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SNPs:

Sutis diferencas de um codigo

0 genoma sob um novo ponto de vista

A medida que a sequién-
cia nucleotidica do ge-
noma humano foi sen-
do desvendada, uma
constatacio evidente foi

o grande nimero de variacdes de
ponto encontradas ao se comparar
segmentos correspondentes do ge-
noma (figura 1). Antes mesmo do
primeiro rascunho da sequéncia
completa ser divulgado, uma gran-
de parcela da comunidade cientifi-
ca ja voltava sua aten¢ao para essas
pequenas e abundantes variacdes
dispersas por todo o codigo gené-
tico (figura 2). As mais comuns
(ocorrem, aproximadamente, a cada
600 bases) sio denominadas poli-
morfismos de nucleotideos tnicos
ou SNPs (pronuncia-se ‘S’ ‘N’ ‘Ps’
ou SNiPs), e correspondem a posi-
coes onde existe uma alternincia
dos nucleotideos A, C, G e T, em
uma freqiiéncia alélica minima de
1% em uma dada populacao
(Brookes, 1999).

Os SNPs ocorrem tanto em regi-
oes codificadoras como em nio
codificadoras dos genomas. Em
regides codificadoras, quando re-
sultam em uma substituicio de
aminoacido na seqiiéncia protéica,
sao denominados nio sindénimos,
podendo a substituicio ser conser-
vativa ou nao conservativa em fun-
¢a0 das caracteristicas dos aminoa-
cidos envolvidos na troca. Nesses
casos, podem haver modificacoes
estruturais e funcionais na protei-
na . Embora SNPs sinbnimos nio
alterem a seqliéncia protéica, eles
podem modificar a estrutura e a
estabilidade do RNA mensageiro,
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e, consequentemente afetar a quan-
tidade de proteina produzida. Além
disso, SNPs podem promover: spli-
cing alternativo, alteracdes no pa-
drao de expressiao de genes (como
no caso de alteracoes em seqiiénci-
as de promotores), geracao ou su-
pressio de codons de terminaclo
ou poliadenilacao na molécula de
RNA mensageiro e alteracdo nos
codons de iniciacao de traducio.
As substituicdes mais freqiien-
tes que ocorrem no DNA sdo as que

@ Glu | Gin Lys
BE A WM |_'. n OEIR BN
{ .Il L
|I-\I' | II [ lIIII
/ '.& kALY :
Glu Arg Lys
& B HjC & &JH H N
.'.- A
i YR
! ] ,'II Y
.}II'. ' .." | N
Arg L
€] e e ¥
e rr— e
IIIII- I_I II -I-I lll i III
Y,
Hh LN

Figura 1 - Alinhamento de seqiiénci-
as correspondentes 20 mesmo seg-
mento genodmico de trés individuos,
mostrando um SNP nao sindnimo A/
G, que causa a substituicao de
glutamina para arginina na seqiiéncia
protéica.

A) Individuo homozigoto AA.

B) Individuo homozigoto GG.

O) Individuo heterozigoto AG
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Figura 2 - Distribui¢io por cromossomo dos SNPs depositados no banco de dados dbSNP (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/SNP). Aqui podemos observar, como mencionado no texto, que os polimorfismos humanos estio dispersos

por todo o genoma

envolvem bases nitrogenadas de
mesma caracteristica estrutural, ou
seja, trocas entre duas purinas (A/
G ou G/A) ou duas pirimidinas (C/
T ou T/C) e sao denominadas tran-
sicoes. As transversdes sao substi-
tuicdes de uma purina por uma
pirimidina ou vice-versa. Essas al-
teracdes, algumas vezes, tém ori-
gem em erros de incorporagio de
bases durante a replicacio do DNA;
em outros ¢asos, sdo causadas por
lesdes no DNA por agentes ambi-
entais. Caso essas mutacoes ocor-
ram em células germinativas, sejam
transmitidas as geracdes seguintes
e se fixem na populacio em uma
freqiiéncia minima de 1%, passam
a ser denominadas de polimorfis-
mos (Kwok & Gu, 1999).
Atualmente, os SNPs podem ser
empregados nas mais diversas are-
as, como medicina forense, antro-
pologia molecular, evolucio, defi-
nicao de marcadores de predispo-
sicio a determinadas patologias e
de prognodstico a diferentes trata-
mentos, genética de populacdes,
conservacdo e manejo de fauna,
farmacogenética, desenvolvimento
de vacinas, entre outras. Como
exemplo, podemos citar o mecanis-

mo de resisténcia a uma droga re-
centemente desenvolvida para o
tratamento da leucemia mieloide
cronica, o STI571, que € um inibi-
dor especifico da atividade tirosina
quinase da proteina hibrida BCR-
ABL, responsivel pelo desenvolvi-
mento dessa neoplasia. Apesar dos
resultados favoraveis obtidos com
essa nova droga, um grupo de pa-
cientes mostrou-se resistente a ela.
Em um estudo recente, foi demons-
trado que a resisténcia a droga esta
relacionada com um polimorfismo
no residuo 315 da proteina. A subs-
tituicio de treonina por isoleucina
nessa posicao impede a formacio
de uma ponte de hidrogénio essen-
cial para a ligacao do inibidor. Des-
sa forma, uma andlise prévia desse
polimorfismo em pacientes pode
indicar quais devem ser tratados
com o STI571 (Gorre et al., 2001).

Um outro estudo recente, con-
duzido por um grupo de pesquisa-
dores brasileiros, identificou um
SNP ni3o sinbénimo no gene
COL18A1, que eleva em duas vezes
e meia o risco de se desenvolver
cancer de prostata (Tughetti et al.,
2001). A substituicio Aspl04Asn
na endostatina, um produto do

coligeno XVIII e potente inibidor
da angiogénese, prejudica a funcio
dessa proteina, o que explica a
maior predisposicio ao desenvol-
vimento do tumor.

Em busca de outros polimorfis-
mos que pudessem contribuir para
o desenvolvimento de abordagens
farmacoloégicas individualizadas,
ou seja, que atendessem ao perfil
genético de cada paciente, foi cria-
do, em 1999, um consoércio envol-
vendo onze gigantes da industria
farmacéutica e de biotecnologia,
denominado 7he SNP Consortium.
O projeto se estendeu até o final de
2001 e utilizou um or¢camento esti-
mado em 50 milhoes de dolares,
tendo sido capaz de identificar, jun-
tamente com o Projeto Genoma Hu-
mano, 1,42 milhao de SNPs no ge-
noma humano (Sachidanandam et
al., 2001).

Uma iniciativa anterior, lancada
em 1996 pelo National Cancer Ins-
titute dos USA e denominada Can-
cer Genome Anatomy Project
(CGAP), visa gerar informacoes e
tecnologias necessarias para deci-
frar a anatomia molecular das célu-
las tumorais. Dentre as ferramentas
desenvolvidas, algumas siao volta-
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Figura 3 - Genotipagem em sistema de multiplex. Aqui um tnico individuo foi genotipado para quatro diferentes
SNPs. Podemos ver que o individuo genotipado € homozigoto CC para o SNP1, homozigoto GG para o SNP2,
heterozigoto AT para o SNP3 e homozigotoTT para o SNP4

das para a identificacio e mapea-
mento de SNPs. Como resultado
desse projeto, foram identificados,
até o momento, mais de 20 mil
SNPs humanos. As informacdes de
mapeamento e caracterizacio de
cada polimorfismo estao disponi-
bilizadas em bancos de dados pu-
blicos (http://gai.nci.nih.gov, http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

No Brasil, utilizando as seqiién-
cias geradas pelo Projeto Genoma

Figura 4 - Exemplo de anilise de
um polimorfismo por RFLP, onde
a presenca do nucleotideo C cria
um sitio de restricao para a
enzima de restricio. Gel de
agarose contendo na raia 1 um
individuo homozigoto CC, naraia
2 um homozigoto TT e na raia 3
um heterozigoto TC (apenas o
alelo C é digerido)

do Cancer Humano (FAPESP/LICR-
HCGP), encontra-se em andamen-
to uma iniciativa de identificacao
de SNPs na regidao codificadora de
genes humanos (HCGP-SNP, http:/
/bit.fmrp.usp.br/hcgp_snp). Os
dados produzidos até o momento
resultaram na identificacio e vali-
dacio experimental de novos SNPs
humanos, que estio sendo avalia-
dos em populagio normal para de-
terminacao de frequéncia alélica e
em amostras derivadas de diferen-
tes tumores.

E importante ressaltar que nos
projetos de identificacio de SNPs,
principalmente aqueles em larga
escala, a participacio de uma equi-
pe de bioinformitica é fundamen-
tal. Gragas ao desenvolvimento tec-
nolégico de softwares e de equipa-
mentos cada vez mais robustos e
sofisticados, vem sendo possivel
gerar e analisar um grande nimero
de dados de seqiiéncias de DNA.
Inicialmente, as abordagens de
deteccao de SNPs consistiam em
amplificar fragmentos gendmicos
equivalentes, de regides génicas
candidatas a determinado fenétipo
(predisposicao a uma doenca neu-
ropsiquidtrica, por exemplo), do
DNA de varios individuos, entre
grupos teste e controle, e comparar
suas sequéncias buscando varia-
¢Oes. Atualmente, a maior parte
dos estudos desenvolvidos visan-

26 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - n° 26- maio/junhbo 2002

do a identificacio de SNPs em larga
escala tem explorado as milhares
de seqiiéncias presentes nos ban-
cos de dados, incluindo clones ge-
noémicos e, principalmente, seqién-
cias de cDNA ou ESTs (Expressed
Sequence Tags). Os bancos de da-
dos de ESTs apresentam um eleva-
do grau de redundincia, e o fato de
as sequiéncias serem derivadas de
tecidos de varios individuos torna
a utilizacdo desses bancos muito
promissora para a identificacao de
polimorfismos.

As ferramentas de bioinformati-
ca sao utilizadas em varias etapas
do estudo de polimorfismos, desde
a identificacao das variacoes até a
predicao do efeito delas. Outra
aplicacio importante é a constru-
cio e manutencao de bancos de
dados e de ferramentas que podem
ser acessadas pela internet. Esses
bancos atuam como sedes de refe-
réncia para a deposi¢io de SNPs,
sendo que no maior banco publico
de polimorfismos, que é mantido
pelo National Center for Biotech-
nology Information (dbSNP, http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP), ja
estao depositados mais de 4,1 mi-
lhoes de SNPs humanos e um nu-
mero considerdvel de polimorfis-
mos de outras espécies.

Apesar da indiscutivel contri-
buicao da bioinformatica na identi-
ficacao de SNPs, a necessidade de



validacao experimental dos dados
e estudos de associacio sio indis-
pensdveis para se avaliar o poten-
cial informativo de cada polimor-
fismo. Dessa forma, o surgimento e
a evoluciao de métodos de valida-
¢ao e de genotipagem de amostras
para SNPs confirmados também
merecem reconhecimento. Hoje, é
possivel genotipar varios SNPs em
varias amostras em um mesmo tubo
de reacdo; como exemplo pode-
mos citar o sistema de multiplex
desenvolvido pela Applied Biosys-
tems™, que pode genotipar até 10
SNPs em uma mesma reacao (figura
3). Outros métodos robustos de
genotipagem podem ser citados:
chips de DNA ou microarrays, cro-
matografia liquida de alta pressio
desnaturante (DHPLC), espectro-
metria de massa, PCR em tempo
real, mini-sequenciamento e se-
quenciamento de uma UGnica base.
Entretanto, em analises de menor
escala, métodos como seqliencia-
mento (figura 1) e digestio por
enzimas de restricio — RFLP (Res-
triction Fragment Length Polymor-
pbism) sao rotineiramente empre-
gados. Na figura 4, é mostrado um
exemplo de SNP genotipado utili-
zando uma enzima de restricio,
onde a presenca do polimorfismo
cria um sitio para a enzima, poden-
do os diferentes alelos ser identifi-
cados em um simples gel.

Perspectivas

Um tema ainda bastante polémi-
co que envolve polimorfismos de
DNA ¢ a legalidade de se patentear
dados de SNPs. De um lado, ha o
interesse econdmico de grandes
empresas farmacéuticas. Um dos
objetivos € o de conhecer o geno-
ma humano, de modo a associar
SNPs com resposta a drogas. De
outro lado, os pesquisadores e as
instituicoes envolvidos na geracio
de dados publicos. Muitas vezes,
as empresas farmacéuticas utilizam
os dados publicos em seus proje-
tos, e deles retiram os resultados
que serio transformados em paten-
tes privadas sem retorno aos pes-

quisadores e as instituicdes res-
ponsaveis pela produciao desses
dados. Essa discussao ainda estd
longe de alcancar um ponto final,
mas uma tendéncia que vem-se tor-
nando consenso entre os envolvi-
dos ¢ a possibilidade de se paten-
tear produtos industrializados es-
pecificos criados a partir de dados
de SNPs, mas nao os polimorfis-
mos em Si.

Até o momento, grande parte
dos estudos tem relatado a associ-
acdo entre um uUnico SNP e uma
determinada patologia, ou mesmo
definido um SNP como um marca-
dor para predisposicio a uma do-
enca. Entretanto, visando a com-
preensao das bases moleculares de
doencas de caracteristicas genéti-
cas mais complexas, pesquisas tém
sido intensificadas no sentido de
tentar associar, ao fendtipo altera-
do, conjuntos de determinados
SNPs, denominados haplotipos
(Brookes, 2002). Embora esse tipo
de enfoque necessite de maiores
investimentos tanto tecnolégicos
como financeiros e envolva um
numero maior de amostras, ele
constitui uma abordagem muito
promissora nas patologias huma-
nas mais comuns, como distarbios
neuropsiquidtricos, doengas autoi-
munes, doencas cardiovasculares
e cancer.

Podemos vislumbrar para um
futuro nao muito distante a com-
preensao e subseqiientes tratamen-
tos para essas patologias. Teremos
uma medicina pessoal, voltada para
as caracteristicas genéticas de cada
individuo. A industria farmacéuti-
ca ja busca, através de drogas mais
especificas, suprir essas necessida-
des individuais, conseguindo, com
algum sucesso, reduzir os efeitos
colaterais de varios medicamentos.
Testes mais acurados estao sendo
desenvolvidos e serd possivel defi-
nir, antes mesmo do nascimento,
um mapa clinico do genoma de
cada pessoa, contendo informagodes
como as patologias a que serd mais
susceptivel e a quais tratamentos
respondera melhor. Sob essa nova
otica, nao é arriscado dizer que as

pessoas poderio viver mais e com
melhor qualidade de vida.
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