular de esquizofrenia
até o momento tém sido modestos. O uso apropriado da gendémica poderd ajudar
imensamente na elucidacio das causas da esquizofrenia, permitindo avaliar o papel de
novos genes, das variacdes genéticas, das formas de splicing alternativo, das variacdes de
expressao génica e de vias metabdlicas de interesse. A convergéncia de dados bioquimicos,
de imagem, de neuroanatomia, farmacoldgicos, clinicos e genéticos permite prever que
estamos muito proximos de uma melhor compreensao das bases biologicas da esquizofrenia.
A disponibilidade desses avancos tera um enorme impacto na pesquisa desta doenca.
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Abstract

The sequencing of our genome represents an essential step in the comprehension of the
human biology and in the rational planning of biomedical research. However, it is impor-
tant to realize that the sequencing of a genome is only a piece of a complex puzzle. The
genetic information must be used as a “map”, the starting-point to understand the basis of
the diseases and the importance of the genetic variation through the analysis of the com-
plexity and behavior of the regulatory regions, genes and proteins, gene functions and
cellular systems. Despite the enormous efforts made towards the identification of suscepti-
bility genes for schizophrenia, the results of molecular genetics studies have been modest.
The appropriate use of genomics should add more information to help the elucidation of
the causes of the schizophrenia, supporting areas such as gene discovery, determination of
genetic variations, alternative splicing, analysis of diferential gene expression and in the
study of metabolic pathways of interest. The convergence of data from studies of bio-
chemistry, imaging, neuroanatomy, pharmacology, clinical and genetics allows to foresee
that we should be near to a better understanding of the biological basis of schizophrenia.
The availability of these advances will have a dramatic impact on the research of this disease.
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Introducgdo

As primeiras tentativas de compreensdo dos feno-
menos bioldégicos sdo provavelmente tdo antigas
quanto a linguagem e o pensamento consciente. Des-
de os primérdios temos tentado compreender nos-
sas origens, buscando influenciar a dindmica da vida,
das doencas e da morte. Embora tenham ocorrido
descobertas dramaticas nessa area, particularmente
nos ultimos 50 anos, nos ultimos trés anos, presen-
ciamos um salto significativo em tecnologias da pes-
quisa biologica, principalmente no que se refere aos
progressos na area de seqilenciamento gendémico. A
tecnologia de seqiienciamento automatico de DNA
utilizando raios laser (uma técnica que permite um
acumulo rapido de informacio genética, gerando um
rascunho genético de um dado organismo), tem mo-
dificado fundamentalmente o nosso conhecimento
de biologia e de muitas areas associadas. A imple-
mentacao do seqiienciamento de DNA em larga esca-
la permitiu a realizacdo de um dos feitos cientificos
mais importantes da humanidade: o seqiienciamento
do genoma humano.

O seqiienciamento de nosso genoma representa
um passo essencial no entendimento da biologia hu-
mana e no planejamento racional de pesquisas
biomédicas. A finalizacio do seqiienciamento de nos-
so material genético entusiasmou as buscas de novas
abordagens para se determinar o risco associado a
uma determinada doenca ou o desenvolvimento de
terapias individualizadas. Contudo, é importante no-
tar que o seqienciamento de um dado genoma é ape-
nas uma parte de um complexo quebra-cabeca. A in-
formacio genética deve ser usada como um “mapa”,
a partir do qual comecamos a compreender a base
das doencas e da variacdo genética através da andlise
da complexidade e comportamento das regides regu-
ladoras, genes e proteinas, funcdes génicas e sistemas
celulares. E crucial cruzarmos as informacoes genéti-
cas com os dados clinicos, étnicos e informacoes
ambientais, a fim de obtermos uma visio ampla do
quadro. Com a informacio genética disponivel, pode-
mos, por exemplo, criar bancos de dados de variacdes
genéticas, buscando uma terapia personalizada, ba-
seada no perfil genético dos pacientes. A medicina
podera saber por que um paciente tem suscetibilida-
de elevada a uma determinada doenca, enquanto ou-
tro ndo. N6s poderemos também ser capazes de pre-
dizer como uma doenca vai progredir e de que forma
poderiamos bloquear esse processo, utilizando dro-
gas mais especificas ou outras intervencdes. A era da

biociéncia vai mudar nossas vidas de forma funda-
mental - algumas mudancas sutis, outras mais claras -
atualmente, temos apenas uma vaga idéia do que ain-
da esta por vir (McLeod e Evans, 2001; Evans e Relling,
1999).

O desafio mais intrigante da biomedicina atual é
a compreensio de doencas complexas que nos afe-
tam. As doencas complexas apresentam origens
multifatoriais e algumas vezes parecem até tratar-se
de diferentes doencas classificadas erroneamente com
o mesmo nome. Foram encontradas associacdes gené-
ticas em varios cromossomos para todas as doencas
complexas que nos afetam, e a finalizacdo do
seqiienciamento do genoma humano pode auxiliar o
estudo de tais doencas. Muitas pesquisas tém concen-
trado seus esforcos no estudo de regides gendmicas
envolvidas, mas as técnicas empregadas até entdo na
busca de genes-alvo eram muito laboriosas,
dispendiosas e consumiam um tempo consideravel.
Ap6s o seqlienciamento do genoma, temos a oportu-
nidade de “olhar” cuidadosamente para essas regioes
e apontar para uma colecido de alteracdes que podem
elucidar a origem de caracteristicas clinicas impor-
tantes em muitas dessas doencas.

Neste artigo discutiremos algumas das oportu-
nidades de pesquisas criadas apo6s o seqilienciamen-
to do genoma humano, buscando vislumbrar novas
possibilidades para a melhor compreensio da esqui-
zofrenia.

0 rascunho do genoma humano

“O genoma humano contém o codigo genético que
preside o cerne de cada um dos 10 trilhdes de células
em cada ser humano; ele influencia profundamente
0S NOSSOS COrpos, comportamentos e nossas mentes.
A finalizacido do seqiienciamento do genoma humano
auxiliara o estudo das influéncias ndo-genéticas no
desenvolvimento humano, revelara novas descober-
tas sobre as nossas origens e a nossa historia, como
uma espécie, e apontara para novas formas de se com-
bater as doencas” (Nature, 2001). Com estas frases,
os editores da revista Nature abriram a edicdo de um
numero histérico publicado em 15 de fevereiro de
2001, contendo os artigos que descrevem os achados
derivados da analise do genoma humano. Esse name-
ro seminal deu origem a era da ciéncia pos-genomica.

Os artigos desse niumero da revista indicaram que
0 nosso genoma é formado por 2,9 a 3,2 bilhoes de
nucleotideos. Destes, mais de 50% consistem de ele-
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mentos repetitivos ou “parasitas” com funcdo desco-
nhecida. Apenas 1,1% a 1,4% de nosso genoma tem
funcio conhecida, como codificador de proteinas. Cer-
ca de 5% do nosso genoma consiste de grandes seg-
mentos de DNA recentemente duplicados, incluindo
varios genes. A iniciativa publica de seqiienciamento
produziu uma lista de aproximadamente 22 mil genes
humanos, enquanto a iniciativa privada encontrou cer-
ca de 26 mil (IHGSC, 2001; Venter et al. 2001). Estes
numeros podem ser comparados aos 6 mil genes de
levedura, 13 mil de uma mosca (Drosophila melano-
gaster), 18 mil de um verme (Caenorhabiditis elegans)
e 26 mil de uma planta (Arabidopsis thaliana). Apos
0 seqilenciamento completo, o nimero de genes pre-
ditos para a espécie humana foi mais baixo do que
aqueles estimados previamente, os quais variam de
30 mil a 120 mil (Fields et al. 1994; Dunham et al.,
1999; Ewing e Green, 2000; Liang et al. 2000; Roest
Crollius et al. 2000; Lander et al. 2001; Venter et al.
2001). A lista de genes preditos deve aumentar apos
o desenvolvimento de softwares mais adequados e
sensiveis para a identificacdo génica ou com o acimulo
de evidéncias experimentais futuras. A andlise do con-
teudo génico nido explica a nossa complexidade dian-
te de outros organismos, e iSso permanecera como um
desafio para o futuro.

A variacao genética e sua relagdo com
doencas humanas

Um dos mais importantes achados do Projeto Genoma
Humano foi a determinacio da diversidade de DNA exis-
tente entre diferentes individuos. Cada pessoa que ja
existiu no planeta - com excecio de gémeos idénticos -
possui um genoma unico e, embora quaisquer dois
genomas sejam ~99,9% idénticos, isso ainda deixa mi-
Ihdes de diferencas entre os 3,2 bilhoes de pares de ba-
ses de nucleotideos que compdem o genoma. O nivel de
identidade entre dois genomas é aproximadamente o
mesmo, independentemente da origem étnica dos indi-
viduos. As diferencas genéticas que existem entre duas
pessoas brancas de origem européia, ou entre um euro-
peu branco e um asiatico, é a mesma. Isso é valido para
qualquer etnia e aniquila o conceito de raca.

Sao essas pequenas diferencas que resultam na
variacido herdada entre os individuos, incluindo sus-
cetibilidade para determinadas doencas e as respos-
tas a medicamentos. A maioria dessas diferencas apa-
rece como substituicdes de um Ginico nucleotideo, ou
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms). A alta fre-

quiéncia dessas variacoes dentro da maioria, se ndo
de todos os genes humanos (Lander and Weinberg,
2000) constitui a base da predisposicdo genética a
doencas. Aproximadamente 90% de todas as varia-
coes sdo SNPs, e mais de 1,42 milhdes de SNPs ja fo-
ram identificados na época da primeira montagem
disponivel do genoma humano (International SNP
Map Working Group, 2001). Esse numero tem aumen-
tado dramaticamente, e novas estratégias tém sido
utilizadas com o objetivo de construir bibliotecas de
todos os SNPs fenotipicamente importantes (Brookes,
1999; Cargill et al. 1999). Bancos de dados de poli-
morfismos sdo um grande beneficio para os
farmacogeneticistas e outros cientistas clinicos, par-
ticularmente aqueles que nio possuem acesso as tec-
nologias genomicas e informaticas usadas na desco-
berta e avaliacdo de genes de interesse.

Enquanto os SNPs mais freqiientes (aqueles com
uma frequiiéncia alélica minima de 40%) aparecem a
cada 3.280 nucleotideos do nosso genoma (com um
numero calculado de SNPs proximo a um milhio),
alelos raros sdo mais comuns. Aproximadamente 11
milhdes de bases de nosso genoma apresentam um
pequeno indice de variacdo (alelos com freqtiéncia
minima de 1%), mas ocorrem uma vez a cada 290 nt
em nosso genoma. A combinacido desses SNPs for-
ma os genoétipos. Os gendtipos sdo tnicos para cada
individuo, e essa mesma combinacido genética nun-
ca se repete.

Um elemento-chave no quebra-cabeca das doen-
cas genéticas é a compreensido da variacio genética
no genoma. O lado bom dos SNPs, especialmente nas
doencas neuropsiquiatricas, consiste no seu baixo
custo e relativa facilidade de estudo. Cada célula
nucleada do nosso corpo possui o0 mesmo conteudo
de DNA. Este DNA ¢ estavel, independentemente da
idade, uso de drogas, presenca ou auséncia de cri-
ses. Assim, ndo ha necessidade de se manipular o
tecido doente com o objetivo de analisar a presenca
de um SNP, e a simples coleta de um pequeno volu-
me de sangue ou esfregaco bucal ja permite a avalia-
c¢ao de centenas de polimorfismos.

0 impacto da gendomica no estudo da
esquizofrenia

E esperado que as informacées gendmicas tenham uma
grande extensio de aplicacdes na medicina. Centenas
de projetos estdo usando informacio genética na des-
coberta de drogas, farmacogenomica, busca de alvos
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para terapia génica, estudos de envelhecimento, pla-
nejamento de vetores virais, administracio de doen-
¢as, biologia regenerativa, clonagem, diagndstico,
prognostico, pesquisa clinica, reproducio etc.

A sequiiéncia do genoma humano é uma peca
importante em estudos de doencas complexas como
hipertensio, cancer, doenca de Alzheimer ou a
esquizofrenia. Entretanto, o enfoque genético para
investigacido dessas doencas complexas nio deve ser
baseado somente em alguns SNPs ou na investigacio
da expressdo diferencial de alguns poucos genes. A
exploracdo completa da complexidade genoémica deve
incluir estudos de processamento alternativo dos
genes (alternative splicing), gendmica comparativa,
interacido proteina-proteina e haplétipos correspon-
dentes a grande numero de SNPs, estudados de ma-
neira seriada em um grande grupo de pacientes.

A esquizofrenia (ESQ), assim como outras doen-
cas complexas, parece ser causada por uma série de
fatores, incluindo ambiente e genética. Estudos de
gémeos e de adoc¢io tém revelado a importancia do
componente genético. Entretanto, é claro que a ESQ
nio é uma entidade tnica, mas reflete uma sintoma-
tologia comum causada por diversas anormalidades
genéticas distintas. Como a maioria dos canceres, a
ESQ deve precisar de mais de um “hit” genético para
que haja a manifestacio clinica (Sawa e Snyder, 2002).
Os genes que devem estar envolvidos estao distribui-
dos em muitas regides do nosso genoma e, de acordo
com isso, loci genéticos que parecem conferir susceti-
bilidade para desenvolver ESQ tém sido mapeados em
diversos cromossomos, incluindo 1q21-22, 6p25,
8p21, 10p14, 13932, 18pll e 22q11-13 (Berrettini,
2000; Brzustowics et al. 2000; Straub et al. 1995; Blouin
et al. 1998; Ekelund et al. 2001). Embora a lista de
genes candidatos continue crescendo, nenhum gene
candidato altamente confiavel para ESQ apareceu até
0 momento.

Estudos de ligacdo e associagcdo tém sido utiliza-
dos na busca por variacdes de DNA que sejam respon-
saveis pelo desenvolvimento de certas doencas. Os
primeiros estudos de ligacio em ESQ, feitos ha cerca
de 15 anos (Sherrington et al. 1988; Kennedy et al.
1988), assim como estudos recentes (Hovatta et al.
1999; Kendler et al. 2000; Baron, 2001) tém sido mar-
cados por descobertas controversas. Numerosas re-
gides genOmicas tém sido identificadas como suspei-
tas de possuir genes que predispéem para a doenca;
entretanto, essas regides supostamente de suscetibili-
dade variam de estudo para estudo e de familias para
familias, sugerindo um alto grau de heterogeneidade

da doenca. Apos o seqiienciamento do genoma hu-
mano e sua interpretacdo com estudos que focam de-
terminada funcdo génica, estamos vivendo um perio-
do em que muitas informacdes, de natureza diferen-
te, podem ser analisadas simultaneamente.

A selecdo racional de genes candidatos para es-
tudos de associacdo genética em ESQ tem sido basea-
da em evidéncias farmacolégicas, neuroquimicas e
clinicas que apontam para receptores especificos,
enzimas e outras moléculas que possam estar envol-
vidas na etiopatogénese da doenca. Exemplos sdo os
genes codificadores de receptores de dopamina e
serotonina que apresentam alta afinidade por agen-
tes antipsicoticos. Diversas variacdes génicas nesses
receptores tém sido estudadas, entretanto, os resul-
tados tém-se mostrado contraditorios. Essa selecdo
pode agora ser aprimorada se forem incorporadas
as seqliéncias gendmicas que nio estavam disponi-
veis anteriormente. Quando as analises baseadas em
localizacdo e func¢io génica sdo conjugadas, podemos
obter uma lista de genes de interesse, que podem
estar mapeados em regides gendmicas importantes
para a ESQ (Tabela 1).

Um bom exemplo é a busca por expansodes de
repeticdes trinucleotidicas, que podem estar associa-
das ao intrigante fendbmeno de antecipacdo, freqiien-
temente sugerido para a ESQ (Mclnnis et al. 1999).
Até o momento, muitos esforcos tém sido feitos na
busca por essas repeticoes, utilizando-se inimeras
técnicas, incluindo a RED (Repeat Expansion Detection;
Schalling et al. 1993), mas até o momento, os resulta-
dos dessas buscas sido controversos e nio foram capa-
zes de identificar uma repeticdo inequivocamente as-
sociada com antecipacdo na ESQ. A seqiiéncia do
genoma humano oferece agora um mapa onde todas
as repeticoes podem ser localizadas, selecionadas de
acordo com aspectos de interesse (localizacio
cromossomal, proximidade a genes de interesse etc.),
e estudadas por técnicas de amplificacio que utili-
zam quantidades infimas de DNA como molde.

Outras formas de busca incluem a investigacdo
de regides envolvidas em rearranjos cromossOmicos,
como translocacdes e delecdes. Um bom exemplo é
uma delecio de ~3 Mb no brac¢o longo do cromossomo
22 que causa a sindrome velocardiofacial (VCES) que
é freqlientemente acompanhada de sintomas psico6-
ticos muito similares a ESQ. Esse achado indica que
os genes localizados na regido deletada podem mo-
dular o risco de desenvolvimento da doenca. Os genes
ou polimorfismos dessa regido, associados com ESQ,
ainda nio foram identificados, e a enorme quantida-

Ojopi, E.PB.; Gregorio, S.P; Guimaraes, PE.M.; Fridman, C.; Dias Neto, E.

Rev. Psig. Clin. 31 (1),9-18, 2004



Tabela 1: Genes ou regides gendmicas possivelmente associadas com a esquizofrenia

Localizagdo Gene Descricao Funcao génica Marcador Referéncia
cromossomica candidato
1921-922 KCNN3 Potassium Proteina integral de membrana que forma um canal de D1S1653- Brzustowicz et al.
intermediate/small calcio dependente de voltagem com trés outras D1S1679 (2000)
conductance subunidades de ligagdo a calmodulina
calcium-activated
channel, subfamily N,
member 3
1923 RGS4 Regulator of Membros da familia de reguladores de sinalizacao de Brzustowicz et al.
G-protein signalling 4 | proteina G, RGSs sdo moléculas regulatérias que agem (2000)
como proteinas ativadoras de GTPases (GAPs) Mirnics et al. (2001)
1923.3 = = = D1S196 Gurling et al. (2001)
2p13-p14 - - - D2S358 Camp et al. (2001)
2q12-913 = = = D2S135 Moises et al. (1995)
2q37 - - - D2S427 Paunio et al. (2001)
3q13.3 DRD3 Dopamine receptor | Este gene codifica o subtipo D3 do receptor de dopamina. Jonsson et al. (2003)
D3 Inibe adenilil ciclase através de proteinas G inibitorias e é
expresso em regides cerebrais envolvidas com emogao e
funcdes cognitivas
4p16.1-p15.3 DRD5 Dopamine receptor | Este gene codifica o subtipo D5 do receptor de dopamina, D4S615 Muir et al. (2001)
D5 um receptor acoplado a proteina G que estimula a
atividade de adenilil ciclase. E expresso em neurdnios de
regioes limbicas do cérebro
5p14.1-13.1 - - - D5S111 Silverman et al. (1996)
5932-g33 - - - D5S422 Gurling et al. (2001)
6p21.3 NOTCH4 Notch homolog 4 Membros dessa familia de proteinas transmembranas do Wassink et al. (2003)
(Drosophila) tipo 1 possuem caracteristicas estruturais comuns, Skol et al. (2003)
incluindo um dominio extracelular que consiste de
repeticdes semelhantes ao fator de crescimento
epidermal (EGF), e um dominio intracelular que consiste
de mdltiplos tipos de dominios diferentes. NOTCH estao
envolvidos com diversos processos de desenvolvimento
através do controle de destino celular
6p23 - - - D6S309- Lindholm et al. (1999)
D6S1578
6925 - - - D6S253 Lindholm et al. (2001)
8p21-p12 NRG1 Neuregulin 1 Neuregulin 1 (NRG1) foi originalmente identificada como uma Stefansson et al.
glicoproteina de 44-kD que interage com o receptor tirosina (2002)
kinase NEU/ERBB2, aumentando sua fosforilagdo em
residuos de tirosina. Pelas interacdes com receptores ERBB,
as isoformas de NRG1 induzem o crescimento e diferencia-
cao de células epiteliais, neuronais, gliais, e outros tipos
11p15.5 DRD4 Dopamine receptor Seeman et al. (1993)
D4 Lung et al. (2002)
11g23 DRD2 Dopamine receptor | Este gene codifica o subtipo D2 do receptor de dopamina, Noble (2003)
D2 um receptor acoplado a proteina G que inibe a atividade
de adenilil ciclase
continua
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continuagao

Localizacdo
cromossomica

Gene
candidato

Descricao

Funcdo génica

Marcador

Referéncia

12924

DAO

D-amino-acid oxidase

Este gene codifica a enzima peroxissomal D-aminoacido
oxidase, com funcao bioldgica ndo conhecida; pode estar
envolvido no balanco &cido-béasico do rim

Chumakov et al. (2002)

13q12-22

D13S894

Camp et al. (2001)

13931-q32

D13S793

Brzustowicz et al.
(2000)
Blouin et al. (1998)

13932

D13S174

Blouin et al. (1998)

13933.1

G72

Putative protein LG72

G72 e DAO podem interagir, resultando na ativagao de
DAO. DAO é expressa no cérebro, onde oxida D-serina,
um potente ativador de um receptor de glutamato do tipo
N-metil-D-aspartato

Chumakov et al. (2002)

15q14

CHRNA7

Cholinergic receptor,
nicotinic, alpha
polypeptide 7

Os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChRs) sdo
membros da superfamilia de canais de ions dependentes
de ligantes que mediam a rapida transmissao de sinal das

sinapses

D15S118

Freedman et al. (2001)

15915

D15S1042-
D15S659

Stober et al. (2000)
Stober et al. (2002)

18p

GNAL

Guanine nucleotide
binding protein (G
protein), alpha
activating activity
polypeptide, olfactory

type

A subunidade alfa de proteina G é componente de
complexos heterotriméricos de proteina G. 0
heterotrimero sinaliza de receptores acoplados a
proteina G para efetores intracelulares

Lara et al. (2001)

21223

S100p

$100 calcium binding
protein, beta (neural)

S100B é uma proteina de ligagao a célcio produzida e
secretada por células gliais. Tem sido utilizada como
marcador de danos cerebrais

Lara et al. (2001)

22q11.21

PRODH

Proline
dehydrogenase
(oxidase) 1

PRODH2 codifica a prolina desidrogenase, uma enzima
mitocondrial que converte prolina em A'-pirrolino-5-
carboxilato. Esta envolvida na transferéncia de potenciais
redox através da membrana mitocondrial

Liu et al. (2002)

DGCR6

DiGeorge syndrome
critical region gene 6

0 produto génico é similar a proteina gonadal de
Drosophila, que participa no desenvolvimento de células
germinativas. Forma, em conjunto com a cadeia gama-1
de laminina humana, uma molécula de laminina, que se

liga as células através de interacdes com um receptor.
Tem funcdes relacionadas com ligac&o celular, migracéo
e organizacao tecidual durante o desenvolvimento

Liu et al. (2002)

CoMT

Catechol-0-
methyltransferase

A Catecol-0-metiltransferase cataliza a transferéncia de
um metil S-adenosilmetionina para catecolaminas,
incluindo dopamina, epinefrina, e norepinefrina. Esta
Ometilag@o resulta em uma importante via de degradagéo
de transmissores de catecolaminas

D22S315

Shifman et al. (2002)

22q11-q13

D22S278

D22S279-

D22S276

Schwab &
Wildenauer (1999)
Jorgensen et al. (2002)
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de de dados disponiveis atualmente oferece a possibili-
dade de identificacdo de blocos gendmicos conservados
nessa regiao, que é perdida, e que possivelmente con-
tém seqiiéncias de DNA fisiologicamente conservadas.

Apesar dos enormes esforcos para identificar
genes de suscetibilidade, os resultados de estudos de
genética molecular de ESQ até o momento tém sido
modestos. Isso pode ser explicado por diversas ra-
zdes. Devemos ressaltar que fatores ambientais pos-
suem um enorme impacto no estabelecimento da
doenca. O impacto ambiental é tido forte quanto o
apresentado pelo DNA, e pode distorcer dramatica-
mente os achados genéticos. O padrao de heranca da
ESQ ndo esta completamente esclarecido e geralmente
nio segue um modelo de heranca Mendeliano, sen-
do que a maioria dos casos é esporadica (Gottesman
e Shields, 1976). Além disso, a variacdo clinica que
encontramos na ESQ e as ferramentas diagnosticas
disponiveis atualmente, baseadas em questionarios
e presenca/auséncia de uma série de sintomas, po-
dem ndo ser tdo adequadas e precisas como reque-
rem os estudos de genética molecular.

Da mesma forma que sdo obtidos progressos
em neuroquimica e tecnologias de imagem para a
analise da ESQ, também podemos contar com novas
descobertas derivadas de estudos genéticos. O uso
apropriado da gendmica podera ajudar imensamente
na elucidacdo das causas da ESQ, e os caminhos a
serem seguidos devem focar uma série de aspectos,
tais como:

e Descoberta génica: regides gendmicas amplas,
possivelmente envolvidas com a doenca, ja foram
seqiienciadas. Entretanto, a busca por genes utilizan-
do métodos computacionais ndo é suficiente, e um
estudo detalhado de potenciais regides codificadoras
e mapeamento de dados é necessario para uma me-
lhor analise do conteudo no genoma humano e para a
identificacio de genes e regides regulatérias poten-
cialmente envolvidas. A genémica comparativa usan-
do DNA de outros primatas devera evidenciar regides
regulatorias importantes, cruciais para a regulacdo da
expressao de nosso genoma.

° A compreensio de variacoes genéticas (SNPs)
e do seu papel na génese das doencas e na resposta
aos quimioterapicos.

* Analise de isoformas resultantes de processamen-
to génico alternativo: estas novas formas génicas ja fo-
ram reveladas em cerca de 50% dos genes humanos.
Este estudo em ESQ é uma area promissora.

* Analise de expressdo génica diferencial: estas
analises, feitas com o uso de técnicas tais como “DNA

microarrays”, RDA e SAGE demonstraram ser podero-
sas para a analise de doencas complexas como o can-
cer e a hipertensio. A utilizacio dessas técnicas esta
em fase inicial no estudo da ESQ.

e Estudo de vias metabdlicas de interesse: a sele-
¢ao de genes pertencentes a vias metabdlicas como as
do metabolismo de fosfolipides, neurogénese ou
sinaptogénese, em conjunto com informacdes de ma-
peamento, permitirdo a selecio de genes candidatos
para estudos de associacido, baseados em uma soma
de critérios de selecio.

Um dos maiores problemas enfrentados pelas in-
vestigacOes biomédicas atuais, sendo também impor-
tante para a ESQ, é o fato de as populacdes apresenta-
rem backgrounds étnicos diferentes, com freqiiéncias
alélicas distintas entre os diversos polimorfismos ge-
néticos. A variacao étnica também influencia estudos
de haploétipos, visto que blocos gendmicos podem va-
riar dramaticamente entre esses grupos. Além disso,
essas frequiéncias alélicas podem variar entre indivi-
duos do sexo masculino e feminino, assim como entre
diferentes faixas etarias. Quando controles nio sio bem
pareados por etnia, idade e sexo, ha uma grande chance
de a evidéncia de uma associacdo genética ser um fal-
so-positivo. Por outro lado, é possivel que uma verda-
deira associacido nio seja valida e constante entre gru-
pos étnicos distintos. Apo6s a globaliza¢do da economia
e 0 aumento do fluxo migratério que ocorreu por todo
o planeta, a definicdo de um grupo étnico preciso tor-
na-se cada vez mais dificil, se ndo artificial. Enquanto
existe um imenso valor na identificacio de associacoes
para grupos étnicos, a definicio de marcadores robus-
tos de associacdo, validos para todas as populacoes,
deve ser considerada um dos mais importantes alvos
na pesquisa bioquimica moderna.

Cruzando informacdes para selecionar
genes candidatos

Em ESQ ja é bem estabelecido que a desordem pri-
maria é causada por uma falha no desenvolvimento
do sistema nervoso e ndo por um processo neuro-
degenerativo. Uma andlise do genoma humano, usan-
do o Banco de Ontologia dos Genes (Gene Ontology
Bank - fevereiro de 2003 - http://www.godatabase.org/
cgi-bin/go.cgi) indica a presenca de 366 genes ja re-
lacionados a neurogénese (GO: 0007399). Adicional-
mente, uma analise da literatura atual indica que pelo
menos 27 regides genOmicas podem ser associadas a
ESQ (Tabela).
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Uma abordagem que tem sido utilizada em nosso labo-
ratorio é a combinacio de varios dados, incluindo ma-
peamento e funcio génica, com o objetivo de selecionar
genes candidatos para proceder aos estudos de associa-
¢do. Depois de avaliar a lista dos genes envolvidos com
neurogénese e os dados das regides gendmicas envolvi-
das com ESQ, foi possivel gerar uma lista com 100 genes
de neurodesenvolvimento que estdo localizados em re-
gides que foram identificadas como associadas a doen-
ca. Focando neste grupo de genes, fizemos buscas em
bancos de dados a fim de identificar possiveis polimor-
fismos, tais como SNPs ou microssatélites de DNA,
priorizando aquelas alteracdes que pudessem modifi-
car a proteina a ser sintetizada. Ap6s um passo de vali-
dacio eletronica, no qual a presenca do polimorfismo
foi avaliada em seqiiéncias de bancos de dados, os poli-
morfismos confirmados seguiram para a validacao ex-
perimental em amostras de DNA de 200 individuos (400
alelos). Todos os 18 possiveis polimorfismos que foram
escolhidos para os passos de validacio eletrénica foram
confirmados por seqiiéncias de bancos de dados e, para
todos aqueles onde foi possivel desenhar os iniciadores
para os experimentos de validacdo experimental (no total
de 11), a variacio foi confirmada.

Juntamente com a busca por novos polimorfismos,
nosso banco de DNA esta em continua expansao a fim
de ampliarmos nossos grupos amostrais e produzir da-
dos cada vez mais robustos. Adicionalmente, um
software para identifica¢do de polimorfismos foi desen-
volvido em colaboracio com a Empresa Brasileira Scylla
Bioinformatica (www.scylla.com.br), o qual também se
encontra em continuo aperfeicoamento. Nosso grupo
também desenvolveu um detalhado sistema para arma-
zenamento dos dados clinicos e moleculares de todas as
amostras, tanto pacientes e controles, incluindo dados
referentes a extracdo de DNA, quantificacio, qualidade
e dados de estoque da amostra, a continua inclusio de
dados de genotipagem para cada amostra de DNA. Nos-
so objetivo é possuir uma colecio de DNA, em que a
continua inclusdo dos dados de genotipagem possa aju-
dar-nos a construir um mapa fino das alteracdes e
marcadores presentes em determinadas patologias.

Um grande grupo de amostras de pacientes no
banco garante que os fen6tipos clinicos mais diversos
estejam bem representados, permitindo a estratificacdo
dos pacientes sem a perda de poder estatistico durante
as andlises realizadas. A estratificacio serd importante
para cobrir diferentes formas da doenca, bem como para
dados relevantes em estudos de farmacogendémica. A
major vantagem de possuirmos um grande niumero de
genes para serem avaliados nas mesmas amostras de

pacientes é que podemos avaliar o efeito cumulativo ou
mesmo sinérgico de varios genes ou variacdes de me-
nor efeito. Novos genes podem facilmente ser adiciona-
dos a este sistema, utilizando informacées derivadas de
microarrays de cDNA ou de dados oriundos de SAGE
que possam sugerir a expressio alterada de alguns genes.

Perspectivas

A convergéncia de dados bioquimicos, de imagem,
neuroanatdémicos, psicofarmacolégicos, clinicos e ge-
néticos permite prever que estaremos muito proxi-
mos de uma melhor compreensio das bases biologi-
cas da ESQ. O que podemos esperar no campo da
genética nos proximos 15 a 20 anos? Embora todas
as possibilidades estejam um pouco distantes para
serem discutidas aqui, alguns pontos parecem ser re-
lativamente certos:

e Uma lista satisfatoria dos produtos dos genes
humanos podera fornecer um vasto conjunto de me-
dicamentos potenciais similares a proteinas huma-
nas (tal como insulina, interferons e hormoénios de
crescimento);

e Os futuros cadastros de dados médicos deve-
rdo incluir uma grande quantidade de dados genéti-
cos e, eventualmente, o genoma completo da pessoa,
associado a uma longa lista de polimorfismos que
possam ser usados para prever resposta a determi-
nadas drogas, a substancias quimicas e ambientais,
juntamente com a predisposicdo do individuo;

* A compreensio das bases genéticas de doen-
cas complexas ird permitir o desenvolvimento de es-
tratégias de prevencdo para impedir o estabelecimen-
to da patologia e o desenvolvimento de drogas para
um tratamento mais eficiente;

e Empresas de farmacogendémica irdo desenvol-
ver, utilizando a individualidade genética, uma medi-
cina personalizada na qual drogas serdo geradas para
atender as necessidades especificas dos individuos.

A disponibilidade destes avancos terd um enor-
me impacto na pesquisa da ESQ. A fim de avaliar os
mais diferentes aspectos desta doenca, é extremamen-
te desejavel a criacdo de um grupo internacional de
pesquisadores que possam contribuir com amostras
e dados, incluindo ai os mais diversos aspectos rela-
cionados a doenca. Uma base de dados unificada, en-
volvendo as diferentes disciplinas ja mencionadas e
associada a um banco de DNA de individuos de dife-
rentes etnias, ira permitir um importante salto na
pesquisa em ESQ.
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