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Resumo

Os transtornos do humor compdem um grupo de doencas heterogéneas caracterizadas por alteracfes
na esfera cognitiva das emocdes, sentimentos e motivacdo. Dentre os transtornos do humor a
Depressdo Maior, a Distimia e o Transtorno Bipolar figuram como os mais prevalentes e estudados.
Quanto a sua etiologia os transtornos do humor tém sido associados ao deficit de
neurotransmissores como a norepinefrina, dopamina, serotonina, glutamato e &cido gama-
aminobutirico (GABA). As variacfes genéticas podem contribuir para diferenciar atividades
protéicas e niveis de expressdo génica em complexos tracos genéticos, como transtornos mentais.
Assim, os estudos sobre polimorfismos genéticos, nas doencas psiquiatricas sdo de grande
importancia para a compreensédo dos mecanismos moleculares envolvidos e podem auxiliar no
diagnostico dos mesmos. O objetivo desse estudo € definir os principais polimorfismos envolvidos
nos Transtornos do Humor, priorizando genes ligados aos sistemas GABAérgico e Glutamatérgico,
atraves de técnicas de Bioinformatica. Para obter os resultados optou-se por utilizar o software
CLCbio Workbench Combined® versdo 3.6.2., no qual estudos de microarrays de expresséo foram
usados como a Unica origem de genes candidatos, para revelar variacbes novas, a partir de
sequéncias publicas de Expressed site tags (ESTs). A primeira etapa foi a construcdo do banco de
dados de ESTs e recuperacdo dos arquivos de RNAm respectivamente a partir do Golden path of
University of California Santa Cruz (UCSC) e National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Na etapa seguinte foram realizados multiplos alinhamentos e o algoritmo usado foi o
Smith-Waterman. Como resultados um total de 10402 ESTs foram alinhados, mas apenas 142
sequéncias de ESTs foram selecionadas depois da aplicacdo de pardmetros apropriados de
estringéncia utilizados para minimizar erros de alinhamentos. A anotagdo revelou vérias classes de
variacdes, a maioria delas sendo delecdes (158), mas tambem foram observadas transversées (17),
transi¢Oes (1), insergOes (4), mutagdes sindnimas (33), ndo sindnimas (202) e Variagdes nas regides
5’ ¢ 3’'UTRs (55). Sabe-se que as delecOes sdo freqlientemente associadas a principais sindromes
genéticas com caracteristicas dismorficas. Varios estudos associam os polimorfismos genéticos de
suscetibilidade transtornos de humor, exigindo o uso de técnicas em larga escala para identificar e
compreender 0os mecanismos moleculares envolvidos neste grupo de transtornos. Estes achados
levantam a possibilidade de que delecdes de até 7 pares de bases estejam ligadas a fisiopatologia
dos TH em genes dos sistemas glutamatérgico e GABAégico de neurotransmissor.

Palavras chave: In silico, Transtornos do Humor, Bioinformatica, ESTs, Microarrays.






Abstract

Mood disorders are clinically heterogeneous and characterized by changes in emotions, feelings and
motivation. Among mood disorders, major depression, dysthymia and bipolar disorder appear to be
the most prevalent and studied. The etiology of mood disorders has been associated with a deficit of
neurotransmitters such as norepinephrine, dopamine, serotonin, glutamate and gamma-aminobutyric
acid (GABA). Genetic variations may help to differentiate activities and protein levels of gene
expression in complex genetic traits, such as mental disorders. Thus, studies of genetic
polymorphisms in psychiatric disorders are of great importance for understanding the molecular
mechanisms involved and may assist in diagnosing them. The aim of this study is to define the main
polymorphisms involved in mood disorders, prioritizing genes related to GABAergic and
glutamatergic systems, using techniques of bioinformatics. For best results we chose to use the
software CLChio Combined Workbench ® version 3.6.2. In which microarray studies of expression
were used as the sole source of candidate genes, to reveal new variants, the sequences from public
Expressed site tags (ESTs). The first step was the construction of the database of ESTs and recovery
of files MRNA respectively from the Golden path of University of California Santa Cruz (UCSC)
and National Center for Biotechnology Information, the next step were performed multiple
alignments and the algorithm used was the Smith-Waterman. As a result a total of 10402 ESTs were
aligned, but only 142 ESTs sequences were selected after the application of appropriate parameters
of stringency used to minimize errors of alignment. The annotation revealed several classes of
variations, most of them being deletions (158), but were also observed transversions (17),
transitions (1), inserts (4), synonymous mutations (33), non-synonymous (202) and Variations in
the 5 'and 3'UTRs (55). It is known that the deletions are often associated with major genetic
syndromes with dysmorphic features. Several studies have linked genetic polymorphisms in
susceptibility to mood disorders, requiring the use of large-scale techniques to identify and
understand the molecular mechanisms involved in this group of disorders. These findings raise the
possibility that deletions of up to 7 base pairs are linked to the pathophysiology of TH genes
systems neurotransmitter glutamatergic and GABAergic.

Key words: In silico, Mood disorders, Bioinformatics, ESTs, Microarrays.
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Introducgéo
Os Transtornos do Humor (TH) caracterizam-se por alteracfes patologicas do humor que

pode variar desde uma extrema euforia até uma grave depressdo (Classificagdo Internacional das
Doencas, 10? Revisdo - CID-10). Estes transtornos geram elevado impacto na sociedade a nivel
mundial, afetam a qualidade de vida dos portadores e sdo responsaveis por elevadas taxas de
suicidio.

Em relacdo a sua etiologia os transtornos de humor surgem a partir da interagdo complexa de
multiplos genes e fatores estressores ambientais, aos quais estamos expostos diariamente e ao longo
da nossa vida, e dificilmente sdo explicados por um Unico componente genético ou ambiental
(KAPLAN; SADOCK, 2007).

A manifestacdo fenotipica da doenca inclui ndo s6 mudancas do humor, como também uma
gama de distdrbios do sistema cognitivo, motor, endocrino, autonomo e alteracbes do sono
(SANACORA et al.,, 2008). Sendo associados ao déficit de neurotransmissores como a
norepinefrina, dopamina, serotonina, acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato (SHI et al.,
2008; HOLDEN, 2003; KRONFOLD; REMICK, 2000).

Por definicdo, neurotransmissores correspondem a substancias contidas nos neurdnios e por
ele secretadas de maneira especifica numa sinapse para transmitir informacfes ao neurdnio pos-
sinaptico ou a um 6rgdo efetor, num processo que converte a mensagem quimica em um impulso
elétrico.

O conhecimento da estrutura quimica e do modo de acdo dos neurotransmissores possibilita
a compreensao e o tratamento de diversas doencas (NATHANSON, 1977). A figura 1 mostra os
neurotransmissores noradrenalina, serotonina e dopamina envolvidos em algumas fungdes

cognitivas.

Ansiedade

Energia Irritabilidade

Emocio
. Humor

Impulso

Interesse

Figura 1. Envolvimento individual e em conjunto dos neurotransmissores Noradrenalina,

Serotonina e Dopamina em algumas fungdes cognitivas.



Alteracdo nos sistemas de neurotransmissores € uma das hipdteses mais aceitas em relacdo a
etiologia dos TH. O sistema monoaminérgico (serotonérgico, noradrenérgico e dopaminérgico) tem
recebido maior atencdo nos estudos neurobioldgicos dos transtornos de humor. Com base na
hipdtese de disfuncéo dos sistemas monoaminérgicos cerebrais na doenca bipolar, um dos primeiros
genes candidato investigado foi a tirosina hidroxilase - TYH, uma enzima que limita o ritmo de
sintese das monoaminas.

Embora a maioria dos estudos concentrem-se no sistema serotoninérgico, mostrando
possivel desregulardo nesse sistema, e em menor medida no sistema noradrenérgico (MANN et al.,
2001; ZHU et al., 1999; ORDWAY, 1997; KLIMEK et al., 1997;MEANA et al., 1992; ROY et al.,
1989; BOURNE et al., 1968), também h& evidéncias de alteracBes de outros sistemas de
neurotransmissores, como dopaminérgico (ZALSMAN et al., 2004; BERQUIST et al., 2002;
BOWDEN et al., 1997; PARE et al., 1969), glutamatérgico (SEQUEIRA et al.,2009; SANACORA
et al.,2008; CHOUDARY et al.,2005; NOWAK et al.,1995; HOLEMANS et al., 1993;
CHEETHAM et al., 1988) e GABAérgico (SEQUEIRA et al.,2009; SANACORA et al.,2004;
BRAMBILLA et al.,2003; KRISTAL et al.,2002; MANJI et al.,2001).

Recentemente, o papel dos sistemas glutamatérgico e GABAérgico vem sendo investigado
no envolvimenento fisiopatologia e no tratamento dos distarbios de humor.

Elevados niveis de glutamato e &cido gama-aminobutirico (GABA) tem sido observado no
cortex cerebral de pacientes com disturbios do humor (SKOLNICK,1996). As provas disponiveis
sugerem que alteracdes em ambos os sistemas de neurotransmissores podem contribuir com a
fisiopatologia dos TH (SEQUEIRA, 2009; CRYAN;KAUPMANN, 2005; MERALI et al. 2004;
KRYSTAL et al. 2002).

Glutamato
- Descarboxilase
Glutaminase (GAD)

(GLS) ﬁ

Glutamina GINTAMATONE ..............cccoco0neiens » GABA

+ Amonia

Glutamina Receptores de
Sintetase Glutamato

1 4

Figura 2. Esquema mostrando as etapas metabdlicas, substratos e enzimas envolvidas na reciclagem
de glutamato e sua interacdo com o sistema GABAérgico. As setas representam 0s niveis dos

componentes envolvidos no ciclo. Adaptado Choudary, 2005.



Esta dissertacdo tem como principal objetivo identificar novos polimorfismos envolvidos
nos Transtornos do Humor, priorizando genes ligados aos sistemas de neurotransmissor
GABAeérgico e Glutamatérgico, através de técnicas de Bioinformatica. Utilizando ferramentas
disponiveis na internet, para a identificacdo, classificacdo e validacdo dos polimorfismos a partir de

banco de dados de etiquetas de sequéncias expressa (ESTS).
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Transtornos do Humor - TH
Os transtornos do humor (TH) compdem um grupo de doencas heterogéneas caracterizadas

por alteracbes na esfera cognitiva das emocdes, sentimentos e motivacdo. Sendo 0s mais
prevalentes e estudados a Depressdo Maior, a Distimia e 0 Transtorno Afetivo Bipolar (MORENO;
MORENO, 1995).

Os principais critérios para o diagnostico dos transtornos psiquiatricos sdo aqueles
organizados pela OMS (Classificacdo Internacional das Doencas, 10* Revisdo - CID-10, 1993) e
pela Associacdo Americana de Psiquiatria (Manual Diagnoéstico e Estatistico dos Transtornos
Mentais, 42 Edicdo Revisada — DSM-1V TR, 2002).

Os TH séo parcialmente divididos em Transtorno Depressivo Unipolar (UP) e Transtornos
Bipolares (TB). A presenca de um Unico episddio maniaco ja é suficiente para classificar o
Transtorno como Afetivo Bipolar, diferenciando-o de Depresséo isoladamente. Sdo diagnosticados
a partir de sintomas e sinais caracteristicos, que vdo desde uma depressdo profunda acompanhada
por sintomas psicoticos, passando por estados de depressdao moderada e irritabilidade, até estados
eufdricos brandos ou de mania, também acompanhado por sintomas psicéticos (DSM-1IV TR,
2002).

Cerca de 450 milhdes de pessoas sofrem de transtornos mentais e do comportamento, o que
representa cinco das dez principais causas de morbidade em todo mundo. O impacto desses
distarbios é evidenciado por representarem quatro das dez principais causas de incapacitacdo. Além
disso, estimativas indicam que a porcentagem da morbidade mundial atribuivel aos transtornos
mentais aumentara para 15% até o ano de 2020, tornando-se assim a segunda das principais causas
de incapacidade em todo o0 mundo (Organizacdo Mundial de Saude, 2005).

A Depressdo e o Transtorno Bipolar, por exemplo, sdo enfermidades que afeta em torno de
17% da populacdo, cerca de 340 milhdes de pessoas em todo 0 mundo (SOUGEY et al., 2003). A
prevaléncia desta patologia é maior para as mulheres (5 a 20%) do que para 0os homens (3 a 12%)
(PRYCE et al., 2005).

Para Galvis (1999), esses indices estdo relacionados ao aumento da expectativa de vida,
elevacdo do estresse, as crises familiares e a falta de suporte social.

Estudos demonstram que o estresse cronico, definido como um excesso de eventos negativos
por pelo menos seis meses pode gerar depressdo (BLACKBURN-MUNRO; BLACKBURN-
MUNRO, 2001).

Embora a maioria dos pacientes com transtorno de humor receba algum beneficio com o

tratamento, um dos principais obstaculos para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes de



transtorno de humor tem sido a compreensao limitada da sua fisiopatologia (RUSH et al, 2006;
TRIVED et al, 2006).

Transtorno Depressivo Maior - TDM
O transtorno de humor depressivo maior (TDM) caracteriza-se por um ou mais episodios

depressivos propriamente ditos, isto é, pelo menos duas semanas de sintomas de humor polarizado
para a depressdo ou perda de interesse, sem historias de epis6dios maniacos, mistos ou
hipomaniacos; acompanhados por no minimo quatro dos seguintes sintomas adicionais (DSM-1V
TR, 2002):

e Humor deprimido na maior parte do dia, quase todos os dias.

e Diminuicdo do interesse ou prazer em todas ou em parte das atividades diarias.

e Perda ou ganho significativo de peso, sem estar de dieta; diminui¢do ou aumento do apetite.

e Insdnia ou hipersonia.

e Agitacdo ou retardo psicomotor.

e Fadiga ou perda de energia.

e Sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inadequada.

e Capacidade de pensar e concentracdo diminuida.

e Indecisdo.

e Pensamento de morte, ideacdo suicida recorrente, tentativa de suicidio ou plano especifico

para cometer suicidio.

Ainda de acordo com o DSM-IV TR (2002), os sintomas do TDM causam sofrimento
clinicamente significativo no funcionamento social ou em outras areas na vida do individuo.

Segundo Moreno et al. (2007), a aparéncia do paciente deprimido é perceptivel por meio da
expressao facial triste, olhar melancélico ou apreensivo, testa franzida, ombros curvados e
tendéncia ao choro. Canales (2008) cita Otto Verauguth (1911), que descreveu uma prega peculiar
em forma de tridngulo da palpebra superior associada a depressao.

O TDM pode surgir de forma mais leve, ou muito grave; afetando pessoas em qualquer fase
da vida, inclusive infancia e adolescéncia e evolui de forma crénica, com taxa de recorréncia mais
alta nas pessoas que possuem mais de 45 anos de idade (OMS, 2005).

A diferenciacéo entre pacientes que tém um episddio Unico de TDM e pacientes com dois ou
mais episodios se justifica em razdo do curso incerto dos pacientes com apenas um episodio
(KAPLAN; SADOCK; GREBB, 2003), uma vez que depressdo maior tende a remissdo e
recorréncia (LIMA, 1999).

No transtorno depressivo maior recorrente, o paciente tem que ter vivenciado, pelo menos,
seu segundo episddio depressivo e que os diferentes episddios depressivos sejam separados por um

7



periodo minimo de dois meses, durante o qual o paciente ndo teve sintomas significativos de
depressédo (KAPLAN; SADOCK; GREBB, 2003).

Um episodio tipico ndo tratado tem uma duracdo média de seis meses. A probabilidade da
ocorréncia de episodios subsequientes aumenta com o numero de episodios. Apds o primeiro é de
50%, ap6s o segundo, de 70% e apds o terceiro, de 90%. As chances de suicidio estdo entre 10% e
15% dos casos (SOARES, 2009).

Segundo o National Comorbidity Survey (NCS) a relagdo mulher/homem é de 2:1,
aproximadamente. O maior grupo de risco sdo mulheres jovens, solteiras, com filhos pequenos, e as
possiveis explicaces para esta predominancia do sexo feminino variam desde a situacdo socio-
econdmica ate fatores hormonais (LEIBENLUFT, 1996; BURKER; REGIER, 1992).

Com relagdo a situacdo conjugal, a depressdo apresenta-se mais freqliente em divorciados,
do que entre solteiros e casados. Esses riscos apresentam variacao de acordo com o sexo. Mulheres
solteiras parecem ser menos suscetiveis a depressdo do que as casadas, com 0s homens ocorre
situacdo contraria. Viuvez recente e pessoas que moram sozinhas também fazem parte de grupos
com maior risco a depressao (SOARES, 2009).

O TDM atinge 121 milhdes de pessoas, sendo a causa de 850 mil suicidios por ano em todo o
mundo e existe estimativa que esse niumero aumente, pois segundo a OMS em 2020 a depressao
maior sera a segunda causa de incapacidade no mundo, e ficando ainda as doencas isquémicas
(infartes, insuficiéncia coronaria, acidente cerebrovascular) em primeiro lugar (OMS, 2009).

Uma pesquisa em Lundby (Suécia) mostrou uma incidéncia anual de depressao de 0,43% em
homens e 0,76% em mulheres. Até a idade de 70 anos, a probabilidade acumulativa de um primeiro
episodio de depressdao foi de 27% para homens e 45% para mulheres, taxas que colocam a
depressdo como um dos mais importantes problemas de satde publica (LIMA, 1999).

Existindo uma necessidade da realizacdo de um diagnostico precoce, que permita uma rapida

intervencdo terapéutica, bem como prevencdo de recaidas.

Transtorno Distimico - TD
Distimia ou Transtorno Distimico (TD), € um TH de natureza depressiva cronica, ndo-

episodica, de sintomatologia menos intensa do que nos TDM (AKISKAL, 2001; AKISKAL et al.,
1995; GRIFFITHS et al., 2000; SERRETTI et al., 1999), havendo casos onde o paciente distimico,
desenvolve ainda um quadro depressivo simultaneamente, o que é denominado como depressao
dupla (BELLINO, 2001).

De acordo com DSM-IV TR (2002) as caracteristicas diagndsticas para o Transtorno
Distimico sdo: humor cronicamente deprimido na maior parte do dia, na maioria dos dias por pelo

menos 2 anos, em criancas e adolescente o humor pode ser irritdvel e a duragdo deve ser no minimo
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1 ano. Durante o periodo de humor deprimido pelo menos dois dos seguintes sintomas adicionais
devem estar presentes:

e Apetite diminuido ou hiperfagia.

e Insdnia ou hipersonia.

e Baixa energia ou fadiga.

e Baixa auto-estima.

e Fraca concentracdo ou dificuldade em tomar decisdes.

Podendo existir também baixo interesse e autocritica, onde o distimico vé& a si mesmo como
desinteressante ou incapaz. Durante o periodo de 2 anos em adultos e 1 ano em criancas e
adolescentes, o intervalo livre de sintomas dificilmente dura mais que 2 meses.

Diferente do TDM, no TD apesar dos sintomas de fadiga, preocupacéo, alteracdo do sono e
depressdo os individuos conseguem atender as exigéncias basicas do cotidiano (CID-10).

Alguns autores caracterizam os pacientes com TD como sarcasticos, niilistas, rabugentos,
exigentes e queixosos (SPANEMBERG; JURUENA, 2004).

Apesar de apresentar sintomas menos intensos que no TDM, este quadro ndo deve ser
negligenciado por estar relacionado com intenso sofrimento pessoal, absenteismo, incapacitacao e
alto custo individual, social e econémico (GOLBBERG, 1992). Klein et al. (2000) mostraram que
ao longo do tempo individuos com TD experimentam um aumento cumulativo dos sintomas e mais
tentativas de suicidio e internacdes do que pessoas com episodios depressivo maior.

TD ¢ subdividido em precoce e tardio. Na forma precoce o inicio dos sintomas distimicos
ocorre antes dos 21 anos de idade, esses individuos sdo mais propensos a desenvolverem TDM
subsequientes. Ocorre igualmente em ambos os sexos e frequentemente compromete o desempenho
na escola e na interagéo social (DSM-IV TR, 2002).

A forma tardia ocorre a partir dos 21 anos (DSM-1V TR, 2002) e é mais comum em
mulheres que em homens (NARDIR, 1999), sendo mais frequente em pessoas solteiras (HAYDEN;
KLEIN, 2001; KLEIN et al.,2000).

Estudo realizado por Bellino (2001) mostra que a forma precoce é mais prevalente que a
forma tardia. Kocsis (1998) observou que embora a maioria dos casos de distimia inicie numa idade
precoce, uma porcentagem significante dos casos iniciava tardiamente, depois dos 50 anos de idade.
Outros estudos, como o realizado por Devanand et al. (1994) descreve um inicio tardio acima dos
65 anos de iadade.

Como todo TH, a distimia também apresenta elevada prevaléncia, aproximadamente 3 a 6%
da populacdo em geral (AVRICHIR; ELKIS, 2002; SERRETTI et al., 1999; NARDI, 1999;
AKISKAL, 1994; KELLER, 1994), sendo uma das condi¢gbes mais comumente encontradas na



pratica medica (SERRETTI et al., 1999). Embora, tem sido sub-representada na literatura cientifica,

com poucos dados sobre o fundo genético dos pacientes afetados (KLEIN et al.,2000).

Transtorno Afetivo Bipolar - TAB
O Transtorno afetivo bipolar (TAB) é um TH ciclico, crdnico e recorrente, caracterizada

pela alternancia dos sintomas depressivos e dos episddios ou sintomas maniacos, seguidos ou nao
de periodo de remisséo dos sintomas.

Por muito tempo o TAB foi negligenciado pela salde publica, atualmente é tratado como
uma condicdo grave e danosa na sociedade moderna (KRELLING, 2007), sendo responsavel por
5% a 15% das novas admissdes psiquiatricas hospitalares mais prolongadas (MIASSO, 2006).

Segundo 0 DSM-IV TR (2002), o TAB pode ser classificado nos seguintes subtipos:

e Tipo I. caracterizado por um ou mais episddios maniacos com ou sem alternancia de
sintomas depressivos.

e Tipo II: presenca (ou histdria) de um ou mais episodios depressivos maiores, presenca (ou
historia) de pelo menos um episddio hipomaniaco, sem jamais existir episédio maniaco ou
misto.

e Tipo SOE (sem outras especificagdes): compreende transtornos com caracteristicas
bipolares, mas que ndo satisfazem os critérios para qualquer TAB especifico.

Na fase de mania o paciente apresenta comportamento inadequado, impulsivos, podendo
trazer varios danos para si e para pessoas com as quais convive (KAPLAN et al., 2003). Dentre os
sinais e sintomas apresentados pelo paciente nessa fase do transtorno destacam-se: aumento da
auto-estima ou grandiosidade; reducdo da necessidade de sono, sentindo-se descansado depois de 2
ou 3 horas de sono; fuga de idéias ou sensacdo de aceleracdo dos pensamentos; distracéo,
sobretudo para estimulos externos irrelevantes; aumento da atividade ou agitacdo psicomotora;
participacdo em atividades prazerosas, mas que apresentam algum tipo de prejuizo como fazer
compras compulsivas e realizar investimentos financeiros insensatos (DSM-IV TR, 2002). Além
das caracteristicas trazidas no CID-10: aumento na desinibicao social; comportamento precipitado,
oferecendo risco ao sujeito; elevacdo da energia sexual ou indiscri¢do delas.

No que se refere a fase de depressdo os sintomas sdo semelhantes aos do TDM, para que 0
diagnostico seja efetuado sdo necessarias, no minimo, duas semanas de vigéncia dos seguintes
sintomas: humor deprimido acompanhado por incapacidade de sentir alegria, prazer ou satisfacao;
lentiddo ou agitacdo psicomotora; alteracGes do apetite e do sono; dificuldade de concentragéo; e
pensamentos negativos, ocorrendo ou ndo ideacdo suicida e/ou sintomas psicéticos. Mesmo nos
casos mais leves ha um sofrimento clinicamente significativo, com prejuizo no desempenho social
ou de outras areas importantes (DSMV-IV TR, 2002).
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Enquanto alguns pacientes experimentam apenas um episédio de mania e depressdo em suas
vidas, mais de 95% das pessoas com TAB tém episodios recorrentes de depressdo e mania ou
hipomania ao longo de suas vidas (GOODWIN; JAMISON, 1990). Segundo a Associa¢do de
Psiquiatria Americana (APA - 2002), a probabilidade de ocorréncia de novos episodios de
depressdo ou mania aumenta a cada episodio subsequente, apesar do tratamento. O que significa
que as pessoas passardo mais tempo doente e menos tempo saudavel a medida que o transtorno
progride.

Pessoas com menos de 50 anos estdo dentro de uma faixa de risco de um primeiro episodio,
enquanto as que ja tém o transtorno enfrentam maior risco de terem um episddio recorrente
enquanto que envelhecem (KAPLAN et al., 2003; STUART; LARAIA, 2001).

O TAB afeta cerca de 1,3% da populagdo (RUSH, 2003). A prevaléncia ao longo da vida
encontrada nos EUA para o transtorno bipolar do tipo | alcanca 1%, essa mesma prevaléncia é
encontrada na cidade de Sao Paulo (ANDRADE et al., 2002).

Dados da OMS (2009) mostram o TAB encontra-se em sexto lugar entre as doencas de
maior incapacidade mundial, respondendo por 3% de todas as doencas cronicas. Também associada
a elevado indice de morbidade e mortalidade (FRANGOU et al. 2002).

Segundo a OMS o suicidio esta entre dez principais causas de morte em todo o mundo, e
uma das principais causas na faixa etéaria de 15 a 35 anos de idade. Cerca de 1/3 dos pacientes com
TAB admitem tentativa de suicidio pelo menos uma vez durante a vida (OMS, 2009). Rihmer et al.
(2002) mostra uma prevaléncia de tentativa de suicidio de 10% a 18% em individuos diagnosticados

com TAB tipo | e uma variacao de 18% a 56% em individuos com diagndstico para TAB tipo II.

Fatores de risco genético associado aos TH
Em comparacdo a outras doencas complexas, as doencas psiquiadtricas tém uma

herdabilidade relativamente alta (CHAKRAVARTI; LITTLE, 2003). O envolvimento de
componentes genéticos em TH é fortemente sugerido, principalmente por estudos envolvendo
gémeos (MIDDELDORRP et al., 2008; KENDLER et al., 1993; MCGUFFIN;KATZ, 1991;), estudos
com familias (LIMA et al, 2004) e estudos com adotados (LAFER; VALLADA FILHO, 1999).
Além dos estudos de genética molecular, como estudos de ligagcdo e de associacdo que também
apontam para 0s TH como uma desordem de bases genéticas, envolvendo complexos mecanismos
de heranca (LIMA et al, 2004; KELSOE et al, 2001;).

Ogilvie et al. (1996) foram os primeiros a relatar uma associa¢do entre um numero variavel
de repeticdes em série (variable number of tandem repeats- VNTR) no segundo intron do gene que

codifica o transportador da serotonina (5-HTT) e UP. No mesmo ano, independentemente, Collier et
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al. (1996) ndo encontraram associacdo com UP, mas verificaram uma frequéncia maior de uma
variante deste polimorfismo num grupo de pacientes com TAB.

Estudos de ligacdo realizados em pacientes com Transtorno bipolar sugeriram o
envolvimento de regides nos cromossomas X, 18, 5, 11, 4, 21 e 12 (por ordem de quantidade de
estudos de ligacdo positivos), que, em geral, contém genes codificadores de proteinas, ou
subunidades de proteinas, relacionadas com neurotransmissores e seu funcionamento
(MERIKANGAS et al., 2002; SOUGEY et al., 2001).

O polimorfismo do promotor da proteina transportadora da serotonina (5-HTT) tem sido um
dos principais fatores de risco associados aos TH, principalmente em estudos multicéntricos e
quando associados a eventos estressores (OLIVEIRA et al., 2000; LESCH et al., 1996). No entanto,
Teste de Desequilibrio de transmissdo (TDt) ndo tém sido concordantes acerca do envolvimento
deste polimorfismo na origem dos TH (MERIKANGAS et al.,2002; SOUGEY et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2000; ZHANG et al., 1997). Mais recentemente, dois polimorfismos no gene
GRIN1 e GRNI2B, que codifica a subunidade NR1 e NR2B respectivamente (subunidades de
receptores ionotrdpicos ativadas pelo glutamato), tem sido associado com TAB (MARTUCCI et
al.,2006; MUNDO, et al., 2003).

Acredita-se que as varia¢Oes genéticas de base Unica (SNPs) sejam as mais frequentes fontes
de mutagdes que predispdem aos TH. A literatura nos revela que existem cerca de 4 milhdes de
SNPs ja identificados no genoma humano e prevé ainda a busca de outras sequéncias a serem
identificadas para que se possa ter uma ampla associacdo com doencas do Sistema Nervoso Central
(FREUDENBERG-HUA et al., 2003).

Além disso, estudos de expressdo constituem uma rica fonte de Express Sequence Tags
(ESTSs), sendo que cerca de 50 milhGes destas sequiéncias estdo disponiveis em bancos de dados e
que podem ser utilizadas como “matéria prima” para a localizagdo de variagdes no genoma
(ADAMS et al., 1991).

A triagem de SNPs pode ser realizada por métodos experimentais, tais como: Microarrays
de genotipagem, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), sequenciamento automético, PCR em
tempo real, pyrosequencing e biosensores para DNA (NISHIMURA et al., 2002; PATIL., 2001;
GESCHWIND et al., 2000). Ja os métodos de data mining e bioinformatica (In silico), envolvendo
uma grande quantidade de dados, podem indicar potenciais novos SNPs, que serdo alvos de
pesquisas de genotipagem (NAVRATIL et al., 2008; USECHE et al., 2001; PICOULT-NEWBERG
etal., 1999).

Recentemente, Lemos et al., 2009 identificaram através de um estudo de bioinformatica
possiveis delecbes que variaram de 1 a 10 pb nas regiGes exonicas de um grupo de genes associados

com doenca de Alzheimer (DA) através de estudos com microarrays realizado por outros grupos,
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fazendo estes, parte da via inflamatoria e apresentando niveis de expressdes alterados
(COLANGELDO et al., 2002).

Busca Por Genes Associados aos TH
Em doengas complexas, como os TH, diversos métodos tém sido utilizados com a finalidade

de identificar genes associados com os transtornos. Dentre estes métodos destacam os estudos de
expressao génica, que fazem uma analise global da expressdo génica em tecidos de individuos
afetados e controles sadios, e ferramentas de bioinformatica, que permite anélise rapida e eficiente
da grande quantidade de dados gerados pelos estudos de expressao.

Genes dos sistemamas Glutamatérgico e GABAérgico inseridos nesse estudo
Glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA) sdo 0s principais neurotransmissores

excitatorios e inibitérios no sistema nervoso central sistema, respectivamente
(SCHOUSBOE;WAAGEPETERSEN, 2007; DANBOLT, 2001), estudos sugerem que alteragdes
em ambos 0s sistemas de neurotransmissores podem contribuir com a fisiopatologia dos TH
(SANACORA et al., 2008; CHOUDARY et al., 2005; MERALI et al., 2004; KRYSTAL et al.,
2002). Embora estudos levantem hipéteses do envolvimento desses neurotransmissores nos TH, 0s
mecanismos moleculares que podem causar ou contribuir com a doenca permanecem
desconhecidos. Os locos cromossdmico dos genes inseridos nesse estudo estdo representados na
figura 3.
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Figura 3. Representagdo geral dos locos cromossomicos dos genes inseridos nesse estudo,

sinalizados em vermelho.

Genes SLC1A3 e SLC1A2
A captacdo do neurotransmissor glutamato depende de uma familia de transportadores de

membrana de alta afinidade (EAATS). A familia EAATSs é composta por cinco membros: EAAT1
(SLC1A3); EAAT2 (SLC1A2); EAAT3; EAAT4; EAAT5 (DENG et al.,2004). Apresentam
localizacdo diferente a nivel celular, os receptores SLC1A3 e SLC1A2 estdo presentes nos
astrécitos, enguanto os outros receptores dessa familia sdo neuronais (BERRY et al., 2003).
SLC1A3 esta localizado na regido 5p13 e SLC1A2 foi mapeado para 11p13. Mudancas nos
niveis de expressao dos genes SLC1A2 e SLC1A3 em pacientes com TDM e TAB foi recentemente
demonstrado (SANACORA et al., 2008; CHOUDARY et al.,2005), o que faz desses genes fortes

candidatos a associagédo aos TH.

Gene GLUL
A proteina codificada pelo gene GLUL pertence a familia glutamina sintetase. O ciclo

glutamato-glutamina entre neurdnios e astrocitos tem sido proposta como principal via de

reciclagem do glutamato, que ao ser recaptado € convertido a glutamina pela a¢do da glutamina
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sintetase, posteriormente é transportado aos neurdnios e revertido a glutamato pela acdo da
glutaminase (DANBOLT, 2001). Localizado na regido 1931, este gene é expresso durante o inicio
da fase fetal, desempenhando um importante papel no controle do pH do corpo através da remogao
da amdnia em circulacdo (CLANCY et al,1996). Recentemente foi encontrado nivel alterado na
expressdao de GLUL no cortex preé-frontal de suicidas portadores de TDM (SEQUEIRA et al.,
2009).

Gene GRIAL, GRIK1, GRIK5 e GRM3
Os receptores de glutamato medeiam maior parte da neurotransmissao excitatoria no cérebro

de mamiferos e sdo ativados em uma variedade de processos neurofisiologicos normais (SAGER et
al.,2009) . Esses receptores sdo classificados em dois grupos ionotropicos e metabotrdpicos, de
acordo com suas caractéristicas moleculares (OZAWA et al.,1998).

Ha trés classes de receptores ionotrépico de glutamato: NMDA (N-metil-D-aspartato),
AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propiénico) e receptores Kainato (BORTOLLO et

al.,1999). A figura 4 ilustra a distribuicao desses receptores na membrana neuronal.
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Figura 4. Receptores ionotropico de glutamato: NMDA, AMPA e Kainato. Distribuidos na

membrana neuronal.

O gene GRIAL, localizado na regido 5¢31.1, pertence a uma familia de alfa-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato (AMPA) (PEI et al.,, 2007). Esse gene tem grande
importancia no controle da plasticidade sinaptica (DU et al., 2004), diferentes estudos mostram que
uma diminuicéo da plasticidade sindptica pode estar associada a fisiopatologia do TAB (SHI et al.,
2008; CARLSON et al., 2006; KEMPERMANN;KRONENBERG, 2003; DUMAN, 2002).
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Receptor ionotropico de glutamato, Kainate 1, tambem conhecido como GRIK1, é uma
proteina que nos humanos é codificada pelo gene GRIK1 (NUTT; KANBOJ, 1994). Esse gene esta
localizado no cromossomo 21g22.11 (EUBANKS et al.,1993). Realizando uma comparagdo de
perfis de expressdo génica de cérebro postmortem de portadores de transtornos mentais, lwamoto et
al. 2004, mostraram uma tendéncia na diminuicdo da expressdo de genes que codificam receptores,
incluindo o gene GRIK1, em portadores de TAB .

O gene GRIK5, em humanos localizado na regido 19913.2, codifica o receptor ionotrdpico
de glutamato, Kainate 5 (SZPIRER et al., 1994). Um recente estudo mostrou possivel associacéo
do gene GRIK5 a diversas desordens neuropsiquidtricas, incluindo os TH (GRATACOS et al.,
2009).

Mapeado no cromossomo 7g21.1, o gene GRM3 codifica receptores de glutamato
metabotropico 3 (SCHERER et al., 1996). Recentemente, Tsunoka et al., 2009, encontraram uma
associacdo entre um SNP (rs6465084) no gebe GRM3 e TDM, no entanto nenhuma associacao
entre GRM3 e TAB.

Genes GABRB3, GABRD e GABRAS

Os receptores GABAérgicos sdo classificados em ionotropicos (GABA ) e metabotropicos
(GABA ). Consiste em receptores transmembrana, compostos por cinco subunidades organizadas
em torno de um canal idnico (Cl ) central, sendo esse aberto a partir de diferentes ligantes, como o
neurotransmissor GABA, benzodiazepinicos, barbitdricos e esterdides anestésicos, entre outros
(WEI et al., 2003).

Em humanos, as subunidades dos receptores sdo divididas nos seguintes tipos: seis tipos de
subunidades o (GABRA1, GABRA2, GABRA3, GABRA4, GABRAS ¢ GABRAO®); trés tipos de
subunidades B (GABRB1, GABRB2 e GABRB3); trés tipos de subunidades y (GABRG1,GABRG?2
e GABRG3); uma subunidade 6 (GABRD); uma subunidade ¢ (GABRE); uma subunidade =
(GABRP); e uma subunidade 6 (GABRQ) (MOKRAB et al., 2007).

Essas subunidades se combinam de diferentes maneiras formando os canais GABA A Existe
um requisito minimo de duas subunidades a e 3 para que seja formado um canal i0nico, mas o mais
comum é a unido de duas subunidades a, duas f e uma y, formando o pentdmero o 2 B 2 Y

(CONNOLLY et al., 1996), representado na figura 5.
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O receptor do acido gama-aminobutirico subunidade beta-3 é uma proteina codificada pelo
gene GABRBS3, que esté localizado no cromossomo 15g11.2 (PAPADIMITRIOU et al., 2001),
mutacdes nesse gene tem sido associada a patogénese de varias doencas neuropsiquiatricas como
autismo, TDM, esquizofrenia e TAB (BUXBAUM et al.,2002; DELONG, 2004; TORREY et al.,
1997).

O gene GABRD codifica o receptor GABA A subunidade o, encontra-se localizado na
regido 1p36.3 (EMBERGER et al., 2000) em conjunto com o0 gene GABRADS, da regido 15911.2,
que codifica o receptor GABA A a 5 tem sido associado a diversas doencas psiquiatricas, como foi
observado em um recente estudo, onde variaces em ambos o0s genes apresentam fortes evidéncias
de risco para o TAB (CRADDOCK et al., 2010).

Estudos de Microarrays de expressao
O sequenciamento do genoma humano foi acompanhado por avancos tecnologicos na

biologia molecular. Dentre as novas tecnologias desenvolvidas destaca-se a técnica de microarrays
de expressao.

Esta técnica permite testar simultaneamente os niveis de expressdo de milhares de genes em
uma Unica amostra, onde é possivel analisar comparativamente a expressdo génica global que
ocorre em diferentes tipos celulares e tecido especifico, quando submetidos a uma determinada
condicdo patoldgica ou experimental. Sdo empregados na analise do conteitdo de mRNA de uma
ceélula para revelar os padrbes de expressdo de RNA, ou na analise de DNA genémico, para revelar
genes ausentes ou mutados.

Assim, a técnica de microarrays promete revolucionar a compreensdao e o diagnostico de
doencas complexas por meio de um aumento substancial da capacidade analitica dos processos
moleculares (DAVIS; KHOURY, 2006; SHARP et al., 2006; MOCELLIN; ROSSI, 2007).
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O principio basico da tecnologia de microarray consiste da hibridizacdo de RNA
mensageiro, extraido de células de uma amostra de tecido de interesse, a DNA complementar
(cDNA) representativo de uma numerosa classe de genes. O cDNA é imobilizado e distribuido em
forma matricial sobre uma superficie apropriada. Cada gene ¢ representado por um ou mais “spots”
de cDNA na superficie da microarray — este esquema de enderecamento espacial € o que permite a
investigagdo em paralelo de milhares de genes em um Unico experimento. O cDNA ¢é previamente
marcado com uma substancia fluorescente, o que permite, ap6s a hibridizacéo e lavagem do excesso
de material, digitalizar uma imagem da microarray. Os spots que se apresentam luminosos
correspondem a genes que estdo sendo expressos na amostra (GESCHWIND et al., 2000).

Essa tecnologia usa um processo de litografia, similar ao usado na fabricagéo de microchips
de circuitos eletronicos, para imprimir oligonucleotideos no substrato da microarray, uma base por
vez; isto permite alcancar altos niveis de miniaturizacéo e de densidade de spots (LOCKHART et
al., 1996).

A andlise de dados de microarrays consiste no uso de métodos graficos, tais como
agrupamento e reducdo de dimensionalidade (RENCHER, 2002), e de técnicas estatisticas, tais
como testes de hipoteses (KERR; CHURCHILL, 2001) e projeto de classificadores (BRAGA-
NETO; DOUGHERTY, 2005). Algoritmos de selecdo de atributos podem encontrar
automaticamente genes que melhor discriminam entre as classes presentes na amostra (KIM et al.,
2002); classificadores projetados usando esses genes como Vvaridveis podem servir como
ferramentas de diagndstico/prognostico clinico (VAN DE VIJVER et al., 2001).

A eficacia de tais classificadores é avaliada através de métodos robustos de estimacdo de
erro, que indicam o grau de discriminacdo atingida pelo conjunto de genes considerado (BRAGA-
NETO; DOUGHERTY, 2004). Além disso, os genes discriminantes e classificadores assim
descobertos podem levar a um entendimento basico dos mecanismos moleculares envolvidos. Desta
forma, hipoteses cientificas sdo automaticamente geradas a partir do massivo conjunto de dados de
expressdo génica obtidos com as microarrays. E importante ressaltar que essas hipGteses devem ser
validadas por meio de experimentos bioquimicos tradicionais conduzidos independentemente.

Do ponto de vista da bioinformatica, os microarrays de DNA sdo fontes prolificas de
geracdo de dados. Um padrdo chamado MIAME (Minimum Information About a Microarray
Experiment) descreve os contetdos e o formato da informag&o a ser coletada em um experimento e
depositada em bancos de dados (LESK, 2008).

Os principais bancos de dados publicos de microarrays sdo: o European Bioinformatics
Institute-EBI (www.ebi.ac.uk/arrayexpress), o GEO (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) e o Stanford

Microarray Database-SMD (www.stanford.edu/microarray/smd).
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Combinar o uso de microarray para evidenciar genes candidatos a serem explorados em
estudo de localizacdo de variacdo genética é extremamente valido. Essa metodologia ja foi usada no
nosso grupo para ajudar na selecdo de variagdes inéditas de risco para DA (LEMOS, 2009).

Bioinformatica
A bioinformatica € uma ciéncia relativamente nova, emergiu em meados da década de 90

junto com o surgimento dos seqlenciadores automaticos de DNA que geraram rapidamente um
grande numero de sequéncias a serem armazenadas e analisadas. De modo geral, a bioinformética é
0 desenvolvimento e a aplicacdo de recursos computacionais e matematica para apresentacéo,
estocagem, organizacdo, obtencdo, analise e visualizagdo de dados biologicos (PASTERNAK,
2007).

Uma atividade extremamente importante na Bioinformatica é o alinhamento ou comparagédo
de sequéncias bioldgicas, onde é possivel de forma rapida a agregar informagdes sobre uma
sequéncia desconhecida e compard-la com um banco de dados de sequéncias conhecidas. O

alinhamento de sequéncias pode ser classificado em dois tipos (LESK,2008):

e Alinhamento global: encontra o melhor alinhamento de uma sequéncia inteira com

outra(s) sequéncia(s) inteira.

e Alinhamnto local: encontrar o melhor alinhamento entre algum segmento de uma

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

O algoritimo 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 algoritimos mais utilizados para pesquisa de similaridade em
banco de dados sdo: Smith-Waterman (LESK, 2008; SMITH; WATERMAN, 1981) e o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (LESK, 2008; TATUSOVA; MADDEN, 1999; ALTSCHUL
et al., 1990).

O algoritmo Smith-Waterman € o método que aperfeicoa o alinhamento local. Levando em
consideracdo a presenca de insercdes e/ou delecbes e permite o alinhamento tanto de sequéncias
com tamanhos diferentes, quanto de sequéncias com apenas alguns trechos conservados (SMITH;
WATERMAN, 1981).

O algoritmo BLAST utiliza heuristicas e algoritmos de programacgdo dindmica. Foi
desenvolvido a partir do algoritmo Smith-Waterman, com o objetivo de melhorar o tempo de
execucdo. No entanto, ndo apresenta a mesma precisdo que o Smith-Waterman na anéalise de
sequéncias pequenas (ALTSCHUL et al., 1990), mas o seu tempo de execucdo € significativamente

menor.
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Para os estudos biologicos € fundamental que os alinhamentos indiquem uma real
similaridade entre as sequéncias analisadas.

Na analise dos alinhamentos alguns valores sdo fornecidos como resultado para cada
alinhamento gerado. Nessa dissertacdo utilizamos os valores da identidade e do e-value como filtros
de selecéo das sequéncias. A porcentagem de identidade quantifica o grau de similaridade entre as
sequéncias comparadas. Enquanto o e-value corresponde a probabilidade de se obter, com outra
sequéncia aleatoria de mesmo tamanho e composicao de nucleotideos, outro alinhamento com score
igual ou superior. 1sso ocorre devido ao processo de alinhamento ser de forma aleatdria, e quando o
algoritmo compara fragmentos com diferentes tamanhos, sequéncias que nao tém relacdo alguma
podem ser alinhadas. Desta forma, o e-value, mais confidvel tendem a zero (ALTSCHUL, 1990).
No presente trabalho foram selecionadas sequéncias que apresentaram identidade entre 97% e 99%

e e-value > 10%°

Redes Neurais Artificiais e software PMut
As redes neurais artificiais (RNAs) sdo modelos matematico-computacional desenvolvido

para solucionar problemas através da simulacdo do cérebro humano. As redes neurais possuem nos
ou unidades de processamento simples que calculam determinadas funcBes matematicas. Essas
unidades sdo a simulacdo dos neurdnios, encontram-se disposta em uma ou mais camadas e Sao
interligadas por um grande namero de conexdes, nas quais recebem e enviam informacdes. As
camadas séo classificadas em trés grupos: a camada de entrada, em que as unidades recebem a
informacgdo que serd processada, a camada(s) intermediaria(s), onde é feito processamento das
informacdes, e a camada de saida, que conclui e apresenta o resultado final (BRAGA, et al., 2000).

A figura 3 apresenta uma arquitetura de uma RNA com os trés grupos de camadas.

Figura 6. Arquitetura de uma RNA com o0s trés grupos de camadas.
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As RNA podem ser aplicadas para resolver uma grande quantidade de problemas. Com
relacdo a biologia molecular, um bom exemplo de aplicacéo sdo softwares de predi¢cdo de mutacbes
associadas a doenca, como o software PMut.

PMUT é um software disponivel na internet (http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/) que visa a
predicdo rapida e precisa da associacdo de um polimorfismo de aminoacido unico (SAP) e um
carater patoldgico. Em especial para responder a seguinte pergunta: Dada uma mutagdo em um
local especifico em uma sequéncia de aminoacidos, podemos dizer se ela pode ser patolégica (isto
é, que pode levar a doenca para o portador) ou neutra (sem efeito sobre a satde do portador).

Este software € baseado no uso de RNA, treinada com um banco de dados de mutacdes
neutras e mutacdes patoldgicas. 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 funcéo, como o SIFT (NG; HENIKOF, 2001) 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 indice de confiabilidade (variando entre 0 e 9) que pode ser utilizado para
manter apenas as melhores previsdes (aqueles com indice de confiabilidade acima de 5) (FERRER-
COSTA et al., 2004).
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Abstract Genetic variations might contribute to differences
in protein activities and gene expression levels observed in
complex genetic traits, like neuropsychiatric disease. This
finding motivated the development of original approaches
using expression studies to guide the finding of new
genetic variations. We extended this approach to new
genes selected from microarrays studies of brain samples
of patients with Alzheimer’s disease, major depressive
disorder, bipolar affective disorder, and sporadic
Creutzfeldt— Jakob disease. The CLCbio Workbench
Combined® version 3.6.2 was initially used to build
expression sites tags (ESTs) and mRNA files retrieved,
respectively, from the Goldenpath (UCSC) and NCBI
databases and latter to perform multiple batches of Smith—
Waterman alignments. The total of 438 ESTs sequences
were selected after proper stringent parameters were
applied to the first set of mismatches. The annotation
revealed various classes of variations, most of them
deletions ranging from 1 to 10 pb. These deletions were
present in coding regions, 5’ and 3' UTR regions. Deletions
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genetic syndromes with dysmorphic features; however,
recent studies show that common microdeletions might be
highly associated with common neuropsychiatric disorders.

Keywords: Genetic variations, Bioinformatics, Expression
databases, Neuropsychiatric disorders, Neurogenetics

Introduction

A myriad of Bioinformatics tools and Genomic databases,
currently curated by public and private institutions, are in
constant development to process the rampant amount of
data generated by major sequencing consortia (Stein 2008).
However, proteomic platforms are in a much faster track of
advancement, especially after the widespread usage of
microarray technologies, which allowed the simultaneous
analysis of expression patterns, in a single experiment
(Miller et al. 2008).

Genetic variations might contribute to differences in
protein activities and gene expression levels observed in
complex genetic traits, like neuropsychiatric disorders.
This finding motivated the development of original
approaches in using expression studies to guide the finding
of new polymorphic regions, which might include single
nucleotide polymorphisms (SNPs), deletions and insertions
of a few base pairs, microdeletions, or even major
chromosomal changes (Coppola et al. 2008; Lemos et al.
2009). Previous reports studied expression sites tags
(ESTs) sequences through the simultaneous overlapping
and comparison of numerous batches of alignments in
order to identify genetic variations such as SNPs (Useche
et al. 2001; Forment et al. 2008). However, our group
recently screened ESTs databases and predicted the
existence of deletions ranging from 1 to 10 bp in genes
from the
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inflammatory pathway in Alzheimer disease (AD) that
showed expression levels altered in microarray studies
with the Cornu Ammonia 1 (CAL) subregion of the
hippocampus (Lemos et al. 2009; Colangelo et al. 2002).
Extending this method to the study of AD and additional
neuropsychiatric diseases in expression databases might
uncover original genetic variations as potential new risk
factors for these diseases, some of them among the most
prevalent medical conditions.

Materials and Methods

In this analysis, we extended this approach to new genes
selected from microarrays studies of specific brain samples
of patients with AD (CA1 and Inferior parietal lobe), major
depressive disorder (anterior cingulated cortex), bipolar
affective disorder (left dorsolateral prefrontal cortex), and
sporadic Creutzfeldt—Jakob disease (CJD; prefrontal
cortex). Figure 1 summarizes the genes selected (GRA1
and isoform 1, GRIK1, SLC1A2, SLC1A3, GABRD,
TNFAIP2, CTSC, CXCR4 isoform B, ECE2 isoform A/C,
and TAGLN3), displaying also which ones were up-or
down-regulated in different groups of patients (Colangelo
et al. 2002; Choudary et al. 2005;Xiang et al. 2005;
Weeraratna et al. 2007). The methodology was according
to Lemos et al. (2009), and the software CLCbio
Workbench Combined® version 3.6.2. was used during all
the following steps, initially to build spliced ESTs and
mRNA files retrieved respectively from the Goldenpath
(www.genome.ucsc.edu) and NCBI

Figure 1 Sequential steps of the

J Mol Neurosci

(www.ncbi.nlm.nih.gov) databases and latter to perform
multiples  batches of Smith-Waterman BLASTn
alignments (Fig. 1).

An initial number of 8,156 ESTs related to the genes
previously selected were screened to decrease the chances
of handling sequencing artifact, excluding alignments with
100% identity and e value index under 10", A final list of
438 ESTs was analyzed, and after a proper annotation, we
searched the NCBI SNPs database for any of the variations
detected during this study.

The “GC content,” a tool of UCSC genome browser
platform, was used to identify and avoid regions more
likely to generate sequencing artifacts.

The whole process was accelerated by using an additional
piece of hardware, named CUBE® version 1.06, designed
to speed sequence alignment and subsequent data mining,
through a Field Programmable Gate Array (FPGA)
technology which runs Smith—Waterman up to 125 times
faster than a 3-GHz desktop computer.

Results

Annotation originated from our analysis revealed various
classes of variations, most of them deletions [333]. Among
this specific group, some were frameshift deletions [137]
and the virtual translation of a few others [7] were
predicted to induce no change other than an amino acid
removal, with no subsequent repercussions at the protein
sequence (Electronic supplementary material).

1. Genes selected from microarrays studies

proposed Bioinformatics Disorders Genes Expression levels
pipeline for screening candidate
variations from ESTs databases. GRIAl/isoforml * 4. BLASTn CLCbio
The arrows indicate genes MDD/BPD  SLC1A2 $ Combained Workebench
down-or up-regulated selected
X : SLCIA3 . 4
from microarray studies [
GRIK1 %
MDD ; ;
GABRD 5. Multiples batches of alignment
BPD GRIK1 & 51
TNFAIP2 52
AD CTSC * 5
CXCR4 isoformB 54
AD/CID ECE2 isoform A/C 3 I
TAGLN3 = =
6. Annotations of variations
| TCGGATGCTC...
2.NCBI mRNA data base | R ML
TGCGATGCTC...
AM L 7. GC Content
3.UCSC ESTs data base Analysis
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In addition, the analysis identified possible transitions
[251], synonymous SNPs [3], non-synonymous SNPs
[255], and variations in UTRs [32].

Additionally, we noticed clusters of mismatches in
different ESTs libraries in certain exons of the genes
TNFAIP2, CTSC, ECE2 isoform C, and TAGLNS3 (Fig. 2).
This finding makes them actual promising candidates to be
explored afterward as candidate risk factors.

The process of virtual validation and a search at the NCBI
SNP database confirmed a previous deposited variation
(rs217086) at the exon 5 of the CTSC gene, showing once
again that this method is a feasible approach to detect
genuine genetic variations that were previously confirmed
in actual DNA samples (Fig. 2).

A virtual translation detected a greater number of non-
synonymous variations, and some of them caused by
micro-deletions predicted to change the coding frame or to
generate stop codon and truncated protein in some cases
(Table 1). The annotation revealed deletions ranging from
1 to 10 bp, predicted in coding regions, 5" and 3' UTR
regions (Electronic supplementary material). Curiously,
this pattern of variations was similar to our previous study
in candidate genes for AD (Lemos et al. 2009).

The distribution of “GC content” in percent at the regions
analyzed ranged between 50% and 70%, and this
additional evaluation was a standard procedure during this
study to select only variations in areas of low GC content,
since these regions present lower chances of providing
sequencing artifacts, which might be misinterpreted as true
variations.

Discussion

The genes analyzed in this study were previously investi-
gated with different approaches and have been involved
with the glutamatergic system in mood disorders, inflam-
mation, and immunological signaling or amyloid clearance
in AD and cytoskeleton-associated protein in CJD
(Colangelo et al. 2002;Choudary et al. 2005; Xiang et al.
2005; Weeraratna et al. 2007).

Genes associated with inflammatory pathway showed
significant up-regulation expression in subjects with AD,
indicating that this panel might be an indicative of disease
progression (Blalock et al. 2004).

Studies have linked some neuropsychiatric disorders, such
as schizophrenia, mood disorders, AD, amyotrophic

BI836898 c.1594delC Pro488del fs 498 Stop Codon
9 BI335568 ¢.1594delC Pro488del fs 498 Stop Codon
1

a. TNFAIP2 1 2 3 4 s 6 7 8 10 11
654aa - [ -
| | 1 1 | ] | 1 I | K\
CD622342 ¢.1760delC Glu544del fs ’—/ BQ689075 ¢.1901delC Ser591del fs
BG119828 ¢.1760delC GluS44del fs CD622342 ¢.1901delC Ser591del fs
b. CTSC isoform A BES873741 BI091624 BE620461 BG320993 ¢.620delT Phe 74del
46322 BE730063 BE897210 BI194674 BG541659 ) 175 Stop codon
| BE874132 c.784delT +790delT Leu229del fs
1 5 5 6 7 8 9 | BX335972 ¢.784delT +790delT Leu229del fs
T80468 NO0454 CD612872 BES71280 Al142867 DC340683 H16271 DR156420 DN996331 DB244390 DB196895
I_ DB245024 DB120476 DB115585 DB008884 DB104620 DB202570 DB001198 DB048722 DA466391DB002568 DB017611
DB109259 DB190678 DB065329 DB206754 DB244451 DB017391 DB009972 DB202850 DB019403 DB018447 DB013058
c.556C>T DB245891 DB201696 DB198066 DAQ06812 DA471118 DA973428 DA468551 DA978532 DAS537607 DA463330 DA462473
Thr1530e DA620324 DA922050 DA916851 DA468730 DA930865 DA838740 DA838248 DAT48990 DA469513 DAOYY787DAO9’811

DA978713 DA977616 DA977533 DA943286 DAO31925 DAO16892 DA838189 DAS38010 DA821437 DA819529 DARI4459
DA751910 DA751789 DA746327 DA673459 DA665905 DA656633 DA624613DA621226 DA466216 DA471601 DA471211
DA470411 DA470337 DA469786 DA460624 DA463254 DA467063 DA466428

BI199326 c.576delC His130del 194 Stop codon
BG336695 ¢.576delC His180del 194 Stop cédon
I | BE797471 ¢.699delC GIn221del fs

] } I BF316745 ¢.699delC GIn221del fs

DA732003 c.578delC Phe181Phe Arg182Gly fs “‘133887327555 Cgllgel‘g 119955 gttOP 0030'1
BG498979 .578delC Phe181Phe Arg182Gly fs c.621de op codon

¢. ECE2 isoform C
255aa 1 2
1

= Y

BX421082 R56373 BX364615 ¢.700delG Ala50 fs

1 2b 3 4 5
d. TAGLN3 I 1 N / . . AATT6146 ¢.700delG
199aa | 1 \'-l i i i |
BX421082 :
. UTR AA350076 } 500delT 5 UTR
CDS

Figure 2 Identification of ESTs codes and positions in UTR and CDS regions; 250 ESTs sequences overlapped to the underlined variation
(rs217086) identified at the CTSC gene during the process of virtual validation and are fully displayed at the Electronic supplementary material
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Table 1 Predicted deletions causing premature protein truncation

ESTs code Gene position Mutation Protein size
AA844606 TNFAIP2/exon 4 €.1134delG Frameshift Incorporating Arg335del 338aa
BG831039 TNFAIP2/exon 7 €.1468delC Stop Introduction in position 446aa 446aa
AA464440 TNFAIP2/exon 9 €.1695delC Frameshift Incorporating His522del 525aa
B1828133 CTSClexon 6 ¢.658delC Frameshift Incorporating Alal87del 200aa
B1520194 CTSClexon 6 .654_655del AC Frameshift Incorporating Thr186del 192aa
BE789469 CTSC/exon 6 €.661delC Frameshift Incorporating Thr188del 200aa
BG430120 CTSCl/exon 6 c.[661delC + 690delC] Frameshift Incorporating Thr188del 20laa
BG433205 CTSClexon 6 €.617delC Frameshift Incorporating Phel74del 175aa
BE870710 CTSClexon 6 €.617delC Frameshift Incorporating Phel74del 175aa
BG432521 CTSClexon 6 €.617delC Frameshift Incorporating Phel74del 175aa
BQ224700 CTSClexon 6 c.[658delC + 677_683del TGGAC] Frameshift Incorporating Alal87del 201aa
BF130367 CTSCl/exon 6 €.651delT Frameshift Incorporating Thr185del 200aa
CD612875 CTSC/exon 8 c.926del A Frameshift Incorporating Asn276del 283aa
BE785436 CTSC/exon 8 €.882delU Frameshift Incorporating Phe261del 266aa
BE874132 CTSClexon 8 c.882delU Frameshift Incorporating Phe261del 266aa
AL569316 CTSClexon 8 €.901del A Frameshift Incorporating Arg270del 237aa
AL542222 CTSC/exon 8 €.931delC Frameshift Incorporating Pro281del 283aa
BX399933 CTSC/exon 8 €.931delC Frameshift Incorporating Pro281del 283aa
BG542865 CTSC/exon 8 €.931delC Frameshift Incorporating Pro281del 283aa
BX357941 CTSClexon 8 €.[924_925delCA + 931_932delCA] Frameshift Incorporating Asn276del 283aa
BE542347 CTSClexon 8 €.925 931delAACAATT Frameshift Incorporating Asn276del 283aa
DB488609 TAGLN3/exon 3 ¢.[800delC + 873delC] Frameshift Incorporating Ser81del 82aa
AV725786 SLC1A3/exon 4 €.883delG Stop Introduction in position136aa 136aa

lateral sclerosis, and Parkinson's disease, with peripheral
and central changes in expression and sensitivity of
glutamatergic receptors to glutamate (Ferrarese et al.
2001). A decrease in SLC1A4 and SLC1AG6 expression
may diminish the capacity of the synapse to clear
glutamate, resulting in increased levels of glutamate and its
metabolites in the synapse (McCullumsmith and Meador-
Woodruff 2002). These genes are members of the
glutamate transport molecular family, and recent studies
suggest that abnormal activity of the glutamatergic system
helps to prevent neural plasticity of the synapse, which is
observed in patients with severe mood disorders (Sanacora
et al. 2008). Recent studies show that Prion Protein (PrP)
plays a major role in CJD, and it is associated to various
cytoskeleton proteins such as laminin, a-tubulin (Aguzzi et
al. 2008). Human neuronal protein 25 (hNP25, codified by
TAGLNB3) presents numerous motifs previously associated
with cytoskeleton, and a previous microarrays study in
CJD brain samples show a significant down-regulation,
reinforcing the connection between CJD and cytoskeleton
maintenance (Aguzzi et al. 2008). Most of the potential
new variations annotated were deletions, which is often
associated to major genetic

$.¥ Humana Press

syndromes with dysmorphic features; however, various
recent studies show that common microdeletions might be
highly associated with common neuropsychiatric disorders
such as schizophrenia, autism, and mental retardation
(Walsh et al. 2008; Yu et al. 2002).

Interestingly, the mutation ¢.795delC in OGG1 gene was
recently detected in AD patients, changing the coding
frame and adding 59 amino acid residues downstream after
termination codon, causing reduced enzymatic activity
(Mao et al. 2007).

Single nucleotide polymorphisms in Prion gene (PRNP)
and various other genes are consistently associated with
major susceptibility to prion disease, like CID (Mead et al.
2009). However, Kerber et al. (2008) studied the possible
impact of deletions in cattle PRNP gene, showing that the
12 bp indel allele conferred a substantial factor of risk for
scrapie. Neuropsychiatric disorders are highly prevalent,
and the current cyberinfrastructure available in
biotechnology platforms is allowing integrative approaches
to better understand the interaction between a massive
number of genetic, epigenetic, and environmental factors
that might modulate predisposition, trigger the first
symptoms, and affect the clinical outcome or even
treatment response (Stein 2008; Miller et al. 2008).
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At the present moment, our group is screening DNA
samples to validate these predicted variations, and the
confirmation of our findings will support the current
concept that microdeletions and other rare variations,
different than SNPs, might be important culprits as genetic
risk factor for common neurological and behavioral con-
ditions, as well as for other complex traits (Stefansson et
al. 2008; Walsh et al. 2008; Conrad et al. 2009).
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Table 1. Additional Polymorphisms in TNFAIP2,CXCR4 and ECE2 isoform A/C.

Location Predicted nucleotide variation in Predicted protein variation in ESTs code
coding and non coding sequences coding sequences. fs: frameshift
Exon 1/TNFAIP2 77delG + 124 _125delAG (5°UTR) W33183
Exon 2/ TNFAIP2 c.[851delC + 870delG] Ala241del fs CD622344
€.[919_921delCCG + 925delC] Ala263del + Gly265del fs AA854458
Exon 3/ TNFAIP2 €.1050delC Leu307del fs AATT72252
¢.1064delG Arg311 del fs AW628453
€.1072_1074delGAC Arg314del B1914269
Exon 4/ TNFAIP2 ¢.1134delG Arg335del fs and Stop Introduction
in position 338aa AA844606
¢.[1179_1180delCA+1200delC] GIn350del fs AAT7T72250
Exon 5/ TNFAIP2 ¢.1250delC Lys374del fs AATT2252
Exon 7/ TNFAIP2 ¢.1449delT Trp440del fs BG119828
€.1468delC Stop Introduction in position
446aa BG831039
€.1517delT Phe462del fs B1836898
Exon 8/ TNFAIP2 ¢.1594delC Pro488del fs and Stop Introduction
in position 498aa B1836898 BI335568
c.1664delC Cys512del fs BG685187
Exon 9/ TNFAIP2 ¢.1695delC His522del fs and Stop Introduction
in position 525aa AA464440
¢.1743delC Leu538del fs BF094358
.1760delC Glu544del fs CD622342
BG119828
€.1763_1766delGCAG Glu544del fs BF869291
.1790deldelC Leu553del fs BE272545
Exon 10/ TNFAIP2 ¢.1858delC Pro576del fs AA464440
c.1901delC Ser591del fs BQ689075
CD622342
€.1902_1903delCA Ser591del fs BMO048080
Exon 11/ TNFAIP2 2550delG  (3’UTR) Al923266
2698_2702delGCCCC (3°UTR) AI1923340
2854delA  (3°’UTR) Al923367
2898delC (3°UTR) Al923255
Exon 2b/CXCR4 €.[237_239delATC + 629_630delTG] lle48del + Ser178 Arg fs BI819797
€.656_660delCCGCT Arg188del fs and Stop Introduction
in position 200aa CD987769
c.[853_855elTGC + 871_873delTCA] Leu253del + 1le259del CD389217
c.[856delC +860_865delICTACAT +866T>C] Leu253del fs BQ718617
€.901_902delTC 11e269del fs and Stop Introduction
in position 274aa BX418530
€.975delC His294del fs and Stop Introduction
in position 296aa BX353253
¢.[989delC + 1016delC] Pro299Pro fs and Stop
Introduction in position 308aa BX421511
Exon 1/ ECE isoform A ¢.101_102delCG Glu22del fs AL520954
¢.140delC Asp35del fs and Stop Introduction
in position 52aa BG483855
Exon 2/ECE isoform A c.[247delC +470_478del GACCGTGTC] Leull7del fs DA732003
¢.354_357delCAGC GIn106del fs AL520953
c.452_457delTGGGGA Gly Glu 139_140del and Stop
Introduction in position 141aa BF035953
Exon 15/ECE isoform A ¢.1851delG Ala605del fs AW341249
€.1845delC Arg603del fs BF511209
Exon 17/ECE isoform A ¢.2019delCAGC GIn661del fs AA44831
Exon 22/ECE isoform A [3073delT + 3099delG +3130delG+3140delC]
(3’UTR) H46357
Exon 3/ECE isoform C
¢.576delC His180del and Stop Introduction in  B1199326
position 194aa BG336695
¢.578delC Phel181Phe + Arg182Gly fs DA732003
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€.618delT

c.621delC
c.[621delC+623delG]

Ser194Pro and Stop Introduction
in position 195aa
Stop codon 195aa
Stop codon 195aa

BG498979

BU568980
BE787675
BG483855

¢.[699delC+717delC+739delC+746delC+

780delG+784_785delTC]

¢.[699delC+723delC+746delC+754del T]

€.706delC
€.738_743delCTCCCA

GIn221del fs
GIn221del fs
Ala223del

Pro Pro 234_235 del

¢.[804delC] + 837delC+851delC+869_870delTC 1le253del fs

956 958delTGA (3°UTR)

BE797471
BF316745
BE263969
CR997279
B1196548

BG219927

Table 2. Additional Polymorphisms in CTSC gene.

Location

Predicted nucleotide variation in
coding and non coding sequences

Predicted protein variation in
coding sequences. fs: frameshift

ESTs code

Exon 5/CTSC

c.556C>T

Thr153lle

T80468 N90454 CD612872
BE871289 Al142867 DC340683
H16271 DR156420 DN996331
DB244390 DB196895 DB245024
DB120476 DB115585 DB008884
DB104620 DB202570 DB001198
DB048722 DB002568 DB017611
DB109259 DB190678 DB065329
DB206754 DB244451 DB017391
DB009972 DB202850 DB019403
DB018447 DB013058 DB245891
DB201696 DB198066 DA906812
DA471118 DA973428 DA468551
DA978532 DA537607 DA463330
DA462473 DA620324 DA922050
DA916851 DA468730 DA930865
DA838740

DA838248 DA748990 DA469513
DA999787 DA998811 DA978713
DA977616 DA977533 DA943286
DA931925 DA916892 DA838189
DA838010 DA821487 DA819529
DA814459 DA751910 DA751789
DA746327 DAG673459 DAG65905
DA656633 DA624613 DA621226
DA471601 DA471211 DA470411
DA470337 DA469786 DA469624
DA468254 DA467063 DA466428
DA466391 DA466216 DA465558
DAA464833 DA464707 DA464419
DA464285 DA462483 DA890118
DA466406 DA540885 DA945416
DA419139 DA383406 DA375157
DA345330 DA257284 DA643670
DA463325 DA467685 DA465205
DA465176 DA023129 DA955322
DAG70477 DAG57277 DAA71323
DA636805 DA467508 DA750293
DA045651 DA627074 DAG75144
DA465342 DA371797 DA543402
DA670505 DA675438 DA987214
DA076122 DA676299 DA670776
DA677744 DA482421 DA677131
DA046452 DA420673 DA586230
DA383772 DA671705 DA614852
DA537912 DA605616 DA728677
CX752525 CX787231 CX753331
CX761106 CX870574 CX786353
CV575704 CV802049 CN368908
CN368904 CN368912 CN368906
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Exon 6/CTSC

Exon 7/CTSC

Exon 8/CTSC

c.617delC

€.620delT

c.634delA
c.651delT

€.654_655delAC

€.658delC

€.658delC +677_683delTGGAC

c.661delC
€.661delC + ¢.690delC

€.713 717delTGGTG
€.720delC
€.722_724delCAG
€.784delT +833del T
€.763delC

€.780_781del AT + 823delG
C.784delT +790del T
€.804delG

€.812 816delAAATG
c.814delA

€.833delT
.882delT

c.901delA

€.906_908delCGA

Phel74del and Stop Introduction in
position 175aa

Phel74del and Stop Introduction in
position 175aa

Asn179del fs

Thr185del fs and Stop Introduction
in position 200aa

Thr186del fs and Stop Introduction
in position 192aa

Alal87del fs and Stop Introduction
in position 200aa

Alal87del fs and Stop Introduction
in position 20laa

Thr188del fs and Stop Introduction
in position 200aa

Thr188del fs and Stop Introduction
in position 20laa

Ser205del fs

His208del fs

Ser209del

Leu229del fs

Ala222del fs

11e228del fs

Leu229del fs

Asp236del fs

Arg238del fs

Asn239del fs

Phe245del fs

Phe261del fs and Stop Introduction
in position 266aa

Arg270del fs and Stop Introduction
in position 237aa

Ala269del + Arg279Gly

CN368898 CD696955 CD242989
CB215643 CA394380 CA390747
BY800064 BX474280 BX474267
BX487108 BX473331 BX397609
BX380095 BX357522 BX438246
BX358736 BX334698 BX437244
BX338304 BX335972 BX338737
BX357941 BX399933 BX459226
BX358146 BX417634 BX379033
BX358211 BX448761 BX445346
BX377161 BX339088 BX446455
BX403603 BX378079 BX396132
BX335482 BX399951 BX439376
BX356554 BX329214 BX397572
BX378510 BX339569 BX335492
BU933915 BU175771 BU174610
BU933867 BQ880504 BQ877745
BQ431011 BQ439369 BQ88I118
BQO66878 BQ213395 BP873242
BP300593 BP225102 BP325669
BM763514 BM762969 BM836855
BM991175 BM908005 BM790860
BM546911 BI859911 BI520194
BI753521 BI828133 BI837849
BG432521 BG329993 BG570012
BG251396 BG433205 BG430120
BG677535 BG675247 BG284981
BG542865 BF182750 BF350728
BF034499 BE397079 BE903556
BE397640 BES70710 BE897210
BE397177 BE789469 BE785703
BE728886 BE730063 BES73741
AU280323 AU310891 AU124669
AU135019 AU125946

BG432521 BG433205 BE870710
BE873741 BI091624 BE620461
BG329993 BE730063 BE897210
BG541659 BI194674

BE903556

BF130637
BI520194
BI828133
BQ224700
BE789469

BG430120

BM908005

BF034499 BG251396 BI1859911
BE785703

B1091624

BG284981

BX378078

BE876057 BE874132
BX338304

BQ877745

BX335972

BG179480 BF130637 BE788584
BE730063 AU124334 DN999234

BE785436 BE874132

AL569316
H04403
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€.924delC +931delC+938_939delAG
€.924delC +931delC+943delC
€.924 925delCA+ 931_932delCA

€.925 931delAACAATT
€.926delA
c.931delC

c.944delT
€.953delT

Asn276del fs
Asn276del fs

Asn276del fs and Stop Introduction
in position 283aa

Asn276del fs and Stop Introduction
in position 283aa

Asn276del fs and Stop Introduction
in position 283aa

Pro281del and Stop Introduction in
position 283aa

GIn286del fs

Val290del fs

BX338737
AL551578

BX357941

BE542347

CD612875

AL542222 BX3999933 BG542865

BX417634
AL517809

Table 3. Additional Polymorphisms in GRIAL, GRIK1, SLC1A2, SLC1A3, GABRD and

TAGLNS.
Location Predicted nucleotide variation in Predicted protein variation in ESTs code
coding and non coding sequences coding sequences. fs: frameshift
Exon 10/GRIAL c.1681delG Glud41ldel fs BG911907
Exon 17/GRIA1 [5250_5256del TCTCCAG] (3°’UTR) H18463
Exon 4/ GRIK1 €.1095del A Asp410del fs DN992663
Exon 10/ GRIK1  ¢.1752delG Met429del fs W26913
Exon 11/ GRIK1 €.1971delC+1976delA Lys503del fs W26913
Exon 16/ GRIK1 €.2936delA Asn82del fs Al659715
Exon2/SLC1A2 €.649delC+650delG His19del fs B1919209
Exon4/SLC1A2 ¢.1068delA Asn159del fs BP199676
Exon7/SLC1A2 €.[1612delC+1634_1639delTTTGCT] Arg351del fs BI1824607
¢.[1529_1533delCTGGG ] Leu323del fs BQ337869
Exon9/SLC1A2 €.1995delT Val478del fs BX411366
Exon4/SLC1A3 ¢.[890delG+891delC ] Gly139del fs BF574754
.877delG Alal34del fs DA226490
€.883delG Stop Introduction in position 136aa AV725786
Exon 6/SLC1A3 €.1286delT Phe270del fs W22929
€.1321delG Val281del fs CV345024
Exon7/SLC1A3 c.[ 1423delA+1424delT] Met316del fs BG178299
€.1508delA Asn344del fs BP311834
Exon8/SLC1A3 €.1658delG Asn394del fs AL533760
Exon9/SLC1A3 ¢.[ 1875delG+1876delC] Leu467del fs DA341859
Exonl/GABRD 95delC(5°UTR) B1824761
Exon2/GABRD €.165delG Glu37delfs DA071101
€.213delC Arg53delfs W81526
Exon6/GABRD €.771delG Met226delfs BI757337
€.760delA Thr222delfs BM545512
¢.695delA GIn200delfs BG037021
c.744delC Thr217delfs AV122311
Exon7/GABRD €.885delC Met264delfs B1829118
€.817_819delTTC Phe241delfs H41122
€.829delA Arg245delfs BI758571
Exon8/GABRD €.1089delC Ala331delfs H41122
Exon9/GABRD €.1293delG Glu600delfs B1822807
Exon 2b/TAGLN3  499delC (5°UTR) BX421082
498delG (5°UTR) AA350976
€.700delG Ala50del fs R56373
€.700delG Ala50del fs BX364615
¢.586delC Argl2del fs AAT776146
Exon 3/TAGLN3  ¢.813delT Phe87delfs BX455724
€.770delG Gly73del fs BF952083
c.818delA GIn89delfs W48780
¢.871delA Thr107del fs BG912462
¢.800delC Ser81del fs and stop introduction in DB488609
position 82 aa
€.813del T Phe87del fs BF952075
€.790delA 11e80del fs AW149738
¢.873delC Thr108 delfs BM857707
€.780delC lledel77 fs D56133
Exon 4/TAGLN3  ¢.978delC Cys143del fs BM671589
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Exon 5/TAGLN3

€.995delC
€.980delG
€.947delT
€.937delC
€.1050delG
€.1091delG
1197delC (3°UTR)
¢.1087delG
1197delC (3°UTR)
1170delC (3°UTR)
c.1112delC
c.1051delC
€.1100delG
¢.1102delG
¢.1061delG
1218delA (3°UTR)
c.1097delA
¢.1076delG
¢.1076delG
¢.1061delG
€.1039delT

Pro148del fs
Cys143del fs
Leul32del fs
Leu129del fs
GIn166del fs
Ser180del fs

Gly179delfs

Alal187del fs
Leul67 delfs
Gly183del fs
Alal84 delfs
Gly170del fs

Lys182del fs
Gly175 delfs
Gly175del fs
Gly170del fs
Ser163del fs

BE798688
w28770
AW954599
B1752669
BX364614
BF967886
BM547950
DB558560
CK004771
B1913088
BF346837
B1548764
B1752669
AW900296
B1824281
BX421082
CKO003985
B1034607
BF963590
BEB884352
BE699646
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Conclusao

Apds utilizar uma sequéncia de etapas associadas a diferentes ferramentas de
bioinformaticas, foi possivel verificar que o estudo de sequiéncias de ESTs para se identificar novas
variagOes candidatos é uma abordagem promissora e acessivel.

Isto fica mais evidente se consideramos que a infra-estrutura necessaria principal foi 0 uso
de um computador ligado a internet e a associacdo de um software que € temporariamente
disponivel gratuitamente, o que faz da metodologia relevante devido ao seu baixo custo.

Foram encontradas variagOes previamente descritas, além de provaveis polimorfismos
candidatos inéditos, para a manifestacdo dos TH. Destacando novos candidatos que serdo
posteriormente investigados em amostras de DNA.

Estes achados levantam a possibilidade de que delecdes de até 7 pares de bases estejam
relacionadas a fisiopatologia dos TH, eventualmente em genes dos sistemas glutamatérgico e

GABAGégico de neurotransmissor.
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A técnica de screening in silico de SNPs a partir de ESTs vem se tornando uma metodologia
rapida e de baixo custo (PICOULT-NEWBERG et al., 1999; USECHE et al., 2001; NAVRATIL et
al., 2008). Esse tipo de abordagem envolve uma grande quantidade de dados e pode indicar
potenciais novos SNPs, que serdo alvos de pesquisas de genotipagem experimental na populacao.

Os genes analisados GRIK5, GRM3, GABRA5, GABRB3 e GLUL, foram provenientes de
um estudo de microarray de expressdo de Choudary et al. (2005) e estdo associados ao sistema
glutamatérgico e GABAérgico. Onde amostras do tecido da regido cértex cingulado anterior
(AnCg; area 24) e cortex prefrontal dorsolateral esquerdo (DLPFC; areas 9 e 46), foram avaliadas
em controles e pacientes com TH, , conforme descrito na metodologia.

O cortex cingulado anterior e cortex prefrontal dorsolateral esquerdo séo regides envolvidas
no desempenho de tarefas cognitivas.

Alteracdes neuroanatbmicas no TAB geralmente sdo bem localizadas em certas regides do
cérebro, envolvendo o cértex pré-frontal (CPF) e o cortex cingulado anterior (CCA). Por exemplo,
reducdo volumétrica de substancia cinzenta no CPF dorsal (CPFD) e no CPF ventral (CPFV)
(FRANGOU et al., 2002; LYQOO et al., 2004).

O numero total de ESTs alinhados com os 5 genes foi de 6438 (Tabela 1), sendo que apenas
122 seqiiéncias foram selecionadas a partir do uso de dois filtros: e-value >10° e identidade entre
97% e 99%.

Algumas das sequiéncias alinhadas com os genes sdo ESTs proprios do gene, revelando
assim 100% de identidade. Estas seqliéncias foram descartadas da andlise, por ndo ser alvo da
pesquisa de polimorfismos.

Através da andlise in silico foram identificadas DelecGes e Transicdes em regibes
codificantes e nas regides 5’ ou 3° UTR (Tabela 5).

Tabela 1. Resumo da anélise in silico dos genes: GRIK5, GRM3, GABRA5, GABRB3 e GLUL.

ESTs alinhados 6438
ESTs selecionadas através dos dois filtros 122
Delecbes 112
Transversoes 17
Transicao 1
Insercdes 4
Sinbnimos 33
Nao Sinbnimos 172
SNPs em UTRs 46

Delecdes Transversdes Insercoes e Tansices
As delecdes foram & maior classe de variagdo encontrada na anélise dos genes. Envolveram

de 1 até 7pb e a maioria delas quando presentes na regido codificadora provocam mudanca da

matriz de leitura e alguns cddons de parada (Tabelas 2, 3, 4 e 5).
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As transversdes detectadas pelo CLChio, mostraram ser um dado ja previamente descrito e

anotado no dbSNP, demonstrando que a metodologia proposta por este trabalho, chegou a um dado

experimentalmente ja comprovado previamente em amostras de DNA gendmico.

Sendo observado agrupamento de trocas nos exons 2 e 4 do gene GABRAS (Figura 1). O

processo de validacdo virtual com busca no banco de dados de SNP do NCBI confirmou as trocas

encontradas nos dois exons, mostrando mais uma vez que esse método é uma abordagem viavel

para detectar variacGes genéticas anteriormente encontradas em amostras de DNA. Essas regides

serdo alvo de novas variagdes candidatas a serem testadas no futuro.

DC412716 DA368109 AL.035782DB496198

AL120988T28792DA521121DC315310
DA167006 DW009802 CV025335

FO09513R35356 F07441F07440

5

Figura 1. Identificacdo dos cddigos de ESTs e das posicOes na regido CDs representa as variacoes

previamente identificadas no gene GABRADS, durante o processo de validacao virtual.

As insercOes detectadas nesta andlise foram todas na regido 3’'UTR do gene GLUL, exon9

(Tabela 2).

Trasicdo foi a menor classe de variagdo encontrada, apenas no exon 8 do gene GLUL foi

verificado este tipo de mutagéo (Tabela 2).
Tabela 2. Polimorfismo no gene GLUL. Unico gene a apresentar insercdes e transicao.

Localizacao

Exon8/GLUL

Exon9/GLUL

Variagdes preditas de

nucleotideos em seqliéncias

codificantes e ndo
codificantes
€.1125delT
€.1125delT
€.1125delT
€.1125delT
€.1135delG
¢.1127_1129delGAC
c.1171delC
€.1203delT
c.1218delC
€.1259delG
c.1279delA
€.1268_1212delCAAC
c.1264delC
c.1275delC+1276delA
€.1283Troca A p/ G
c.1287delC
c.1287delC
c.1287delC
c.1476delA

Variagdes preditas de
aminodcidos

Ile 205 Met fs
Ile 205 Met fs
Ile 205 Met fs
Ille 205 Met fs
Glu210 delfs
Gly206delfs
Arg222delfs
Phe 231 Leu fs
Phe298delfs
Gly 251delfs
Thr258delfs
Thr254del+Asn255delfs
His253del fs
Phe 256Leu fs
Lys 259Arg fs
Met261delfs
Met261delfs
Met261delfs
Arg354delfs

Codigo do ESTs

BG328783
BF343863
BF311167
BE737399
BQ339490
AVT758685
AV758682
BG286627
BX395398
AL548328
AL570809
AL553426
B1869492
BU526529
BM473826
BQ723521
BX358227
AL539984
BX411411
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2089delG(3’UTR) AL576337

2956delA(3’UTR) CF455674
2136delG(3°’UTR) AL574476
2239delG (3'UTR) BM476840
2593delT(3"UTR) BU164034
2267delA+2268delC(3°UTR) BQ670907
2041delT(3’UTR) BU165515
2458Tdel+2459A+ CD370427
2460 2461 ins A(3°UTR) BU685135
CB306072
CD364667
1959delT(3°’UTR) BGA403248
3804delA(3°’UTR) BG290718
2037_2040delGTGG CD517441
(3’'UTR)
2328deIT(3°'UTR) B1827221
2365del CF457060
A+2366delT(3’UTR)
2891delT(3"'UTR) BG567715
2898deIT(3"UTR) BU181118
1372delG(3°UTR) AL550535
2480delT(3’UTR) AWO074130
2499delG(3’UTR) CK725154
2499delG(3’UTR) CA748517
3108delG+3109delT(3°UTR) BQ717088
1901delC(3’UTR) BF339029
2104delG(3’UTR) BE782083
2191delG(3’UTR) BQ879479

Mutac6es sindbnimas e ndo sindbnimas
Apbs a traducdo das sequiéncias alinhadas foi verificado um maior numero de mutac6es nao

sindbnimas em relacdo as mutagdes sindnimas (Tabela 1).

As mutacBes sinbnimas consistem em mutagdes que ndo causam mudanca de nenhum
aminoéacido especifico a apartir de uma delelecdo ou substituicdo de um nucleotidio por outro.

Equanto as mutacBes ndo-sindnimas sdo tipos de mutagbes pontuais onde um Unico
nucleotideo é mutado provocando uma mudanca de aminodcido. Isto por sua vez pode fazer com
que a proteina resultante se torne nao-funcional. Esse tipo de mutacdo é responsaveis por diversas
doencas, tais como: anemia falciforme e esclerose lateral (Boillée, 2006).

As mutacgdes sindnimas encontradas foram resultantes de algumas transversdes nos genes
GRIK5 e GABRAS5. Como resultado inédito as mutacdes sinbnimas no gene GABRAS, Exon5
(c.2304T>C) e no gene GRIK5, Exonl5 (c.1994G>T) ainda ndo encontram-se descritas. Enquanto
as variacbes no Exon2 (c.945T>C) e Exon4 (c.1314T>C) do gene GABRADS identificadas nesta
analise, ja haviam sido descritas (rs140682) e (rs140685), respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Polimorfismo nos genes GRIK5 e GABRAG.

Localizacéo VariacGes Variac@es preditas de Cadigo do ESTs
aminoacidos

Exon4/GRIK5 .475_480delCTTGGC BF305115

Exon5/GRIK5 €.603_605delAGT Val190del BF305115

Exon7/GRIK5 c.834delC Phe 267del BF305115

Exon8/GRIK5 c.1006delA Ser326delfs CD300587

Exon9/GRIK5 €.1186delG+1187delG Gly286delfs H06567
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Exonl10/GRIK5 €.1268_1271delCACT Thr3314delfs H06567

Exon11/GRIK5 €.1365delC+1366delG AL048958
Exon13/GRIK5 €.1629delG AL048958
Exon14/GRIK5 c.1777delG Ala486del fs AA977136
Exon15/GRIK5 c.1944G>T BM551231
€.1957delG Ala549del fs T64839
€.1957delG Ala549del+Phe550delfs R60372
Exon16/GRIK5 €.2168 2172delGCGTC Arg620del+Val621delfs R59240
Exon19/GRIK5 €.2646delG Ser693delfs B1964037
3274 3279delGAGGAC(3’UTR) AA971174
Exon 1/GABRA5 c.881delC Pro180defs AL035782
€.868delC 177fs BE778898
Exon 2/GABRA5S c945T>C Sinonima DC412716
DA368109
AL035782
DB496198
AL120988
T28792
DA521121
DC315310
DA167006
DW009802
CV025335
Exon 3/GABRA5S €.1178del T Gly del Stp R35346
Exon 4/GABRA5 .1302delC Gly del fs. Stp AL120988
c.1313T>C Sinonima F09513
R35346
F07441
F07440
Exon 5/GABRA5 c.2304T>C Sinonima DB533989
2083delT (3°UTR) AIl807046
2260delT (3°’'UTR) DB575690
2260delT (3°UTR) DB577496
2260delT (3°UTR) DB548674
2260delT (3°UTR) BU738949
2260delT (3°’UTR) DB553043
2291delG (3°UTR) DB537480

Mutacdo por mudanca da matriz de leitura e cddons de parada
Mutacgdes ndo sindnimas presentes na regido codificadora provocaram mudanca no quadro

de leitura, ocasionando em Mutacdo por mudanca da matriz de leitura e cédons de parada.

Mutacgdes por mudanca da matriz de leitura alteram o modo de leitura devido a insercdo ou
delecdo de um ou mais nucleotideos. Este tipo de mutacdo pode gerar codons de parada, que sdo
paradas na traducdo da sequéncia de nucleotideos, pela introducdo do codon de terminacdo, gerando
formas truncadas da proteina, muitas vezes gerando uma proteina ndo-funcional. Erros na seqtiéncia
de aminoécido, in vivo, sdo frequentemente degenerados.

No presente estudo, apenas 5 entre as muta¢des encontradas ocasionaram codons de parada,
levando assim a uma proteina truncada prematura (Tabela 4).

Tabela 4. DelecOes preditas que causam proteinas truncadas prematuras.
Cadigo ESTs Posicéo do gene Variacao Tamanho da proteina
B1599936 GRM3/Exon2 €.1222delT 4laa
lle 41del Incorporacédo de
mudanca da matriz de leitura
BF952992 GRM3/Exon5 €.3513delC Cys795del 795aa
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BF952996
R35346

AL120988

Incorporacéo de mudanca da
matriz de leitura

GABRAS5/Exon3 €.1178delT

Trp279 del Incorporacéo de
mudanca da matriz de leitura

GABRAS/Exon4 1302delC

Trp321delincorporacdo de
mudanca da matriz de leitura

278aa

323aa

Variacdes nas regifes UTRs
A maioria dos genes apresentaram variagdes nas regides 5’ ¢ 3’UTR. Além das inser¢des

encontradas na regido 3’UTR do gene GLUL ( Tabela 2). Também foram detectadas dele¢es nas
regides 5’ ¢ 3’UTR nos seguintes exon 19 gene GRIKS (Tabela 1), exon 6 gene GRM3 (Tabela 5) e
exon 9 gene GLUL (Tabela 2).

O gene GABRAJS, apresentou no exon 5, tanto transversdo quanto delecbes na regido
3’UTR (Tabela 3).
Tabela 5. Polimorfismo nos genes GABRB3 e GRM3.

Localizacdo
Exon5/GABRB3

Exon7/GABRB3
Exon8/GABRB3
Exon9/GABRB3

Exon2/GRM3

Exon3/GRM3

Exon4/GRM3

Exon5/GRM3

Exon6/GRM3

VariacGes

€.339del T+340delA
c.412delG

€.631delT

€.860del A+861delT
c.955delA

c.955delA
€.1202_1208delAATAGAA
c.1222delT

€.1830delG
c.2078delC
c.2131delA
c.2126delC
€.2955 2959delTTGTT
€.3017_3021delCATCT
€.3117delG
C.2477delT
c.3513delC

¢.3513delC
c.3565delA

c.3526delT
€.3688delC

Variagdes preditas de aminoacidos Codigo do ESTs

Asp94 Val fs
GInl115 His fs
Tyr 194 del fs
Asn 269 delfs

Ile 300 delfs

Ile 300 delfs
11e35_Glu36delfs

lle 41del fs e introducdo de codon

de parada na posi¢do 41aa
Ala235delfs

Ser238delfs

Lys423delfs

Tyr334delfs

Leu610_Phe611delfs

lle631delfs

Val665delfs

450Phe troca Leufs

Cys795del fs e introdugéo de
cédon de parada na posicdo 795aa
Cys795del fs e introdugdo de
cddon de parada na posicdo 795aa
Lys813delfs

Leu800delfs

Pro854del fs

DN992028
FO05759
BE780160
CD652458
CD643162
DR001491
BG706422
B1599936

CD609638
CD609637
BX410048
CD609639
B1753076

BF952990
AL540214
CD609641
BF952992

BF952996
BF952998

BQ339573
AA670430

Analise do percentual GC
Todas as variacBes encontradas estdo em regides com conteldo de GC abaixo de 50%,

assim, as deleces identificadas estdo em areas de baixa concentragdo GC, em relacdo a todas as

outras areas do gene, essa indicacdo diminui a possibilidade de essas delecBes serem apenas

artefatos do sequenciamento (Figuras 2). A figura a seguir mostra como exemplo a analise do

percentual de CG para o gene GRIKS5.
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position/search | chr19:47.217.865-47.215,083 jump || clear | size 219 bp. |_configure
|chr19 13,2y [(10p15.5 iopiene 13,11 qis.j 15528 15, o0 q
Tcale 188 bases| |
chria: 47217988| 47217958 47215088 47215058
1aa _ GG Fercent in S-Base Windows
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Exonl3®-
UCEC Genes Based on Reffeq, UniFrot, GenBank, CCOS and Comparat ive Genomics
GRIKS -}
EefZea Genes
position/search |chr1%:47.217.277-47.217.435 jump || clear | gze 219 bp. |_configure
chr19 (qiz.2) [(1opis. s |ioplene 15,11 ETETF: | 1552 15, o0 q
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chria: 47217308| 47217358 47217408| 47217458
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5 o_
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chria: | 471996588] 47199658/ 47199788/ 47199754
168 _ GC Fercent in 5-Base Windous
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Exonl7 °-
UCEC Genes Based on RefSed, UniFrot, GenBank, CCDS and Comparat ive Genomics
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position/search | chr19:47,199,305-47,199,525 jump || clear | g2 221 byp. |_configure
|chmg (g13.2) [1opls. = Ioplons ERERE | IEnEe 1.5 ||
T
Zcale 1868 hases| j
chrig: 47199358| 4715594 88| 47199458| 47199568|
tas _ GC Percent ih S-Base Windous
GC Fercent
G _
Exon18 UCEC Gernes Based on RefSeq, UniFrot, GenBank, CCDE and Comparative Genomics
GRIKS -

-

size 329 bp.

CTETE: I T PR ||
1

Fefieq Genes

position/search | chr19:47.194.970-47,195,298

|chr19 (eiF.2y [(19pl5. 5 [IOpiSS 15,11

Scale 188 bases|

1
chrig:  471954es| 47195858| 471951 88| 47195158| 47195208 47195258
GC Fercent in S-Base Windows

188 _
GC Fercent
Exonl9 --
UCEC Genes Based oh ReffZeq, UniFrot, GenBank, CCOE and COMQArAtive Genomics

RLEBLMEGC WEWiEeg

'RVHTCFTEFARFRAG SFFG FOOL LREGF GGHA SGADG GAGRSYL KGHSLF

Refi#eq Genes

Figura 2. Andlise do contetido GC do exons 13, 14, 17, 18 ¢ 19 do gene GRIKS5.

PredicBes das variacOes e associacdo com doenca
Os polimorfismos de aminoacidos encontrado no exon 5 do gene GABRB3 (Tabela 5) e no

exon 8 do gene GLUL (Tabela 2), foram submetidas a analise no site PMut
(http://mmb2.pcb.ub.es:8080/PMut/). Segundo resultados do site as variacbes de aminoacidos
analisadas ndo apresentam associacdo com a fisiopatologia dos TH, sendo assim consideradas

variacgdes neutras (Figura 3).
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a

5
J m m b Molecular Modelling & Bioinformatics Group

Detailed Results for pmutl1257277336911

wt | mt | Position | NN output | Reliability | Prediction | 3Dstructure™®
D |V |94 0.3941 2 NEUTRAL

Detailed Results for pmut1257309991268

wt | mt  Position | NN output | Reliability | Prediction | 3Dstructure®

F |L |238 0.3918 2 NEUTERAL

Detailed Results for pmut1257310107067

wt | mt | Position | NN output  Reliabilitv | Prediction | 3Dstructure®

I M 206 0.2351 5 NEUTRAL

Detailed Results for pmutl257310261967

wt | mt | Position | NN ountput | Reliability | Prediction | 3Dstructure®

F L 256 0.3862 2 NEUTRAL

Detailed Results for pmut1257310312220
wt | mt | Position NN output | Reliability | Prediction | 3Dstructure™

K |R |259 0.1108 7 NEUTRAL

© 2004. Molecular Modelling & Bicinformatics Unit. Parc Cientific de Barcelona
Figura 3. Resultado da anélise realizada no programa PMut.
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Abstract

There is little data concerning medical reports about the first Brazilian habitants, after the
first Portuguese expeditions at the XVI Century. However, some historical records mention a
variable expression of behavioral disturbances amongst some descendents from European
Caucasians, Native Indians from the Brazilian coast and Africans brought to work as slaves. The
mixing of these three groups during decades of miscegenation generated a wide spectrum of
cultural, behavioral and genetic variants and to study this issue is crucial to understand how their
biological and cultural idiosyncrasies might have influenced the present Brazilian
neuroepidemiology. On the other hand, the current ethnical profile in Brazil presents an unusual and
unique distribution across the country, with highly mixed groups living at the coast, contrasting
with a scattered distribution of high inbreeding clusters found at the country side, were almost 30%
of the population lives. The natural consequence is the often manifestation of recessive disorders in
rural areas, several of them with major neuropsychiatric symptoms and other with important
psychological consequences due to general life quality impairment. There are, in part, geographic
reasons for this pattern, in cases of families living in isolated regions, but there are also intriguing
cultural aspects. Some poor families own significant, but barren and desolated pieces of land, and
some of them are recognized as wealthy, compared to their neighbors. Actually they avoid to “mix”
themselves with other kindred, avoiding splitting their property with subjects other than their own
siblings. Additional studies are crucial for the full understanding of the connection between the past
Psychopathology of the first “Brazilians” and the nowadays neuropsychiatric profile at the general
population.

Key words: Ethnicity, History, Mental Health, Brazil, Inbreeding.

There is little data concerning medical records about the first components of the Brazilian
habitants after the first Portuguese expeditions at the XV1 Century.

However, some historical proceedings mention a variable expression of behavioral
disturbances amongst some descendents from European Caucasians, Native Indians from the
Brazilian coast and Africans brought to work here as slaves.

The mixing of these three ethnicities groups during decades of miscegenation generated a
wide spectrum of cultural, behavioral and genetic variants, forming the first “Brazilians”. In order
to start a discussion about this issue is crucial understand how their biological and cultural

idiosyncrasies might have influenced the present Brazilian neuroepidemiology.
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To analyze these manifestations is crucial for understanding the Psychopathology of the
first subjects and populations with mental disorders that were originated by various ethnical groups
and that latter started one of the largest populations at the American Continent.

The work of three major Brazilian Historians and Anthropologists interested in this period
was analyzed in search of reports of behavioral changes compatible to the nowadays notions of
Psychiatric symptoms (Freyre, 2003; Mello, 1996; Ribeiro, 1995).

The first Portuguese administrators sent to explore the Brazilian resources started
slavering Native Indians in order to make them help exploiting, initially wood and latter minerals.
However, the tribes were rebellious towards slavering and it was common the episodes of some
subjects whom intentionally starved to death, laying down in hammocks indefinitely, resembling
contemporary depressive patients in asylums, before the advent of antidepressant medication.
(Ribeiro, 1995).

The Negroids brought from The East cost of Africa fitted better the intentions of the
Portuguese Crown. However, a feeling of homesickness was common (called Banzo), inducing
episodes compatible with major depression, mainly characterized by apathy, lethargy and
indifference. Some of these subjects would be taken as rebels and punished to death while others
would Kill themselves by eating earth (suffocation), hanging or poisoning. Others would develop
addictions to alcohol and Cannabis sativa (Freyre, 2003).

The most precise records about this issue are from European Caucasians, especially New-
Christians (crypto-Jews) who migrated to Brazil after the Inquisition and Dispersion of Sephardic
Jews during the first half of the XVI century. The study of a famous kindred, derived from Branca
Dias and Diogo Fernandes, owners of a sugar-cane plantation in Pernambuco, Northeast region,
shows the presence of some siblings displaying behavioral disturbances similar to what we would
label today as mental retardation or maybe negative symptoms of schizophrenia. (Mello, 1996)

Curiously, we note a variety of expression of behavioral disturbances between the three
Ethnical groups reported and we wonder if their cultural idiosyncrasies might influence the way
these three different populations might face systematic violence, aggressiveness, emigration,
prejudice and hostility.

Obviously that Mental Disorder was already a reality to these groups of Humans and here we
intend to report the Colonization process, and various stressful aspects involved with it, as an
important trigger to behavioral changes at the dawn of the XVI Century in Colonial Brazil in three
different ethnical groups.

However, the current ethnical profile in Brazil presents an unusual and distinctive
distribution across the country, with different ethnical groups living on the coast, in contrast with a

unique cluster of high inbreeding groups in the rural areas, where almost 30% of the Brazilian
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population live. This specific group works mainly in agriculture and crafts, often in small towns or
farms, in conditions of limited access to health care, transportation and family planning, often with
large offspring, often with consanguineous marriages (www.ibge.gov.br).

The natural consequence is the common occurrence of recessive disorders, several with
major neuropsychiatric symptoms and others with important psychological consequences such as:
Pendred syndrome, Berardinelli-Seip lipodystrophies, Waardenburg syndrome, Tay-Sachs disease,
juvenile parkinsonism, Knobloch syndrome, primary microcephaly, Ellis Van Creveld disease,
familial dwarfism, Gaucher’s discase, limb girdle muscular dystrophies and recently a new form of
spastic paraplegia with neuropathy and optic atrophy. It was from some of these families that the
responsible genes were first identified. (Bond J et al, 2005; Chien et al, 2006; Fu et al, 2004;
Macedo-Souza et al, 2005; Nigro et al, 1994; Passos-Bueno et al, 1996; Rozemberg et al, 2004;
2006; Rui-Perez et al 2003; Salvatori et al, 1999; Sertié et al, 2000).

Other families with autossomal recessive conditions have been reported with
Pycnodysostosis and Neuronal ceroid lipofuscinoses, but they lacked a further molecular
investigation (Fonteles et al, 2007; Gama et al, 2007).

During the last two decades, the first molecular studies localized candidate regions and
genes for various recessive syndromes in families from the Brazilian Northeast but this information
was not provided in most of the articles and a nosological geography of these families is import to
correlate the kindred’s origin and the local inbreeding rate.

Fifty years ago, Newton Freire Maia established a milestone at the study of inbreeding
across the Brazilian territory and the northeast region presented the highest rates known so far,
especially at the countryside (Freire-Maia, 1957).

The low demographic density and the high inbreeding rates found at the Brazilian Northeast
resemble the situation of others genetics isolates.

Various humans groups became isolated, for different reasons. Sometimes because of
cultural isolation, geographical isolation or founder effect but often due to a combination of
different reasons. The studies of population isolates were crucial for the identification of various
genes and loci responsible for genetic disorders, especially the ones with autossomal recessive
pattern of inheritance. The best examples are the Old Order Amish, Finnish, Sardinian, Hutterians
and Jewish communities, with all of them presenting high inbreeding rates. The study of genetic
isolates are scarce in South America and the best know example is the Paisa community from
Colombia, mostly at the state of Antioquia (Arcos-Burgos and Muenke, 2002).

There are, in part, geographic reasons for families living in isolated regions, but there are
also intriguing cultural aspects. In our case, some poor families own significant, but barren and

desolated pieces of land, and others are recognized as being wealthy, compared to their neighbors.
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In practice they do not want to “mix” themselves with other families to avoid splitting their property
with people other than their own siblings.
Additional studies are crucial for the full understanding of the connection between the past

Psychopathology of the first “Brazilians” and the nowadays neuropsychiatric profile at the general
population.
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Searching for new genetic risk factors for neuropsychiatric disorders in expression databases
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Genetic variations might contribute to differences in protein activities and gene expression levels
observed in complex genetic traits, like neuropsychiatric disease. This finding motivated the
development of original approaches using expression studies to guide the finding of new genetic
variations, which might include SNPs, deletions and insertions of a few base pairs, microdeletions
or even major chromosomal changes. In this analysis we extended this approach to new genes
selected from microarrays studies of brain samples of patients with Alzheimer disease-AD (CAl
and Inferior parietal lobe), major depressive disorder-MDD (anterior cingulated cortex), bipolar
affective disorder-BPD (left dorsolateral prefrontal cortex) and sporadic Creutfeldt-Jakob disease-
CJD (prefontal cortex). The CLCbio Workbench Combined® version 3.6.2. was initially used to
build ESTs and mRNA files retrieved respectively from the Goldenpath (UCSC) and NCBI
databases and latter to perform multiple batches of Smith-Waterman alignments. The total of 542
ESTs sequences were selected after proper stringent parameters were applied to the first set of
mismatches. The annotation revealed various classes of variations, most of them deletions (569),
but also transitions (253), transversions (52), synonymous (51), non synonymous (502) and SNPs in
UTRs (57). Deletions ranging from 1 to 10 pb were the most common finding and were present in
coding regions 5 and 3’UTR regions. Deletions are often associated to major genetic syndromes
with dysmorphic features, however, various recent studies show that common micro-deletions
might be highly associated with common neuropsychiatric disorders such as schizophrenia, autism,
mental retardation or even in various ethnicities, detected in whole genome sequencing
experiments.

Funding: FACEPE, CNPq, CAPES, Propesq-UFPE.
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Searching for new genetic risk factors for neuropsychiatric disorders in expression databases
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Genetic variations might contribute to differences in protein activities and gene expression levels
observed in complex genetic traits, like neuropsychiatric disease. This finding motivated the
development of original approaches using expression studies to guide the finding of new genetic
variations. Objective: Set new genetic risk factors for neuropsychiatric disorders. Methods: We
extended this approach to new genes selected from microarrays studies of brain samples of patients
with Alzheimer’s Disease, major depressive disorder, bipolar affective disorder and sporadic
Creutzfeldt-Jakob disease. The CLChio Workbench Combined® version 3.6.2. was initially used to
build ESTs and mRNA files retrieved respectively from the Goldenpath (UCSC) and NCBI
databases and latter to perform multiple batches of Smith-Waterman alignments. Results: The total
of 426 ESTs sequences were selected after proper stringent parameters were applied to the first set
of mismatches. The annotation revealed various classes of variations, most of them deletions
ranging from 1 to 10 pb. These deletions were present in coding regions, 5’ and 3’UTR regions.
Conclusion: Deletions are often associated to major genetic syndromes with dysmorphic features,
however, recent studies show that common micro-deletions might be highly associated with
common neuropsychiatric disorders or even in various ethnicities detected in whole genome
sequencing experiments.

Keywords: genetic variations, Bioinformatics, expression databases, neuropsychiatric disorders,
deletions.

Funding: This study received financial support from the following Brazilian funding agencies and
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Introduction: The 5-HTTLPR polymorphism has been widely associated with several mood
disorders, such as major depression, dysthymia and bipolar disorder. However, there is current
debate about the involvement of this polymorphism and the subjective perception of happiness in
different populations world wide. Objective: To understand the cultural differences between some
populations that might be more optimistic that others, despite living under more stressful social and
economic conditions, like in Brazil. Methods: To compare the frequency of the short and Long
alleles of the 5-HTTLPR polymorphism in control populations from different countries available in
studies retrieved from PUBMED, SCOPUS and ISI Web of Knowledge databases , conducting a
meta-analysis searching for the terms ‘‘polymorphism 5-HTTLPR”, “polymorphism 5-HTTLPR in
population”, “polymorphism 5-HTTLPR in race”, “mood disorders”, “serotonin transporter gene”
and “5-HTTLPR and name of the country following the site
http://www.infoplease.com/countries.html”. These data was gathered and compared with the
information available at the “world Database of happiness
(http://lwww.worlddatabaseofhappiness.eur.nl), in order to try to identify a correlation between the
happiness scores and the allelic frequencies variations across different nations. We also examined
the bibliographies of all of the considered publications so as to identify other studies. Inclusion
Criteria: Published and unpublished studies were included if they were: randomized controlled trials
(RCTs) of mood disease (major depression and bipolar disorders); written in English; and
conducted among persons documented diagnostic criteria for mood disease. Results: Conflicting
results were found sometimes supporting the association of higher frequencies of the L allele,
associated with good mood and high scores of happiness perception, but not always. Conclusion:
Conflicting social factors might be confounding these analyses and should be further explored along
the extension of this study.
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