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Resumo 

Doenças neuropsiquiátricas afetam cerca de 450 milhões de pessoas em todo mundo e dentre estas 

patologias os Transtornos do Humor (TH) e Doença de Alzheimer (DA) são as mais comuns. Em 

relação à sua etiologia as doenças neuropsiquiátricas são resultados de variações em um grupo de 

genes e de fatores ambientais. Pesquisas recentes vêm mostrando associação positiva entre 

variações genéticas em genes envolvidos nos sistemas de neurotransmissores com o 

desenvolvimento de doenças neuropsiquiátricas. Por isso, os estudos sobre polimorfismos 

genéticos, nas doenças psiquiátricas são de grande importância para a compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos e podem auxiliar no diagnóstico das mesmas. Neste cenário, 

mutações encontradas no DNA têm sido amplamente estudadas, a fim de elucidar aspectos 

genéticos relacionados às neuropatologias. Os polimorfismos do tipo SNPs (Polimorfismo de Base 

Única) e INDELs (inserções e deleções de fragmentos de DNA) têm se destacado devido as fortes 

associações com os TH e DA. Diversos métodos de biologia molecular têm sido utilizados para 

detectar estes tipos de polimorfismos, os experimentos moleculares geram grande quantidade de 

dados a serem analisados, fazendo-se necessário a utilização de ferramentas computacionais para se 

extrair informações a partir desses dados gerados. Assim, o objetivo desse estudo foi o uso de 

bioinformática e de genotipagem em larga escala na busca de novos polimorfismos genético em TH 

e aplicação de ferramentas computacionais em banco de dados de GWAS referente à DA. Para obter 

os resultados referentes à TH optamos por utilizar o software CLCbio Workbench
®

, 

sequenciamento automatizado mega Bace 1000 e experimentos preliminares da técnica de DNA 

pooling. Já para a DA, utilizamos o teste de associação e método de regressão linear do software 

PLINK e o pacote genetics da linguagem de programação R, para correlacionar os níveis da 

proteína βamiloide no plasma e líquido cefalorraquidiano e um total de 598.821 SNPs, ambos os 

dados oriundos do banco de dados ADNI (Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative). Após uma 

sequência de passos in silico identificamos variações anteriormente descritas e novos polimorfismos 

candidatos à fisiopatologia dos TH, na fase de validação dessas variações, por meio de 

sequenciamento, falsos positivos foram frequentemente identificados, sendo descartados após a 

verificação na cadeia complementar. Apenas o SNP rs14068, localizado no exon 2 do gene 

GABRA5 foi validado em amostras de pacientes com TH. No estudo referente à DA, 5 SNPs nas 

regiões dos genes TOMM40, PAMR1, TRIM9 e CCDC112 e 3 SNPs em regiões de intron atingiram 

associação significativa, levantando a possibilidade de estejam relacionados a fisiopatologia da DA. 

 

 

 

Palavras chaves: doenças neuropsiquiátricas, SNPs, INDELs, bioinformática, GWAS. 

  



Abstract 

Neuropsychiatric diseases affect about 450 million people worldwide, among these pathologies the 

Mood Disorders and Alzheimer disease are the most common. Regarding its etiology 

neuropsychiatric disorders are the result of variations in a group of genes and environmental factors. 

Recent studies have shown a positive association between genetic variations in genes involved in 

neurotransmitter systems with the development of neuropsychiatric disorders. Therefore, studies of 

genetic polymorphisms in psychiatric diseases are of great importance for understanding the 

molecular mechanisms involved and may assist in the diagnosis of these diseases. In this scenario, 

mutations found in DNA have been widely studied in order to elucidate the genetic aspects related 

neuropathologies. Polymorphisms of type SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) and INDELs 

(insertions and deletions) have been highlighted due to strong associations with Mood Disorders 

and Alzheimer's Disease. Several molecular biology methods have been used to detect these types 

of polymorphisms, however, the molecular experiments generate large amounts of data to be 

analyzed and which are deposited, often in public databases, making it necessary to use tools 

computer to extract information from these data. The objective of this study is the use of 

bioinformatics and large-scale genotyping in the search for new genetic polymorphisms in Mood 

Disorders and application of computational tools for database GWAS on the Alzheimer's Disease. 

For best results we chose to use the software CLCbio Combined Workbench
®
, sequencing Mega 

Bace 1000 and preliminary experiments the technique of DNA pooling. As for the DA used the 

association test and linear regression software package plink and genetics of the R programming 

language, to correlate protein levels βamiloide in plasma and cerebrospinal fluid and a total of 

598,821 SNPs, both data from the ADNI database (Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative). 

After a sequence of steps in silico identified previously described variations and new candidate 

polymorphisms pathophysiology of TH, during validation of these variations, by sequencing, often 

false positives were identified and discarded after checking the complementary strand. Only the 

SNP rs14068, located in exon 2 of the gene GABRA5 was validated on samples of patients with 

Mood Disorders. In the study Alzheimer's disease, 5 SNPs in regions of genes TOMM40, PAMR1, 

TRIM9 and CCDC112 and 3 SNPs in intron regions reached significant association, raising the 

possibility that they are related to the pathophysiology of Alzheimer's disease. 

 

 

Keywords: neuropsychiatric diseases, SNPs, INDELs, bioinformatics, GWAS. 
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1. Introdução 

As doenças neuropsiquiátricas afetam cerca de 450 milhões de pessoas em todo mundo e são 

responsáveis por 14% da carga global de doenças, 30% de todas as doenças não transmissíveis e 

representam mais de 10% de incapacidade em todo o mundo. Os transtornos do humor (TH) são as 

principais causa de incapacidade em jovens e a doença de Alzheimer (DA) é a responsável pelas 

maiores causas de incapacidade em idosos. Estimativas mostram que a prevalência das doenças 

neuropsiquiátricas deverá continuar a crescer nos próximos anos. Principalmente nos grandes 

centros urbanos, onde a população está sujeita a diversos fatores estressores. Estima-se que em 

2030, a depressão seja a segunda causa na carga global de doença, e em 2040 aproximadamente 

81,1 milhões de pessoas viverão com alguma forma de demência. 

Dentre os polimorfismos genéticos que influenciam na susceptibilidade a doenças, os 

polimorfismos de base única (SNPs, do Inglês: Single Nucleotide Polymorphisms) e as inserções e 

deleções (INDELs), por apresentarem potencial impacto tanto nas atividades proteicas quanto nas 

alterações de níveis de expressão gênica, têm sido cada vez mais reconhecidos como os principais 

tipos de variações genéticas em traços genéticos complexos, como no caso dos TH e da DA. Além 

de serem os mais frequentes polimorfismos encontrados ao longo do DNA, ocorrem uma vez em 

cada 300 nucleótidos, em média, o que significa que existem cerca de 10 milhões de SNPs no 

genoma humano, representando a classe mais frequente de variações genéticas, seguida dos 

INDELs. 

Apesar do envolvimento de polimorfismos genéticos ser fortemente sugerido, as relações 

entre os polimorfismos e os aspectos funcionais nos TH e na DA ainda não estão compreendidas, 

consequentemente, um dos grandes desafios da genética molecular humana é identificar e 

compreender como as mudanças no DNA afetam o risco dos indivíduos desenvolverem estas 

doenças e criar métodos mais efetivos de prevenção, diagnóstico e tratamento. Portanto, a 

realização de estudos sobre polimorfismos genéticos nas doenças neuropsiquiátricas, tais como TH 

e DA, é de importância estratégica, haja vista o aumento progressivo e contínuo destes transtornos 

em todo o mundo. Tais estudos são fundamentais para que se possam identificar potenciais novos 

fatores genéticos de risco que auxilie na compreensão dos mecanismos moleculares envolvidos na 

fisiopatologia dessas doenças, podendo assim auxiliar no diagnóstico e no planejamento de terapias 

dessas patologias. 

Por agregar conhecimentos na área da estatística, informática e biologia, a bioinformática 

tem sido bastante utilizada para dar suporte às análises moleculares e tem sido de grande auxílio na 

busca de polimorfismos genéticos que possam estar associado a doenças complexas, como TH e 

DA. Diante deste cenário, nosso trabalho teve como objetivo principal o estudo de polimorfismo 
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genético em TH através do uso de bioinformática e de genotipagem em larga escala, priorizando 

genes ligados aos sistemas de neurotransmissor gabaérgico e glutamatérgico, e aplicação de 

ferramentas computacionais em banco de dados de GWAS (do Inglês: Genome-wide Association 

Study) referente à DA. Como objetivos específicos este trabalho foram realizadas triagem e 

validações das variações previstas no estudo in silico relacionado com TH, em amostras de DNA de 

pacientes da população brasileira; e utilizadas ferramentas computacionais na produção de um 

painel de polimorfismos associados aos diferentes níveis do biomarcador β amiloide, no plasma 

sanguíneo e no líquido cefalorraquidiano, em grupos de pacientes com transtorno cognitivo leve e 

DA. 

Assim, este trabalho está organizado da seguinte forma:  

No capítulo 1 apresentamos uma revisão do estado da arte onde são introduzidos conceitos 

básicos para o entendimento do nosso trabalho. São fornecidas informações relevantes sobre os TH 

e DA, são tratados os conceitos de SNP e INDELs, e são apresentados o banco de dados e os 

programas computacionais utilizados no nosso trabalho.  

O capítulo 2 trata da busca de novas variações genéticas nos sistemas gabaérgico e 

glutamatérgico de neurotransmissores por meio de método in silico e da possibilidade de que 

deleções de até 7 pares de bases, em genes dos referidos sistemas de neurotransmissor, estejam 

ligadas à fisiopatologia dos TH. Complementando esse capítulo, mostramos resultados preliminares 

da validação, por método de sequenciamento direto na população brasileira, dos polimorfismos 

encontrados in silico. Também citamos a realização de experimentos preliminares por meio da 

técnica de DNA pooling, ressaltando a necessidade de ajustes metodológicos para melhor 

interpretação do resultado, mas este método é potencialmente eficaz para economizar tempo e 

recursos na triagem de polimorfismos em larga escala. 

No capítulo 3 exploramos os impactos dos INDELs nas doenças neuropsiquiátricas, os 

desafios na triagem e as perspectivas entre identificação dessas variações e a compreensão da 

influencia nas doenças neuropsiquiátricas. A partir da revisão de literatura deste capítulo, o foco 

principal do nosso trabalho passou a ser o uso de ferramentas computacionais na busca de novos 

fatores de risco genético, como será apresentado no capítulo 4. 

No capítulo 4 apresentamos novos fatores de risco para a DA, a partir da correlação entre os 

níveis das proteínas Aβ-40 e Aβ-42 no plasma sanguíneo e no fluído cerebroespinal (CSF, do 

Inglês: Cerebrospinal fluid) e 598.821 SNPs, provenientes do banco de dados ADNI. Entre os 

novos fatores de risco temos 5 SNPs nas regiões dos genes TOMM40, PAMR1, TRIM9 e CCDC112 

e 3 SNPs em regiões não codificantes dos cromossomos 2, 14 e X. 

Por fim, são apresentadas as conclusões do nosso trabalho. 



 

     

 

 

 

Capítulo 1 

2. Revisão Bibliográfica
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2.1. Transtornos do Humor 

Os Transtornos do Humor (TH) compõem um grupo de doenças heterogêneas caracterizadas por 

alterações na esfera cognitiva das emoções, sentimentos e motivação; dentre os TH mais 

prevalentes e mais estudados estão: a Depressão Maior, a Distimia e o Transtorno Bipolar (TB).  Os 

TH são divididos em Transtorno Depressivo Unipolar (TU) e Transtornos Bipolares (TB). A 

presença de um único episódio maníaco já é suficiente para classificar o TB, diferenciando-o de 

depressão isoladamente. São diagnosticados a partir de sintomas e sinais característicos, que vão 

desde uma depressão profunda acompanhada por sintomas psicóticos, passando por estados de 

depressão moderada e irritabilidade, até estados eufóricos brandos ou de mania, também 

acompanhado por sintomas psicóticos. Estes transtornos geram elevado impacto na sociedade a 

nível mundial, afetam a qualidade de vida dos portadores e são responsáveis por elevadas taxas de 

suicídio (MANUAL DIAGNÓSTICO E ESTATÍSTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS, 2002; 

ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2012). 

Embora a maioria dos pacientes com TH receba algum benefício com os tratamentos 

atualmente disponíveis, um dos principais obstáculos para o desenvolvimento de tratamentos mais 

eficazes de TH tem sido a compreensão limitada da sua fisiopatologia (RUSH et al., 2006; TRIVED 

et al., 2006). 

A manifestação fenotípica da doença inclui não só mudanças do humor, como também uma 

gama de distúrbios do sistema cognitivo, motor, endócrino, autônomo e alterações do sono 

(SANACORA et al., 2008). Estudos demonstram que o déficit de neurotransmissores como a 

norepinefrina, dopamina, serotonina, ácido gama-aminobutírico (GABA, do Inglês: Gamma-

Aminobutyric Acid) e glutamato possam contribuir com a fisiopatologia dos TH. Além disso, 

elevados níveis de glutamato e GABA tem sido observado no córtex cerebral de pacientes com 

distúrbios do humor, sugerindo que alterações em ambos os sistemas de neurotransmissores podem 

contribuir com a fisiopatologia dos TH (CHOUDARY et al., 2005; HASLER et al., 2007; LUYKX 

et al., 2012). 

Em relação à sua etiologia, os TH surgem a partir da interação complexa de múltiplos genes 

e fatores estressores ambientais, aos quais estamos expostos diariamente e ao longo da nossa vida, e 

dificilmente são explicados por um único componente genético ou ambiental (KAPLAN e 

SADOCK, 2007). 

Alteração nos sistemas de neurotransmissores é uma das hipóteses mais aceitas como 

alterações fisiológicas dos TH. O sistema monoaminérgico (serotonérgico, noradrenérgico e 

dopaminérgico) tem recebido maior atenção nos estudos neurobiológicos dos transtornos de humor. 

Com base na hipótese de disfunção dos sistemas monoaminérgicos cerebrais na doença bipolar, um 
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dos primeiros genes candidato investigado foi o gene que expressa à proteína tirosina hidroxilase 

(TYH, do Inglês: Tyrosine Hydroxylase) uma enzima que limita a velocidade de síntese das 

monoaminas. Embora a maioria dos estudos concentre-se no sistema serotoninérgico, mostrando 

possível desregulação neste sistema, e em menor medida no sistema noradrenérgico, também há 

evidências de alterações de outros sistemas de neurotransmissores, como dopaminérgico, 

glutamatérgico e gabaérgico, no envolvimento da fisiopatologia dos TH (BOURNE et al., 1968; 

PARE et al., 1969; ROY et al., 1989; MEANA et al., 1992; HOLEMANS et al., 1993; BOWDEN 

et al., 1997; KLIMEK et al., 1997; ORDWAY, 1997; ZHU et al., 1999; MANN et al., 2001; 

MANJI et al., 2001; BRAMBILLA et al., 2003; ZALSMAN et al., 2004; SANACORA et al., 2008; 

SEQUEIRA et al., 2009). A Figura 1 mostra os neurotransmissores noradrenalina, serotonina e 

dopamina envolvidos em algumas funções cognitivas. 

 
Figura 1. Envolvimento individual e em conjunto dos neurotransmissores noradrenalina, serotonina e 

dopamina em algumas funções cognitivas. 

2.2. Fatores de risco genético associado aos TH 

Em comparação a outras doenças complexas, as doenças psiquiátricas têm uma 

herdabilidade relativamente alta (CHAKRAVARTI e LITTLE, 2003). O envolvimento de 

componentes genéticos em TH é fortemente sugerido, principalmente por estudos envolvendo 

gêmeos, estudos com famílias e com adotados, além dos estudos de genética molecular, como 

estudos de ligação e de associação que também apontam para os TH como uma desordem de bases 

genéticas, envolvendo complexos mecanismos de herança (LIMA et al., 2004; MIDDELDORP et 

al., 2008). 

Ogilvie et al. (1996) foram os primeiros a relatar uma associação entre um repetição em 

tandem em número variável (VNRT, do Inglês: Variable Number of Tandem Repeats) no segundo 

intron do gene que codifica o transportador da serotonina (5-HTT) e TU. No mesmo ano, 
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independentemente, Collier et al. (1996) não encontraram associação com TU, mas verificaram 

uma frequência maior de uma variante deste polimorfismo num grupo de pacientes com TB. 

Estudos de ligação realizados em pacientes com TB sugeriram o envolvimento de regiões 

nos cromossomas X, 18, 5, 11, 4, 21 e 12 (por ordem de quantidade de estudos de ligação 

positivos), que, em geral, contêm genes codificadores de proteínas, ou subunidades de proteínas, 

relacionadas com neurotransmissores e seu funcionamento (MERIKANGAS et al., 2002). 

O Polimorfismo no promotor da proteína transportadora da serotonina (5-HTT) tem sido um 

dos principais fatores de risco associados aos TH, principalmente em estudos multicêntricos e 

quando associados a eventos estressores, no entanto, Teste de Desequilíbrio de Ligação (TDT, do 

Inglês: Transmission Desequilibrium Test) não têm sido concordantes acerca do envolvimento deste 

polimorfismo na origem dos TH (OLIVEIRA et al., 2000). Posteriormente, dois polimorfismos nos 

genes GRIN1 e GRNI2B, que codificam a subunidade NR1 e NR2B respectivamente (subunidades 

de receptores ionotrópicos ativadas pelo glutamato), foram associados com TB (MARTUCCI et al., 

2006).  

2.3. Genes dos sistemamas glutamatérgico e gabaérgico inseridos no estudo relacionado aos 

TH 

Glutamato e GABA são os principais neurotransmissores excitatório e inibitório no sistema 

nervoso central, respectivamente (DANBOLT, 2001; SCHOUSBOE e WAAGEPETERSEN, 

2007). E o papel dos sistemas glutamatérgico e gabaérgico vem sendo investigado no 

envolvimenento fisiopatológico e no tratamento dos distúrbios de humor, estudos sugerem que 

alterações em ambos os sistemas de neurotransmissores podem contribuir com tanto com a 

fisiopatologia dos TH quanto com a resposta ao tratamento (MERALI et al., 2004; CHOUDARY et 

al., 2005; SANACORA et al., 2008). Pois, alterações nos níveis de glutamato e GABA tem sido 

observado no córtex cerebral de pacientes com distúrbios do humor (SANACORA et al., 2008; 

SEQUEIRA, 2009). 

Embora estudos levantem hipóteses do envolvimento desses neurotransmissores nos TH, os 

mecanismos moleculares que podem causar ou contribuir com a doença permanecem 

desconhecidos. Os locos cromossômicos dos genes inseridos neste estudo estão representados na 

Figura 2. 
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Figura 2. Representação geral dos locos cromossômicos dos genes envolvidos nos sistemas de 

neurotransmissores glutamatérgico e gebaérgico, que apresentaram níveis de expressão alterada, de acordo 

com o estudo de Microarray de expressão, realizado por Choudary et.al., 2005. Esses genes foram inseridos 

no nosso estudo de busca por novos potenciais polimorfismos genéticos de risco em TH.  

2.3.1. Gene GLUL 

A proteína codificada pelo gene GLUL pertence à família glutamina sintetase. O ciclo 

glutamato-glutamina entre neurônios e astrócitos tem sido proposta como principal via de reciclagem do 

glutamato, que ao ser recaptado é convertido à glutamina pela ação da glutamina sintetase, que 

posteriormente é transportada aos neurônios e revertida a glutamato pela ação da glutaminase 

(DANBOLT, 2001). Localizado na região 1q31, este gene é expresso durante o inicio da fase fetal, 

desempenhando um importante papel no controle do pH do corpo através da remoção da amônia em 

circulação (CLANCY et al., 1996). Em 2009, Sequeira et al., 2005, encontraram nível alterado na 

expressão de GLUL no córtex pré-frontal de suicidas portadores de Depressão Maior. 

2.3.2. Genes GRIK5 e GRM3  

Os receptores de glutamato medeiam a maior parte da neurotransmissão excitatória no 

cérebro de mamíferos e são ativados em uma variedade de processos neurofisiológicos normais 
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(SAGER et al., 2009). Esses receptores são classificados em dois grupos ionotrópicos e 

metabotrópicos, de acordo com suas características moleculares (OZAWA et al., 1998).  

Há três classes de receptores ionotrópico de glutamato: NMDA (N-metil-D-aspartato), 

AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiônico) e receptores Kainato (YAN e 

TOMITA, 2012). A Figura 3 ilustra a distribuição desses receptores na membrana neuronal. 

 

Figura 3. Receptores ionotrópico de glutamato: NMDA, AMPA e Kainato. Distribuídos na membrana 

neuronal. 

O gene GRIK5, em humanos localizado na região 19q13.2, codifica o receptor ionotrópico 

de glutamato, Kainate 5 (SZPIRER et al., 1994). Um recente estudo mostrou possível associação do 

gene GRIK5 a diversas desordens neuropsiquiátricas, incluindo os TH (GRATACÒS et al., 2009).  

Mapeado no cromossomo 7q21.1, o gene GRM3 codifica receptores de glutamato 

metabotrópico 3 (SCHERER et al., 1996). Em estudo de associação, Tsunoka et al., 2009, 

encontraram uma associação entre um SNP (rs6465084) no gene GRM3 e Depressão Maior, no 

entanto, nenhuma associação entre GRM3 e TB. 

2.3.3. Genes GABRB3, GABRD, GABRA5 e GABRG2 

Os receptores gabaérgicos são classificados em ionotrópicos (GABA A) e metabotrópicos 

(GABA B). Consistem em receptores transmembrana, compostos por cinco subunidades 

organizadas em torno de um canal iônico (Cl 
-
) central, sendo esse aberto a partir de diferentes 

ligantes, como o neurotransmissor GABA, benzodiazepínicos, barbitúricos e esteróides anestésicos, 

entre outros (WEI et al., 2003). 

Em humanos, as subunidades dos receptores são divididas nos seguintes tipos: seis tipos de 

subunidades α (GABRA1, GABRA2, GABRA3, GABRA4, GABRA5 e GABRA6); três tipos de 
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subunidades β (GABRB1, GABRB2 e GABRB3); três tipos de subunidades γ (GABRG1,GABRG2 

e GABRG3); uma subunidade δ (GABRD); uma subunidade ε (GABRE); uma subunidade π 

(GABRP); e uma subunidade θ (GABRQ) (MOKRAB et al., 2007).  

Essas subunidades se combinam de diferentes maneiras formando os canais GABA A. 

Existe um requisito mínimo de duas subunidades α e β para que seja formado um canal iônico, mas 

o mais comum é a união de duas subunidades α, duas β e uma γ, formando o pentâmero α 2 β 2 γ 

(CONNOLLY et al., 1996), representado na Figura 4. 

 

Figura 4. Esquema de um receptor de GABA A formando o pentâmero α 2 β 2 γ.  

O receptor do ácido gama-aminobutírico subunidade β-3 é uma proteína codificada pelo 

gene GABRB3, que está localizado no cromossomo 15q11.2 (PAPADIMITRIOU et al., 2001). 

Mutações nesse gene têm sido associadas à patogênese de várias doenças neuropsiquiátricas como 

autismo, Depressão Maior, esquizofrenia e TB (CRADDOCK et al., 2010; DELAHANTY et al., 

2011).  

O gene GABRD codifica o receptor GABA A subunidade δ e encontra-se localizado na região 

1p36.3 (EMBERGER et al., 2002) em conjunto com o gene GABRA5, da região 15q11.2, que 

codifica o receptor GABA A α 5, tem sido associado a diversas doenças psiquiátricas. Segundo 

CRADDOCK et al. (2010), variações em ambos os genes apresentam fortes evidências de risco 

para o TB. 

O gene GABRG2, localizado na região 5q34, codifica o receptor GABA A subunidades γ 2. A 

região cromossômica 5q34, região onde o receptor GABA A subunidades γ 2 é mapeado, foi 

identificada como uma região de suscetibilidade para os TH (YAMADA et al., 2003). 
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2.4. Demências e Doença de Alzheimer 

Demência é um termo genérico, utilizado para definir uma síndrome clínica caracterizada 

pela deterioração progressiva de múltiplos domínios da cognição, com intensidade suficiente para 

comprometer a autonomia do indivíduo. Representa umas das principais causas de incapacidade, 

institucionalização e redução de sobrevida na população, em especial a população idosa (MANUAL 

DIAGNÓSTICO E ESTATÍSTICO DE TRANSTORNOS MENTAIS, 2002). A demência tem um 

impacto importante na vida social e na dimensão emocional das famílias e dos seus cuidadores em 

toda parte no mundo (RADEMAKERSR e ROVELET-LECRUX, 2009). 

As síndromes demenciais são classificadas em demências degenerativas, demências não 

degenerativas e demência mista, além de serem subdivididas em irreversíveis e potencialmente 

reversíveis. As demências degenerativas englobam: Doença de Alzheimer (DA), Doença de 

Parkinson, Demência por Corpos de Lewy (DCL) e Demência Fronto-temporal (DFT). Já entre as 

demências não degenerativas, destacam-se a Demência Vascular (DV), as Demências 

Hidrocefálicas (DH), as demências por lesões expansivas intracranianas e as Demências 

Toxicometabólicas (DT). Entre as demências irreversíveis encontram-se todas as demências 

degenerativas, além da DV. Por outro lado, entre as demências com potencial reversibilidade 

destacam-se as DH, as demências por lesões expansivas intracranianas e as DT (FORNARI et al., 

2010). 

As funções cognitivas comumente acometidas nos casos de demência são apresentadas por: 

distúrbios da fala (afasia), incapacidade de reconhecer ou identificar objetos (agnosia) e perda da 

habilidade de executar movimentos (apraxia) (BROOKS e BASTOULY, 2004). Os déficits 

cognitivos geralmente apresentam um declínio em relação a um nível anterior de funcionamento, 

capaz de comprometer o funcionamento ocupacional ou social do indivíduo, geralmente somados a 

sintomas neuropsiquiátricos, tais como depressão, ansiedade, alterações do sono e agressividade 

(ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2013).  

A síndrome demencial pode afetar cada indivíduo com severidade diferente, embora 

normalmente não faça parte do envelhecimento, a demência afeta principalmente as pessoas mais 

idosas, onde a prevalência da demência aumenta de forma exponencial com a idade, e dobra a cada 

cinco anos a partir dos 65 anos de idade, chegando à prevalência de 30% aos 85 anos de idade 

(APRAHAMIAN et al., 2009). Estima-se que cerca de 35,6 milhões de pessoas têm demência, e a 

cada ano 7,7 milhões de novos casos são registrados devido ao envelhecimento da população, e há 

uma estimativa de que o número de pessoas com demência dobre a cada 20 anos. De acordo com a 

organização mundial de saúde, a DA é a causa mais comum de demência, ocorrendo em 40% dos 

indivíduos com mais de 85 anos de idade e contribuindo com 60-70% dos casos de demência em 
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todo o mundo, afetando cerca de 26 milhões de pessoas, com estimativa de que até o ano de 2050 

cerca de 100 milhões de pessoas desenvolvam a doença (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2012). Clinicamente, é caracterizada por perda progressiva da memória e da capacidade de 

raciocínio, mudanças de humor, mudanças de personalidade e perda de independência. Essas 

doenças resultam dos efeitos combinados de fatores ambientais e de variações genéticas de um 

número elevado de genes, que podem levar tanto a desfunções sinápticas quanto a degeneração 

neuronal (DN) (RASCHETTI et al., 2007; BIHAGI et al., 2012). 

Os sinais e sintomas clássicos associados a DA incluem alterações do humor (depressão), do 

comportamento (desinibição e agressividade), das funções cognitivas (insônia, hipersonia e 

alterações do apetite), da sensopercepção (alucinações e delírios) e sensitivomotoras (mioclonia e 

sinais extrapiramidais), esses sintomas se iniciam de forma branda e tornam-se mais severos à 

medida que a doença evolui (SPERLING et al., 2011).  

De acordo com a progressão dos sintomas, a DA pode ser dividida em três fases, uma fase 

pré-sintomática inicial, um estágio prodrômico conhecido como comprometimento cognitivo leve 

(MCI, do Inglês: Mild Cognitive Impairment) e uma terceira fase, quando os pacientes apresentam 

demência com deficiências em vários domínios e perda de função nas atividades diárias 

(TROJANOWSKI et al., 2010).  

Na fase pré-sintomática da doença, os sintomas apresentados pelo indivíduo, como por 

exemplo, lapsos de memória, muitas vezes são confundidos com o processo natural do 

envelhecimento e não há procura de ajuda médica para investigar as origens dos esquecimentos, 

consequentemente, o diagnóstico precoce da doença torna-se difícil (ALZHEIMER’S 

ASSOCIATION, 2013).  

MCI caracteriza uma condição clínica na qual o paciente possui comprometimento 

cognitivo, mas não apresenta demência, pois desempenha normalmente suas atividades cotidianas 

(HANSSON et al., 2006). Os pacientes com MCI constituem um grupo heterogêneo, pois alguns 

pacientes têm apenas a memória afetada, enquanto outros apresentam comprometimento de outras 

funções como a linguagem, por exemplo. Além de heterogêneo, o grupo também é instável. Há 

evidências de que indivíduos com MCI, em curto prazo, podem desenvolver quadro demencial da 

DA, pois, cerca de 80% dos pacientes desenvolvem demência em algum momento das suas vidas, 

enquanto outros nunca desenvolvem demência propriamente dita (ROSENBERG e LYKETSOS, 

2008; SPERLING et al., 2011). MCI está associado ao envelhecimento, havendo prevalência em 

indivíduos acima de 60 anos de 5% e eleva-se para 15% na faixa etária dos 75 anos (ROSENBERG 

e LYKETSOS, 2008). Existem diversos marcadores clínicos, tais como sintomas depressivos e 

déficits cognitivos, e marcadores biológicos como, por exemplo, a redução do nível de βA no CSF 

(SPERLING et al., 2011; WEINER, et al., 2012).  
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Há sugestões que as modificações no estilo de vida, incluindo exercícios físicos, atividades 

de lazer e atividades de estimulação cognitiva podem ser eficazes na prevenção da progressão do 

MCI (ROSENBERG e LYKETSOS, 2008). Assim, é considerado que MCI pode ser utilizada para 

elucidar as alterações fisiopatológicas que ocorrem desde a fase pré-sintomática até a fase 

demencial (SPERLING et al., 2011; WEINER, et al., 2012). 

Na fase final, há declínio cognitivo muito grave de todas as funções cognitivas, 

característico do quadro demencial da DA, o cérebro encolhe drasticamente devido à morte celular 

generalizada e nessa fase, o paciente requer cuidados em tempo integral, pois perde a capacidade de 

cuidar de si, de se comunicar e de reconhecer a família e entes queridos (WEINER, et al., 2012). 

A DA tem como características neuropatológicas a deposição do peptídeo β-amiloide (βA) 

no cérebro, formando as placas amiloides ou placas senis, e nos vasos sanguíneos, originando a 

angiopatia amiloide; e hiperfosforilação da proteína TAU, formando os emaranhados 

neurofibrilares (MUDHER e LOVESTONE, 2002; TROJANOWSKI et al., 2010). A formação dos 

agregados do peptídeo βA resultam do metabolismo anormal da proteína percussora amiloide 

(APP), sendo considerado biomarcador clínico potencial (TARAWNEH e HOLTZMAN, 2010). 

Por ser detectável no CSF e no plasma sanguíneo, este biomarcador tem sido utilizado para o 

diagnóstico clínico (KOYAMA et al., 2012). Os emaranhados neurofibrilares intracelulares são 

formados por desestruturação do citoesqueleto dos microtúbulos, devido à hiperfosforilação da 

proteína TAU, acompanhada por perda massiva de neurônios. A proteína TAU, pode ser fosforilada 

em vários sítios, sendo P-tau 181, 199, 231, 235, 396, e 404, os sítios específicos que têm sido 

estudados e associados a DA (THAL et al., 2006). Os agregados do peptídeo βA e os emaranhados 

neurofibrilares tendem a se espalhar através do córtex em um padrão previsível, à medida que a 

doença progride (DICKERSON et al., 2011). A Figura 5 ilustra a progressão da DA no cérebro. 

 

Figura 5. Progressão da DA no cérebro. Placas e emaranhados, representosdos nas áreas azuis, tendem a se 

espalhar através do córtex em um padrão previsível, à medida que a DA progride, em uma taxa de 

progressão é variável entre os pacientes. Adaptado de: http://www.alz.org/braintour/progression.asp. 
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2.5. Genética na Doença de Alzheimer 

O envolvimento de componentes genéticos na DA é fortemente sugerido. Pesquisas 

realizadas com gêmeos sugerem a presença de fatores genéticos como responsáveis pela DA, este 

aspecto também é reforçado devido a gêmeos monozigóticos apresentarem risco cinco vezes maior 

de desenvolverem a DA quando comparados aos gêmeos dizigóticos (GATZ et al., 2006; GATZ e 

PEDERSEN, 2013). Adicionalmente, existe uma forte correlação entre mutações autossômicas 

dominantes nos genes APP, PSEN1 e PSEN2 atuando de forma mendeliana em casos de DA 

familiar de início precoce, considerada uma forma rara da doença, por representar apenas 5% dos 

casos, acometendo indivíduos na faixa etária de 30 a 65 anos de idade (LAMBERT et al., 2009; 

CRUTS et al., 2012). Já para os casos de Alzheimer onde indivíduos são afetados após os 65 anos 

de idade e corresponde a maioria dos casos da doença, existe a associação do gene APOE ε4 com o 

início tardio da DA.  

APOE ε4 é um dos três alelos (ε2, ε3 e ε4) do gene APOE, responsável por produzir uma 

proteína que transporta o colesterol no sangue. Indivíduos que herdam pelo menos um alelo APOE 

ε4 têm um risco aumentado de desenvolver a doença de Alzheimer e de desenvolvê-lo mais cedo do 

que aqueles que herdam as isoformas ε2 ou ε3 do gene APOE, enquanto aqueles que herdam dois 

genes APOE- ε4 têm um risco ainda maior. No entanto, a herança de uma ou duas cópias do gene 

não é determinate para que o indivíduo desenvolva a DA, pois cerca de 50% dos idosos portadores 

do alelo ε4 do gene APOE não chegam a desenvolver demência, fato que  corrobora com a busca de 

novos fatores genéticos de risco para a DA (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2012). 

A busca por fatores genéticos que influenciam na fisiopatologia da DA levou a identificação 

de uma série de polimorfismos genéticos comumente presentes na população em geral, mas que 

podem atuar como modificadores da suscetibilidade à doença. Recentemente, através de análises de 

GWAS foram encontrados locis de suscetibilidade à DA que são comuns na população em geral e 

que exercem efeitos de risco ao desenvolvimento da doença, mas não o suficiente para causar a 

doença (BERTRAM et al., 2010; SPERLING et al., 2011). Portanto, a compreenção das bases 

genéticas envolvidas no mecanismo das doenças complexas, como no caso da DA, tal compreensão 

fornecerá benefícios tanto no diagnóstico, como no tratamento dessas doenças. 
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2.6. Polimorfismos Genéticos 

 Polimorfismos são variações na sequência da molécula de DNA, podem ser trocas, 

repetições, inserções ou deleções de uma ou mais bases nitrogenadas. SNPs são variações na 

sequência de DNA que ocorrem quando um único nucleotídeo da sequência é alterado, levando a 

uma alternativa usual de dois nucleótidos possíveis numa dada posição. Esse tipo de variação é o 

mais frequente no genoma humano, estão distribuídos ao longo de todo genoma, ocorrendo em 

média a cada 5.000 pares de base, sendo as mais comuns variações genéticas, correspondendo a 

aproximadamente 90% das variações genéticas em humanos (PUSHKAREV et al., 2009; 

BLENDY, 2011). Como consequência da troca de uma base, podem ocorrer dois tipos de mutação: 

transição e transversão. Mecanismo de mutação que resulta em transições ocorre troca entre: purina-

purina ou pirimidina-pirimidina, enquanto que nas transversões ocorre trocas entre: purina-

pirimidina ou pirimidina-purina, não incluindo polimorfismos de inserção ou deleção. Os SNPs 

podem estar presentes em qualquer região do genoma, tais como introns, exons, regiões promotoras 

e intergênicas, e sua presença pode levar ou não a alteração dos aminoácidos de uma proteína (KIM 

e MISRA, 2007). 

Com a evolução dos métodos de sequenciamento de nova geração, as inserções e deleções, 

conhecidas como INDELs, passaram a corresponder à segunda classe de variação genética mais 

comum em humanos (KU et al., 2010). Há milhões de INDELs descritos, sendo os INDELs 

dialélicos os mais abundantes, representando 8% de todas as variações genéticas encontradas no 

DNA humano (WEBER et al., 2002; LEVY et al., 2007; MULLANEY et al., 2010). A 

identificação e compreensão do impacto de SNPs e INDELs no genoma podem ter um impacto 

importante de como os seres humanos respondem à doença, ao meio ambiente e a medicamentos, 

podendo ser utilizados como marcadores genéticos em busca de fatores que influenciam as doenças 

neuropsiquiátricas (BLENDY, 2011; DEPRISTO et al., 2011). 

A triagem desses polimorfismos pode ser realizada por métodos experimentais, tais como: reação 

em cadeia da polimerase (PCR, do Inglês: Polymerase Chain Reaction), sequenciamento 

automático, PCR em tempo real, pirosequenciamento, biosensores para DNA e GWAS. Outra forma 

de realizar a triagem de alterações genéticas é por meio do uso de ferramentas computacionais, 

envolvendo uma grande quantidade de dados que podem indicar potenciais novos polimorfismos, 

que serão alvos de pesquisas de genotipagem (NAVRATIL et al., 2008; MARIAN, 2012; 

WAGNER, 2013). 

Acredita-se que os SNPs e os INDELs sejam as mais frequentes classes de mutações que 

predispõem as doenças neuropsiquiátricas, incluindo TH e DA. Embora nem todos os 

polimorfismos estejam associados à doença. O grau com que essas variações afetam o fenótipo é o 
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objetivo maior dos estudos de associação de SNPs e INDELs. No entanto, a detecção de SNPs e de 

INDELS com precisão continua a ser um desafio significativo (GAO et al., 2008; 

PELLEYMOUNTER, et al., 2011; HAN et al., 2012). 

 2.7. Estudos Genéticos de Associação 

Existem diferentes abordagens para se identificar polimorfismos genéticos associados a 

determinado fenótipo, classicamente é utilizado estudos de associação genética. Em geral, estudos 

de associação genética testam dois grupos fundamentalmente distintos para examinar genes 

candidatos de interesse, escolhidos com base na hipótese de relevância biológica para a doença em 

estudo. Sendo os estudos caso controle o tipo mais amplo de estudo de associação, neles buscam-se 

contribuições genéticas que possam auxiliar na caracterização de uma determinada doença, partindo 

do princípio que alelos que predispõe à doença deverão ser mais frequentes em pacientes 

comparados com o controle, da mesma forma que os alelos que possam oferecer proteção contra o 

desenvolvimento de uma condição patológica devem aparecer em maior número no grupo controle 

(NSENGIMANA e BISHOP, 2012). 

Com o avanço tecnológico que possibilitou diminuir o custo do sequenciamento genético, os 

estudos que comparam as frequências alélicas de todos os marcadores polimórficos disponíveis em 

indivíduos não relacionados que possuam um determinado sintoma ou condição patológica e em 

controles saudáveis se disseminaram. Até o final do primeiro semestre de 2012 já haviam sido 

publicados 1350 GWAS englobando 18 categorias que abrangem diferentes doenças e características 

humanas, como mostra a Figura 6, disponível em: http://www.genome.gov/GWAStudies 

(HINDORFF  et al., 2012). 
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Figura 6. GWAS publicados a partir de 2005 até junho de 2012, posicionados de acordo com a localização do 

lócus estudado nos cromossomos humanos; os círculos coloridos representam as categorias das doenças 

estudadas, os círculos amarelo-claros englobam as doenças neuropsiquiátricas, incluindo a DA. Disponível 

em: http://www.genome.gov/GWAStudies (HINDORFF  et al., 2012). 

 

Atualmente, o GWAS é um dos métodos experimentais mais utilizadas para estudos de 

associação onde se busca investigar variações genéticas associadas a doenças complexas. Em um 

GWAS a população amostral é dividida em casos e controles, sendo o grupo dos casos formado por 

indivíduos afetados pela doença que se quer investigar e o grupo controle representados por 

indivíduos saudáveis. Nesses grupos são caracterizadas centenas de milhares de SNPs, em geral de 

300.000 a 500.000 SNPs representativos da população em estudo, possibilitando uma investigação 

ampla do genoma humano (HINDORFF et al., 2009). 

  A principal vantagem nesse tipo de estudo é a obtenção de uma fonte muito rica de 

informações sobre a variabilidade genética humana, permitindo assim o estudo de doenças 

complexas, como no caso da DA, que se destaca entre uma das mais investigadas através de estudos 

de GWAS (REIMAN et al.,2007; HAROLD et. al., 2009; HINDORFF et al., 2009). No entanto, a 

análise de dados de GWAS é um problema computacional desafiador, devido à dimensionalidade e 

complexidade dos dados. Assim, paralelamente ao crescimento dos estudos de investigação do 

genoma humano, abordagens computacionais que viabilizem a análise dos dados gerados por essas 

investigações têm sido desenvolvidas (DUAN et al.,2013). 
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2.8. Bioinformática 

A bioinformática é uma área interdisciplinar que combina biologia molecular e ciência da 

computação e emergiu em meados da década de 90 junto com o surgimento dos sequenciadores 

automáticos de DNA que geraram rapidamente um grande número de sequências gênicas a serem 

armazenadas e analisadas. Centra-se no desenvolvimento de bancos de dados, algoritmos 

computacionais de busca, software de previsão e análise de sequências de genes e de proteínas 

(PIERCE, 2012).  

A bioinformática desenvolve e aplica essas ferramentas para minerar os dados e extrair a 

informação útil a partir de projetos de sequenciamento. Apresenta-se em constante crescimento 

junto à evolução das técnicas de sequenciamento que englobam todo o genoma e são capazes de 

gerar informações sobre milhões de pares de bases simultaneamente, que consequentemente trazem 

novas informações genéticas que requerem o contínuo desenvolvimento de métodos computacionais 

cada vez mais sofisticados para armazenar, recuperar, comparar e analisar dados genéticos 

(PIERCE, 2012). Assim, passou a ser considerada por grande número de pesquisadores como 

ferramenta fundamental para o armazenamento e análise de dados genômicos. 

Em análise de dados de GWAS, a imensa quantidade de dados se torna um fator crucial na 

seleção dos métodos mais adequados, já que nem todos os métodos são capazes de lidar com 

elevado número de dados em um tempo hábil, pois o tempo computacional pode ser 

significativamente reduzido com o uso de uma técnica apropriada (DUAN et al.,2013). 

Os métodos de busca gulosa iniciam pela busca do SNP que melhor discrimina casos de 

controles e seguem selecionando SNPs que, ao serem acrescentados ao grupo, reduzem um 

determinado critério de erro. Os SNPs vão sendo selecionados até que se atinja o mínimo global ou 

determinada condição de parada. O software PLINK destaca-se entre as ferramentas que utiliza esse 

método de busca (PURCELL et al., 2007). 

2.8.1. Alinhamento de Sequências 

Uma atividade extremamente importante na Bioinformática é o alinhamento ou comparação de 

sequências biológicas, onde é possível de forma rápida agregar informações sobre uma sequência 

desconhecida e compará-la com um banco de dados de sequências conhecidas. O alinhamento de 

sequências pode ser classificado em dois tipos (LESK, 2008):  

 Alinhamento global: encontra o melhor alinhamento de uma sequência inteira com outra(s) 

sequência(s) inteira.  
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 Alinhamento local: encontra o melhor alinhamento entre algum segmento de uma sequência 

com algum segmento de outra(s) sequência(s).  

O algoritmo de alinhamento global foi aplicado pela primeira vez por S. B. Needleman e C. D. 

Wunsch, posteriormente T. Smith e M. Waterman modificado para identificar alinhamentos locais 

(LESK, 2008). Atualmente os algoritmos mais utilizados para pesquisa de similaridade em banco de 

dados são: Smith-Waterman e o BLAST (BLAST do Inglês: Basic Local Alignment Search Tool) 

(SMITH e WATERMAN, 1981; ALTSCHUL et al., 1990; TATUSOVA e MADDEN, 1999; 

LESK, 2008).  

O algoritmo Smith-Waterman é o método que aperfeiçoa o alinhamento local. Levando em 

consideração a presença de inserções e/ou deleções, permite o alinhamento tanto de sequências com 

tamanhos diferentes, quanto de sequências com apenas alguns trechos conservados (SMITH e 

WATERMAN, 1981).  

O algoritmo BLAST utiliza heurística e algoritmos de programação dinâmica. Foi desenvolvido 

a partir do algoritmo Smith-Waterman, com o objetivo de melhorar o tempo de execução. No 

entanto, não apresenta a mesma precisão que o Smith-Waterman na análise de sequências pequenas 

(ALTSCHUL et al., 1990), mas o seu tempo de execução é significativamente menor. 

 Nos estudos biológicos, é fundamental que os alinhamentos indiquem uma real similaridade 

entre as sequências analisadas. Na análise dos alinhamentos alguns valores são fornecidos como 

resultado para cada alinhamento gerado. Neste trabalho, utilizamos os valores da identidade e do e-

value como filtros de seleção das sequências. A porcentagem de identidade quantifica o grau de 

similaridade entre as sequências comparadas. Enquanto o e-value corresponde à probabilidade de se 

obter, com outra sequência aleatória de mesmo tamanho e composição de nucleotídeos, outro 

alinhamento com score igual ou superior. Isso ocorre devido ao processo de alinhamento ser de 

forma aleatória, e quando o algoritmo compara fragmentos com diferentes tamanhos, sequências 

que não têm relação alguma podem ser alinhadas. Desta forma, o e-value, mais confiável tendem a 

zero (ALTSCHUL, 1990). No presente trabalho foram selecionadas sequências que apresentaram 

identidade entre 97% e 99% e e-value > 10
-20

. 

2.8.2. Redes Neurais Artificiais e Software PMut  

As redes neurais artificiais (RNAs) são modelos matemático-computacionais desenvolvidos 

para solucionar problemas através da simulação do cérebro humano. As redes neurais possuem nós 

ou unidades de processamento simples que calculam determinadas funções matemáticas. Essas 

unidades equivalem aos neurônios, que se encontram dispostas em uma ou mais camadas e são 

interligadas por um grande número de conexões, nas quais recebem e enviam informações. As 

camadas são classificadas em três grupos: a camada de entrada, em que as unidades recebem a 
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informação que será processada, a camada(s) intermediária(s), onde é feito processamento das 

informações, e a camada de saída, que conclui e apresenta o resultado final (BRAGA, et al., 2000). 

A Figura 7 apresenta uma arquitetura de uma RNA com os três grupos de camadas. 

 

 

Figura 7. Arquitetura de uma Rede Neural Artificial com os três grupos de camadas. 

As RNAs podem ser aplicadas para resolver uma grande quantidade de problemas. Com 

relação à biologia molecular, um bom exemplo de aplicação são softwares de predição de mutações 

associadas à doença, como o software PMut (FERRER-COSTA et al., 2005). 

 PMut é um software disponível na internet (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) que visa à 

predição rápida e precisa da associação de um polimorfismo de aminoácido único (SAP, do Inglês: 

Single Aminoacid Polymorphism) e um caráter patológico. Em especial para responder à seguinte 

pergunta: Dada uma mutação em um local específico em uma sequência de aminoácidos, podemos 

dizer se ela pode ser patológica (isto é, que pode levar a doença para o portador) ou neutra (sem 

efeito sobre a saúde do portador) (FERRER-COSTA et al., 2005). 

Este software é baseado no uso de RNA, treinada com um banco de dados de mutações 

neutras e mutações patológicas. A taxa de acerto é de 83,5% (FERRER-COSTA et al., 2005), sendo 

considerado um valor vantajoso quando comparado com os valores de outros programas que 

realizam a mesma função, como o SIFT (NG e HENIKOF, 2003) e POLYPHEN (SUNYAEV et 

al., 2001) que exibem uma taxa de acerto de 70,3% e 73,5%, respectivamente. Além disso, o PMut 

também possui um índice de confiabilidade (variando entre 0 e 9) que pode ser utilizado para 
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manter apenas as melhores previsões (aqueles com índice de confiabilidade acima de 5) (FERRER-

COSTA et al., 2004). 

2.8.3. Banco de dados Alzheimer’s Disease Neuroimaging Initiative – ADNI 

O ADNI foi lançado em 2003, como resultado do consórcio entre instituições acadêmicas, 

de empresas públicas, de empresas privadas e de instituições sem fins lucrativos, com o objetivo de 

desenvolvimento de pesquisas clínicas, estudos genéticos, estudos de neuroimagem, estudos 

bioquímicos e identificação de biomarcadores que auxiliem a detecção precoce e o 

acompanhamento da DA (WEINER et al., 2012).  

Inicialmente, o ADNI, chamado de primeira fase ou ADNI-1, foi projetado para ter duração 

de cinco anos, durante esse período foram realizadas coletas de informações em série, a cada seis 

meses, relacionadas ao desempenho cognitivo, mudanças cerebrais estruturais e metabólicas, 

alterações bioquímicos no sangue, no CSF e na urina do grupo participante do projeto (MUELLER 

et al., 2005; FRISONI E e WEINER, 2010). Fazendo-se cumprir o objetivo primário do ADNI, que 

foi testar se a ressonância magnética (MRI, do Inglês: Magnetic Resonance Imaging), tomografia 

por emissão de pósitrons (PET, do Inglês: Positron Emission Tomography), biomarcadores, 

avaliação clínica e neuropsicológica podem ser combinados para medir a progressão do MCI e 

início da DA; identificando marcadores sensíveis e específicos da progressão AD destinando-se a 

ajudar pesquisadores e clínicos no desenvolvimento de novos tratamentos e monitorar a sua 

eficácia, bem como reduzir o tempo e os custos dos testes clínicos (WEINER et al., 2012). 

Na fase do ADNI-1, foram acompanhados 800 adultos, com idades entre 55 a 90 anos, 

pertencentes a mais de cinquenta locais em todo Estados Unidos da América e Canadá. Entre estes 

400 indivíduos com MCI (acompanhados por três anos), 200 indivíduos com DA (acompanhados 

por dois anos), e 200 controles normais (acompanhados por três anos) (WEINER et al., 2012).  

Em 2009, o ADNI-1 foi estendido para o ADNI-GO (do Inglês: Grand Opportunities grant), 

onde foi adicionado um novo grupo de 200 pacientes com MCI, para estudo da relação entre 

biomarcadores em uma fase anterior a progressão da doença. O consórcio foi premiado com um 

financiamento de 69 milhões de dólares que permitiu, juntamente com o financiamento da indústria 

farmacêutica, um acordo de cooperação semelhante ao original, ampliando os estudos iniciais. Esta 

fase é chamada de ADNI-2 e já foram acrescentados 250 pacientes com MCI, 150 novos pacientes 

com AD e 150 idosos saudáveis (CARRILLO et al., 2009; FRISONI E WEINER, 2010). Prevê-se 

que o estudo de idosos saudáveis e pacientes com MCI e AD no ADNI-GO e ADNI-2 possam 

ajudar a identificar indivíduos que são candidatos de risco e a desenvolver terapia preventiva em 

pacientes quando estão levemente sintomáticos ou assintomáticos (SCHMIDT et al., 2010).  
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Os dados dos participantes do ADNI encontram-se disponíveis para download no banco de 

dados no site do ADNI (http://adni.loni.ucla.edu/). Nas análises deste trabalho, foram utilizados os 

participantes da fase ADNI-1. A Figura 8 apresenta o site do banco de dados ADNI. 

 

Figura 8. Página inicial de site do banco de dados ADNI. 

2.8.4. PLINK 

O PLINK contém um conjunto de ferramentas para análise de varredura genômica e foi 

projetado para executar diferentes bases de dados simultaneamente. É possível encontrá-lo no link: 

http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/index.shtml. A Figura 9 apresenta o site do software 

PLINK. 
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Figura 9. Página inicial do site do software PLINK. 

O PLINK interage com um conjunto de ferramentas que realiza análises de associação entre 

dados de genótipos e fenótipos de maneira computacionalmente eficiente. Devido ao elevado 

número de dados processados,  é sugerido o uso do pacote R para visualizar do arquivo de saída. A 

linguagem de programação R, altamente difundida na comunidade acadêmica das ciências 

estatísticas, possui um pacote “genetics” de simples uso para análise de dados genéticos (PURCELL 

et al., 2007).  

O PLINK é um programa de linha de comando escrito na linguagem C/C++, tem seu foco 

puramente na análise de dados de genótipo / fenótipo. Desenvolvido por Shaun Purcell, no Center 

for Human Genetic Research (CHGR), Massachusetts General Hospital, (MGH), com o apoio da 

equipe de desenvolvedores do próprio MGH O programa foi desenvolvido sob Licença Pública 

Geral (GPL), portanto, seu código fonte é de uso livre e encontra-se disponível no seguinte 

endereço eletrônico: http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink. Pode ser executado em diversos 

sistemas operacionais (PURCELL et al., 2007), neste trabalho foi utilizado o sistema operacional 

Linux. 

Todos os comandos que envolvem PLINK são digitados no prompt de comando do sistema 

operacional, seguido por uma série de opções, de acordo com o teste aplicado (todas as opções 

iniciando com o caracter -) para especificar os arquivos de dados e/ou métodos a serem utilizados. 

Todos os resultados são gravados em arquivos com extensões diferentes. Uma lista completa de 
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todas as opções e tipos de arquivo de saída são dados no endereço eletrônico do próprio programa: 

http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink 

2.8.5. GeneMANIA 

GeneMANIA é uma ferramenta de geração hipótese que utiliza grandes conjuntos de dados 

biológicos disponíveis em banco de dados publicos para encontrar genes correlacionados. 

Desenvolvido na Universidade de Toronto, no Donnelly Centre for Cellular and Biomolecular 

Research, nos laboratórios Gary Bader e Quaid Morris. Inicialmente GeneMANIA foi financiado 

pelo Ontario Genomics Institute, atualmente o financiamento é proveniente do Ontario Ministry of 

Research and Innovation. Encontra-se disponível gratuitamente através do endereço eletronico 

http://www.genemania.org e apresentado na Figura 10 (WARDE-FARLEY et al., 2010).  

O objetivo do algoritmo do GeneMANIA é possibilitar ao usuário estender uma lista de 

determinados genes, dados como entrada, para encontrar novos genes que apresentem relação entre 

si. A partir do conjunto de genes dado pelo usuário é gerada uma rede preditiva de associção que 

incluem interação proteína-proteína, interação proteína-DNA, vias metabólicas, co-expressão, co-

localização, domínio proteico conservado, ortologia e informações sobre doenças.  

O GeneMANIA
 
consiste de dois estágios: um algoritmo para cálculo de uma rede de genes 

com base na função derivado de fontes de dados distintas, e um algoritmo de propagação de rótulos 

para predição da função gência dada a rede. A construção da rede baseia-se em um conjunto de 

dados coletados a partir de 10 bancos de dados públicos e de 6 organismos diferentes. Atualmente a 

consulta do GeneMANIA abrange 6 organismos (Arabidopsis thaliana, Caenorhabditis elegans, 

Drosophila melanogaster, Mus musculus, Saccharomyces cerevisiae e Homo sapiens) e centenas de 

conjuntos de dados coletados a partir dos bancos de dados públicos GEO, BioGRID, InterPro, 

SMART, Pfam, PathwayCommons, BioCyc, Reactome, I2D e Ensembl, que são regularmente 

atualizados, além de ser  indicado um peso que mede cada associção encontrada, dando segurança e 

precisão nas redes preditas pelo GeneMANIA (MOSTAFAVI et al., 2008; WARDE-FARLEY et 

al., 2010).  
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Figura 10. Página inicial do site do software GeneMANIA. 
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Conclusões 

Após utilizar uma sequência de etapas associadas a diferentes ferramentas de 

bioinformáticas, foram encontradas variações previamente descritas no banco de dados de SNP do 

National Center for Biotechnology Information (dbSNP – NCBI), além de polimorfismos do tipo 

SNP e INDELs que surgiram como candidatos inéditos, para a manifestação dos TH. Estes achados 

levantam a possibilidade de que deleções de até 7 pares de bases estejam relacionadas à 

fisiopatologia dos TH, eventualmente em genes dos sistemas glutamatérgico e gabaérgico de 

neurotransmissor.  

Com a evolução das abordagens de sequenciamento de nova geração eleveram-se o número 

de INDELs associados à doença genética humana. Assim, SNPs e INDELs podem ser utilizados 

como marcadores em busca de fatores genéticos que influenciem na fisiopatologia das doenças 

neuropsiquiátricas.  

Vários softwares têm sido desenvolvidos para prever a relação entre uma variação genética e 

sua possível influência patogênica no indivíduo portador. Assim, a escolha do método computacional 

para que se possa ter um resultado in silico que melhor represente o acontecimento biológico, é parte 

inerente do sequenciamento do genoma humano e principalmente do mapeamento genético de doenças 

complexas, uma vez que essas doenças envolvem a regulação de muitos genes e possíveis interações 

entre eles e com o ambiente. 

Os experimentos com dados de GWAS indicam que as ferramentas computacionais 

utilizadas são adequadas, para análise genética proposta. Os programas R e PLINK permitiram 

analisar os dados em tempo hábil e extrair informações já relatadas, forneceram dados inéditos para 

nosso trabalho, como no caso do SNP (rs5904473) localizado no gene CCDC112 que até o presente 

trabalho não tinha sido associado a demências. Além disso, a nossa análise demonstra que 

características quantitativas podem revelar insights adicionais sobre o mecanismo que liga os níveis 

das Aβ-42 no CSF e os níveis da Aβ-40 no CSF e plasma sanguíneo e os genes candidatos 

apresentados como candidatos no envolvimento da fisiopatologia da DA e MCI.  

Em suma, as dificuldades encontradas na identificação de polimorfismos genéticos de risco 

a doenças complexas mostram que ainda há lacunas a serem preenchidas que possibilitem a 

identificação de polimorfismos em larga escala. Quanto aos desafios computacionais, há uma ponte 

entre biologia e estatística que ainda precisa ser encontrada para que a biologia dê significado e 

embasamento aos resultados estatísticos e computacionais obtidos. No entanto, os resultados desse 

trabalho também mostram eficiência, rapidez e ampla aplicabilidade dos métodos computacionais 

na compreensão e interpretação de dados biológicos. 
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Anexos 

Trabalhos Futuros 

 Estudo de caso-controle e validação dos polimorfismos candidatos associados aos TH e a 

DA, na população brasileira; 

 Como alternativa para análise em banco de dados, pretendemos combinar base de dados de 

microarray e GWAS para priorizar SNPs e explorar mais características das redes de 

interação gene-gene, que conduzam a associações relevantes com os fenótipos; 

 Em estudos futuros, será também importante incluir as análises de epistasia entre os genes, 

para investigar associações conjuntas com os fenótipos; 

 Investigar novas métricas de seleção de características, ou mesmo propor modificações nas 

métricas já existentes, para possíveis aplicações e consequente, comparações com os 

resultados aqui apresentados. 
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