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O PROJETO GENOMA HUMANO

Maria Rita Passos Bueno
Professora Assistente do Departamento de Biologia do Insti-tuto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo - SP

O Projeto Genoma Humano (PGH), com uma precisao de durabilidade de 15 anos, iniciou-se
formalmente nos Estados Unidos em 1990. Em seguida, varios outros paises, incluindo o Brasil,
passaram a participar desse projeto. Seus objetivos basicos sdo o0 mapeamento dos genes humanos e o
seqlienciamento de todo 0 nosso genoma. O PGH tem se desenvolvido muito rapidamente e algumas das
metas propostas, como 0 mapa genético de marcadores, ja foram atingidas. Igualmente, estdo sendo
observados os efeitos dos novos conhecimentos adquiridos pelo PGH no diagnéstico de doengas
genéticas, bem como na identificagdo de novos genes.

UNITERMOS - Projeto Genoma Humano, mapeumento genético, seqiienciamento genético
Introducéo

O desenvolvimento embrionario e a formacgao de um ser humano sdo controlados pelos genes. O nosso material
genético (o acido desoxirribonucléico - DNA), contido nos 23 pares de cromossomos em cada uma das células, é
muito complexo. O comprimento fisico do DNA contido em uma célula é muito grande: teori-camente, se
colocassemos as moléculas de DNA ali-nhadas elas formariam uma corrente de cerca de um metro de comprimento
(1). A quantidade de informa-¢&o codificada no genoma é ainda mais surpreenden-te. O nimero de genes nas
células, o que codificam e como ocorre a regulagéo entre eles proprios €, como um todo, uma grande incognita.
Estima-se que o genoma humano tenha 3 bilhdes de pares de bases, o que equivale a 750 megabytes de um disco
de compu-tador (2). Ha, aparentemente, 50 mil a 100 mil genes estruturais, isto é, genes que codificam alguma
proteiina. Em média, os genes tém de 1.000 a 200.000 bases (ou 200kb); contudo, ha genes muito grandes, como
o da distrofina, com mais de 2 milhdes de bases. As regi-6es que codificam proteinas representam uma peque-na
por¢cdo do genoma total. Alguns estudos sugerem que menos de 10% do DNA humano corresponde a estas
seqgliéncias. O restante do material genético tem funcdo ainda desconhecida (1). Contudo, nestes Ul-timos anos
tem-se demonstrado que estas sequiénci-as podem interferir na regulacdo dos genes (3). Es-sas observacgdes,
além de nos mostrarem a comple-xidade do genoma, indicam a dificuldade de tentar desvenda-lo.

Conhecer e compreender 0s nossos genes é uma etapa primordial para o tratamento de doencgas que,
primariamente e mesmo secundariamente, sejam de-correntes de alteracdes genéticas. Dentre essas, me-recem
ser citadas as diferentes formas de cancer, que geralmente sdo resultantes da desregulacdo da divi-séo celular.
Essa questdo de como identificar todos os genes e qual a funcéo por eles desenvolvida é bastante antiga. Contudo,
em meados da década de 80, alguns pesquisadores comecaram a discutir idéias para respondé-la. Em 1986, &
mencionada pela pri-meira vez, publicamente, a idéia de se sequenciar todo o genoma: Dulbecco sugeriu que se
fosse reali-zado o seqlienciamento do genoma humano, bem como a identificagdo de todos os genes estruturais,
poder-se-ia acelerar a compreensdo dos mecanis-mos responsaveis pelo cancer (4). Independentemen-te, ja havia
sido discutida a possibilidade de anali-sar o DNA com o proposito de detectar mutacdes (alteracdo do DNA) entre
0s sobreviventes da bom-ba atémica (5). Logo apds esta proposta, surgiu o conceito de um programa para estudar
0 genoma humano por meio do seu seqiienciamento (6,7). Essa idéia foi levada adiante por DeLisi, coordenador do
Departamento de Energia (DOE), nos EUA.Em se-guida, dentro da proposta de se conhecer o genoma humano,
sugeriu-se como uma estratégia importan-te a construcdo de um mapa do genoma humano, o qual incluiria a
localizagc&o dos genes associados ou ndo com doengas genéticas (8,9,10). Nasce entdo, nos Estados Unidos, uma
proposta de mapeamento e seqilenciamento do genoma humano, de forma sis-teméatica, sustentada basicamente
pelo National Institutes of Health (NIH) e o DOE. Esta proposta nada mais € que o Projeto Genoma Humano (PGH),
iniciado Normalmente em meados de 1990, com uma duracao prevista de 15 anos. Os objetivos inicial-mente
propostos estdo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Resumo dos objetivos propostas para os primeiros 5 anos do PGH ( 10)

Mapa genético Marcadores a cada 2-5 cM

Mapa fisico Marcadores a cada 100 kb
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Sequenciamento do genoma todo Melhorar as técnicas de seqiienciamento e
desenvolver novas tecnologias, bem como
reduzir os custos

Organismos modelos Mapeamento e seqiienciamento de algums
organismos: camundongo, Escherichia coli,
levedura, Caenorhabditis elegans, Drosophila

Informética Desenvolver programas e bancos de dados
contendo os mapas genéticos e fisicos do
genoma humano e outros

Problemas éticos, legais e sociais Desenvolver programas para estudar as
implicagBes éticas ( e outras ) em decorréncia
do PGH

Transferécia de tecnologia Desenvolver tecnologia visando a automacéo do

sequenciamento de DNA e mapeamento;
estimular a transferécia da tecnologia para a
industria e a comunidade médica

As raizes do PGH surgiram nos EUA, no entan-to o projeto €, hoje, internacional. Além do NIH e DOE, que
coordenam o PGH nos Estados Unidos, ha outras agéncias anadlogas coordenando esses es-forcos em outros
paises, tais como Inglaterra, Fran-c¢a, Italia, Canad4, Japao e Brasil. No Brasil, este projeto tem recebido apoio
principalmente da Fun-dacéo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e Programa de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (PADCT). Assim sendo, hd uma colaboracdo inter-nacional para 0 mapeamento e sequenciamento do
genoma humano, conforme a idéia preliminarmente constante no PGH.

A seguir, pretendemos discutir com maior énfa-se a proposta de construcdo de um mapa genético, tendo em vista
ser esta uma area com a qual ja te-mos contribuido e pretendemos continuar trabalhan-do. Além disso,
discutiremos o andamento de algu-mas das fases deste projeto, bem como o impacto que os conhecimentos vém
causando do ponto de vista do diagndstico de doencas genéticas e da iden-tificacdo de novos genes.

O mapa genético

Mapas genéticos (também conhecidos como de ligacédo) refletem a localizacao relativa de genes (ou marcadores
genéticos) dentro de um intervalo da sequiéncia de nucleotideos que compdem uma mo-lécula de DNA. Por
exemplo, o gene que quando mutado causa um dos tipos de albinismo esta locali-zado no cromossomo 9, a 20
centimorgan (cM) do gene que pode causar galactosemia (0 que equivale a cerca de 20 milhGes de bases). Estes
mapas séo construidos por meio da analise de ligacdo, a qual se baseia no principio de que dois genes se
segre-gam juntos por meio da meiose se estiverem préxi-mos fisicamente e quanto mais distantes estiverem, maior
a chance de ocorrer recombinacado entre eles e de serem transmitidos separadamente (Figura 1 ). Dessa maneira,
a taxa de recombinacéo entre dois genes reflete a distancia entre eles; por isso, quanto maior a distancia entre dois
genes maior a taxa de recombinacédo e, portanto, menor a chance destes genes serem transmitidos juntos. A
unidade de me-dida dos mapas genéticos é o centimorgan (cM), onde 1 cM corresponde a probabilidade de 1% de
recombinacdo em uma meiose. Estima-se que o genoma humano cotenha cerca de 3.300 cm e que
aproximadamente 1 cm corresponde a cerca de um milhdo de bases.
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Figura 1: Esquema de um par de cromossomos homadlogos, onde estéo identificados trés pares de marcadores
polimarficos. O primeiro marcador (alelos a e b) esta préximo do segundo marcador (alelos ¢ e d); portanto,
durante a divisao celular sao transmitidos juntos. Por outro lado, o terceiro marcador (alelos e e f) esta distante
dos outros dois marcadores e existe uma grande probabilidade de ocorrer recombina¢éo entre este marcador e os
dois outros, como esta exemplificado.

Dispor de um mapa genético talvez seja equiva-lente a termos um mapa de uma cidade grande, como por exemplo
de Sé&o Paulo, que tem cerca de 15 milhGes de habitantes. Suponha que vocé é do Amazonas e chegou a Sao
Paulo, pela primeira vez, para procurar um amigo. De que maneira vocé o encontraria? E fundamental o endereco
completo, incluindo o bairro, pois pode haver duas ruas com o mesmo nome. Dispondo do endereco, talvez o mais
prudente seria vocé obter um mapa da cidade. Com o nome da rua e do bairro, a utilizagdo do mapa permitira
chegar a rua desejada com uma certa fa-cilidade. Se vocé néo dispusesse do mapa da cida-de, como poderia
chegar a rua desejada? Ou se ndo tivesse o endereco, como localizaria seu amigo? Este exemplo ilustra como um
mapa pode nos ser de gran-de ajuda. De modo semelhante, seria extremamente importante dispormos de um mapa
do genoma hu-mano, isto é, de termos algum sistema que nos permita reconhecer, especificamente, cada
segmen-to de um cromossomo. Poderiamos dizer que a cida-de de Sao Paulo corresponde ao genoma humano (os
23 pares de cromossomos) e que cada um dos cromossomos corresponde a um bairro. Ainda, pre-cisamos de um
mecanismo que divida o cromossomo em ruas. Este mecanismo deve permitir a identifica-cdo de cada pessoa; ou
seja, poderiamos dizer que estando diante de uma rua feriamos varios nime-ros, e que cada um € especifico de
uma casa. E é a esse mecanismo que chamamos de marcador gené-tico. Um modelo de um destes marcadores é o
grupo sangiiineo ABO. Um bom marcador genético é aque-le que tem um grande niimero de alelos (ou tipos).
Exemplificando, o sistema sangiiineo ABO tem ape-nas 3 alelos e, portanto, as pessoas podem ser do tipo A (AA,
AO), B (BB,BO), AB ou O. Isto implica que varias pessoas séo iguais e ndo podemos distin-guir uma das outras
simplesmente pela analise do tipo de sangue. Assim sendo, ter um mapa genético, como ja mencionamos, significa
dispor de marcadores com intervalos pequenos entre si. Qual a importancia de dispormos de varios marcadores ao
longo do genoma? Utilizando a analogia geogra-fica, se tivermos s alguns marcadores isto corresponde a termos
apenas um mapa com alguns dos bairros de S&o Paulo. Se vocé tiver um mapa assim, como ird localizar a rua que
deseja? Possivel-mente vocé conseguira, porém vai levar muito mais tempo. Assim sendo, ter um bom mapa
genético sig-nifica ter marcadores ao longo de cada um de nos-sos cromossomos. Em termos técnicos, equivale a
dispor de marcadores a cada 2-5 cM.

Até recentemente, os marcadores disponiveis eram bioquimicas (como o grupo sanguineo ABO) e/ou
cromossdmicos. Contudo, na década de 80, foram identificados os primeiros marcadores detectaveis pela andlise
do DNA, os RFLPs ( "restriction fragment polymorphisms"), e logo em seguida os VNTRs ("varieble number of
tendem repeats"). Estes marcadores nem sempre apresentam um grande nimero de alelos, e o grande
inconveni-ente para a sua andlise é que precisam ser analisa-dos pela técnica de Southern blot, que utiliza gran-des
guantidades de material genético.. No inicio dos anos 90, foram identificadas regides do DNA com repeticdes de
dinucleotideo, tri e tetranucleotideos, que variam enormemente na populagdo os microssatélites. Estes locos, além
de serem extrema-mente variaveis (polimoérficos), podem ser analisa-dos pela técnica de PCR ("polymerasechain
reaction" ou reagdo em cadeia da polimerase), a qual € bem mais rapida e realizada com pequenas quantidades de
DNA. A identificacdo destes marcadores abriu perspectivas para se construir um mapa contendo marcadores
moleculares a cada 5-10 cM ao longo do genoma. Em 1994 foi publicado o primeiro mapa contendo marcadores a
cada 10-20 cM e, em 1996, foi atingida uma das primeiras etapas do Projeto Genoma Humano, o0 mapa genético
contendo marcadores com intervalo de 2-5 cM (11,12).

O que representa um mapa com marcadores polimérficos a cada 5 cM? Um dos grandes benefi-cios € que
podemos mapear qualquer gene mendeliano. Ou seja, se tivermos uma familia com varios membros afetados,
podemos realizar a anali-se ja com marcadores espacados inicialmente a cada 20 cM. Se observarmos uma
associacao entre um marcador e a doenca, podemos suspeitar que tal gene esté localizado proximo deste
marcador. Um exem-plo de uma ligacéo positiva, isto €, da segregacdo de um marcador com uma doencga genética,
esta exemplificado na Figura 2. Além disso, dispondo de um grande nimero de marcadores pode-se permitir
mapear o gene numa regiao bastante especifica, o que certamente facilitard sua identificagdo. O Unico fator
limitante, agora, é dispor de familias suficien-temente numerosas.
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Figura 2: Esquema de uma analise de ligagdo entre um marcador do cromossomo X e uma doenga de heranca
recessiva ligada ao X (neste caso, sO afeta homens e o gene alterado € transmitido por mulhe-res clinicamente
norrnais) . Podemos observar que todos os afetados receberam o alelo 8, do marcador que esta sendo testado,
enquanto nenhum individuo normal recebeu este alelo. Isto sugere que o gene que causa esta doenca esta
localizado no cromossomo X, proximo deste marcador. As barras correspondem ao cromossomo X de cada
individuo, sendo que as mulheres tém dois cromossomos X, enquanto os homens apenas um. Os nimeros
representam os alelos queforam identificados em cada um dos individuos ap6s a analise com o marcador em
estudo

Como o Brasil pode contribuir para o Projeto Genoma Humano? Atualmente, com a existéncia de um mapa de
marcadores polimérficos tornou-se re-lativamente simples localizar genes a partir de estu-dos de ligagdo. Como
exemplo, nos dois ultimos anos foi possivel mapear trés novos genes em nosso labo-ratério (13,14,15). O
mapeamento de genes é, sem davida, uma grande contribuicdo, uma vez que a eta-pa seguinte permitird a
identificacdo de um novo gene. A identificagdo de um gene associado a uma doenca genética € fantastica, pois
sempre nos mos-tra um caminho para tentar descobrir qual a funcéo do gene.

Acredita-se que, por meio do PGH, todos os genes humanos serdo mapeados. Contudo, mapear e clonar um gene
nao implica em determinar sua fungdo e sua regulagcdo. Possivelmente, esta etapa entrara pelo século XXI.

Outras etapas do Projeto Genoma Humano

Além do mapa genético foi também proposta a construcéo de um mapa fisico do genoma humano. O mapa fisico
do DNA consiste no estabelecimento de marcadores ao longo do genoma, definindo-se também a distancia entre
eles. Poderiamos dizer que dispor de uma mapa fisico equivale a termos um mapa indicando a distancia entre as
cidades. O mapa fisico difere do genético por refletir a distancia real, isto €, o nimero de nucleotideos entre os
marcadores. J4 no mapa genético, como discutimos esta medida € indireta, baseando-se na taxa de recombinacgao
entre dois marcadores. Estes dois mapas estdo sendo integrados. A construgdo do mapa flsico humano € analisada
apdés quebrar-se o genoma em varios pedacos, o que é necessario para poder manipular o material genético
humano. Con-tudo, se este é fragmentado, depois é necessario ordena-lo, o que ndo é uma tarefa facil. Os
fragmen-tos de DNA devem ser organizados de tal modo que um fragmento seja contiguo a outro, havendo uma
sobreposicdo entre eles. E possivel identificar a rela-¢&o entre os fragmentos pelo uso de marcadores, sendo que
alguns serao especificos para cada frag-mento e outros comuns a dois ou mais fragmentos, isto é, nas regiées em
gue ha sobreposicdo. A obten-cdo de véarios fragmentos contiguos é chamada de contig. Uma vez dispondo de um
contig, os fragmen-tos sédo ordenados de tal modo que se pode obter para cada cromossomo um conjunto de
segmentos de DNA alinhados em vérios contigs. Esse sistema de organizacdo dos fragmentos nédo € simples e os
principais métodos envolvidos para a constru¢do de um mapa fisico podem ser vistos em varios tratados (1).
Contudo, julgamos importante discutir dois con-ceitos que surgiram em funcdo da tentativa de cons-truirtais mapas:
STSs (sequence-tegged-sites) e ESTs (expressed sequence tons). Os STSs representam qualquer segmento Unico
do genoma que possa ser analisado por PCR. Esta seqiiéncia pode ou ndo ser polimorfica, assim sendo os
microssatélites acima discutidos podem ser considerados STSs (16). Os ESTs sao segmentos obtidos a partir de
acido ribonucléico (RNAm) (17). Um EST é um STS: sdo também segmentos Unicos e podem ser analisados por
PCR. Contudo, diferem da maioria dos STSs pois podem representar genes estruturais. Os STSs (in-cluindo os
ESTs) tém sido utilizados para a constru-¢do do mapa fisico e, portanto, mapas de STS re-presentam a ordem e a
distancia desses marcadores em um segmento do DNA(18,19).

Atualmente, o mapa fisico de varios cromossomos ja esta pronto e estima-se que um mapa fisico preliminar do
genoma humano esteja pronto nos préximos 12 meses. Esse mapa consisti-ra de 30 mil STSs distribuidos ao longo
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do genoma em intervalos de 100 bases (20,21).

Dentre os STSs isolados, ha pelo menos 16 mil ESTs mapeados nos cromossomos. Estas sequénci-as
correspondem a genes em potencial, que deverdo ser posteriormente identificados (21). Esse nimero é
significativo, se considerarmos que deve haver de 50 mil a 100 mil genes que codificam RNAm.

Hoje, ja esta sendo dada atencao ao Ultimo de-safio do PGH: o de seqlienciar os 3 bilhdes de pares de bases do
genoma. Alguns grupos ja estéo inician-do esta etapa em uma velocidade de muitas megabases por ano. Até agora
a maior sequéncia contigua obtida foi de 695 kb do locus do receptor de célula T. Métodos de seqlienciamento,
incluindo sua automacao, estdo sendo desenvolvidos. Além dos métodos convencionais, pesquisadores estao
tentan-do desenvolver novas maneiras de sequenciar o genoma, incluindo um "chip de DNA" de silicone. Apesar
dessa etapa ser, aparentemente, a de mais dificil consecucéo, acredita-se que sera realizada antes do ano 2005
(20).

O mapeamento, e eventualmente o seqliencia-mento do genoma humano, ir4, a principio, revelar toda a informacao
necessaria para o desenvolvimen-to biolégico do ser humano. Contudo, a habilidade de se interpretar a maior parte
dessa informacéo dependera de estudos paralelos de outros organis-mos. Pesquisa envolvendo seres humanos é
bastan-te limitada, em termos praticos e éticos.. Ao contra-rio, organismos-modelo tais como bactérias, levedu-ras,
nematddeos, moscas e camundongos podem ser facilmente manipulados geneticamente. Além disso, 0s genomas
desses organismos sao menores que o humano, e mais faceis de serem estudados. Apesar desses genomas
serem menores, aparentemente seu contelildo genético é bastante semelhante ao do genoma humano, o que torna
o estudo desses ani-mais ainda mais interessante (1).

Dentre os animais-modelo, o camundongo é o que tem 0 genoma mais semelhante ao do humano. Aparentemente,
0 genoma de camundongo é prati-camente do mesmo tamanho que o humano e ain-da, muitos genes estédo
conservados entre estas duas espécies, bem como a ordem dos genes ao longo dos cromossomos (22,23,24,25).
O mapa fisico e a se-qiiéncia do genoma de camundongo estdo sendo re-alizados (26) e pretende-se estabelecer
paralelo entre a sequiéncia de DNA do camundongo e a do homem, o que sera importante para analises
com-parativas e para a identificacdo mais precisa dos genes e de seus elementos regulatérios (21,27).

Grande nimero desses projetos estéo dirigidos para bactérias (por exemplo, Escherichia coli, Helicobacterpylori,
Mycobacterium leprae, Bacillus subtilis, dentre outras) e outros para eucariontes (Saccharomyces cerevisae,
Caenorhabditis elegans, Drosaphila melanogaster, Arabidopsis thaliana e o camundongo de laboratério). Dentre
esses, 0 seqlienciamento do genoma de Escherichia coli e Caenorrabditis elegans deverdo estar concluidos em
1998, enquanto em 1996 conclulu-se o sequenciamento do primeiro eucarionte, o da leve-dura Saccharomyces
cerevisae (28,29).

Impacto do Projeto Genoma Humano
a. Na identificacdo de genes

Ha basicamente duas maneiras de identificar genes. A primeira pela analise da proteina; ou seja, conhecendo-se a
seqgliéncia da proteina pode-se re-conhecer a seqiiéncia de DNA correspondente. Um outro método é mapear o
gene em um dos cromossomos e depois isola-lo. Esse procedimento de mapear e clonar (identificar) um gene é
chamado de clonagem apds o mapeamento positional cloning. O primeiro método depende de conhecermos a
pro-teina; no entanto, devemos salientar que o nimero de proteinas identificadas ainda é pequeno. Assim sendo, a
clonagem apés o mapeamento tem sido a estratégia mais utilizada e mais bem sucedida na identificagdo de genes.

Alguns dos genes clonados por essa estratégia estdo citados na Tabela 2. Muitos desses exemplos exigiram um
esforco internacional enorme. Contu-do, a infra-estrutura basica que esta sendo estabelecida pelo PGH, em termos
de mapas, tecnologias e materiais disponiveis, esta simplifican-do significativamente o processo. Por exemplo, o
gene da fibrose cistica (uma das doencas genéticas hu-manas mais comuns) foi, em 1985, mapeado no
cromossomo 7, porém s6 foi donado em 1989, apds grandes esforgos de varios grupos internacionais (30,31,32).
Em relagdo ao mapeamento, na época ndo se dispunha de um mapa genético e foi neces-sario isolar varios outros
marcadores para restringir ao maximo possivel a area candidata, para, somen-te entdo, se tentar encontrar o gene.
De modo similar, para donar esse gene foi necessario o desenvolvimento de novas técnicas e estratégias para se
atingir esse objetivo. Hoje, ao se mapear um gene, verifica-se se ha genes candidatos na regido (por meio de
mapas disponiveis eletronicamente) onde o gene foi localizado; caso a busca seja positiva, verifica-se se algum
desses € responsavel pela doenca em estudo. Varios genes foram identificados por esse pro-cesso, como, por
exemplo, o gene responsavel pela doengca de Emery-Dreyfuss, 0 gene que quando mutado causa a sindrome de
Croyzon, Apert, Yfeifler e muitos outros.

Tabela 2 - Exemplo de alguns genes identihcados por cionagem apés mapeamento(1)
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Doenca Ano
Doenca granulomatosa cronica 1986
Distrogia muscular 1986
Retinoblastoma 1986
Fibrose cistica 1989
Tumor de Wilms 1990
Neurofibromatose tipo | 1990
Sindrome do X-Fragil 1991
Sindrome de Kallmann 1991
Distrofia miotonica 1992
Doenga de Huntington 1993
Doenca von Hippel-Lindau 1993

Vale a pena citar que em 1995, em colaboragdo com um laboratério italiano, foi possivel identificar o gene que
mapeamos em nosso laboratério. Assim, no final daquele ano mapeamos um gene no brago longo do cromossomo
5, por meio de estudos de li-gacao em familias brasileiras que tinham uma for-ma de distrofia muscular de heranca
autossdmica recessiva (DMC-AR). Em paralelo, um grupo italia-no isolou um gene que se expressa principalmente
em tecido muscular, que também foi mapeado no cromossomo 5, na mesma regido em que mapeamos a forma de
DMC-AR. Assim sendo, esse gene foi analisado nos pacientes brasileiros e possibilitou identificarmos uma mutacao
(isto é, res-ponsavel pela doenga) que seria responsavel pelo qua-dro clinico dos afetados (33). Apesar de termos
de-morado aproximadamente seis meses para mapearmos este gene, sua identificacdo levou ape-nas cerca de
dois meses! Esse caso exemplifica como um mapa fisico e genético do genoma humano vai acelerar
significantemente o processo de identifica-¢cdo de novos genes, além de tornar essa etapa pos-sivel de ser
realizada mesmo em laboratérios de pe-queno porte, como a grande maioria dos laboratéri-os brasileiros.

b) No diagnéstico de doencas genéticas

A compreensao do genoma humano facilitara o tratamento das doencas genéticas. Apesar dos vari-0s grupos que
trabalham com pesquisa nessa area, esse objetivo talvez ndo seja atingido prontamente. Contudo, o efeito mais
imediato do PGH é a dispo-nibilidade de testes genéticos. Esses testes podem confirmar diagndstico, identificar
portadores (sadi-os) de um gene patogénico e fornecer informagdes pré-sintomaticas, incluindo risco de doencas
futuras e morte precoce. Além disso, podem também revelar informag¢des ndo somente sobre o individuo mas sobre
seus familiares. O impacto resultante dessas informagfes pode ser grande. Desde quando o pro-jeto genoma foi
proposto houve uma preocupacgéo com a ética, a tal ponto que 3-5% dos recursos sao destinados a pesquisas
sobre os efeitos desses testes genéticos (10).

Né&o pretendemos discutir, aqui, o aspecto ético desse projeto, que sera abordado em outro artigo, mas achamos
importante avaliar o efeito de alguns testes genéticos ja oferecidos no Brasil as familias com doengas genéticas.

A disponibilidade de um teste molecular para uma determinada doenga genética tem sido primei-ramente importante
para a confirmacao do diagnds-tico. Tais testes trazem grandes beneficios, pois além de possibilitar a confirmacao
do diagndstico podem evitar a realizagéo de outros exames, inclusive mais dolorosos para o paciente. Por exemplo,
na distrofia tipo Duchenne (DMD), uma doenca de heranga recessiva ligada ao X (afetando sé individuos do sexo
masculino), sabe-se que 60-70% dos casos tém uma dele¢do (falta um segmento) de DNA. Essa forma de distrofia,
apesar de ser a mais comum, € clinicamente indistinguivel de uma forma de distrofia de heranga autossémica
recessiva. A distincdo entre essas duas distrofias € fundamental, pois na Ultima apenas os pais do afetado
apresentam risco de vir a ter outros filhos afetados. J4 na DMD, as irmds podem também ser portadoras do gene
alterado e, portanto, apresentam risco de ter filhos afetados. Assim sendo, se ao analisarmos o DNA de um afetado
por DMD e detectarmos uma alteracéo caracteristica desta doenca, em primeiro lugar estaremos confirmando o
diagnéstico.. Para a familia, o que significa termos detectado uma alteracao tipica da doenca? Estes achados séo
sem duvida alguma de grande impor-tancia para a familia, pois podem permitir, por meio da analise de seu DNA,
por exemplo, classificar uma irméd do afetado como portadora ou ndo da altera-¢do. A disponibilidade desses testes
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representou gran-de avanco, pois possibilitou a deteccéo de certeza de portadoras quanto ao gene da DMD
pertencente a estas familias. Observamos que o fato de poder definir se uma consulente é portadora ou ndo da
al-teracdo especifica que causa a doenca (mutacao) muda bastante o efeito do aconselhamento genético. Antes de
dispormos dos testes de DNA, por meio da andlise da genealogia e de testes bioquimicas, estimavamos o risco de
uma mulher (pertencente a uma familia do afetado) ser portadora do gene defeituoso. Compreender o significado
de um risco é bastante dificil. Por exemplo, o que significa ter risco de 10% de ser portadora do gene defeituoso
para DMD? Parece ser baixo; porém, se vocé tem um afetado na familia, esse risco, para a maioria das pessoas, é
bastante elevado. Com o teste do DNA, é possivel, na maioria das familias, dizer para uma mulher em risco de ser
portadora se ela tem ou ndo o gene defeituoso. Assim sendo, aumenta a compreensao das consulentes e facilita a
tomada de futuras decisdes. Tem sido recomendado as familias a realizacdo dos testes de deteccdo de portadoras
em idade proxima a reprodutiva; assim, as pessoas em ris-co poderdo compreender melhor o significado de tais
testes.

Outra situacao importante a ser discutida é a realizacdo de testes genéticos em doencas de inicio tardio, como na
distrofia miotonica de Steinert (DMS).Essa condi¢cdo € de heranca autossémica dominante (risco de 50% de
transmitir a doenca para os descendentes) e expressividade variavel. Isso sig-nifica que alguns individuos podem
apresentar apenas alguns sinais clinicos da doenca, a ponto de hem perceberem que séo afetados, enquanto
outros tém um quadro clinico completo da doenca, ja hascendo com alguns dos seus sinais. Além disso, a idade do
inicio dos sinais clinicos € variada, podendo surgir até mesmo apds a quarta década. Em situacdes como essa,
perqunta-se: € valido realizar testes de DNA em individuos em risco de serem portadores do gene da DMS, porém
ainda assintomaticos? Em relacdo a criancas, temos adotado em nosso laboratério a realizacéo de testes somente
em in-dividuos com alguma manifestacdo clinica da doenca. Nos adultos pré-clinicos discutimos em pelo menos
duas sessfes a validade de realizacdo desse exame. O mesmo questionamento tem sido levantado para a grande
maioria das doencas com idade de inicio tardio e tem sido amplamente de-batido mundialmente. As medidas que
temos adotado sdo, no momento, um consenso internacio-nal (34,35,36) .

Vale a pena, ainda, mencionar que nas doencas onde o gene foi identificado € possivel, na gran-de maioria dos
casos, realizar o diagnéstico pré-na-tal (isto €, no feto, durante as primeiras semanas de gestacao); entretanto,
cabe lembrar que o aborto terapéutico ainda ndo esta legalizado em nosso pais. A realizacdo de diagnostico
pré-natal poderia ser vis-ta de modo otimista, pois nos casos em que o resul-tado é normal o aborto sera
certamente evitado. Re-centemente, recebemos solicitacdo para o diagnés-tico pré-natal da sindrome de Apert.
Essa sindrome é grave, porém a grande maioria dos casos é resul-tante de mutacdo nova, ou seja, 0 erro ocorreu
na crianca. Assim sendo, o risco para o casal estava apenas ligeiramente aumentado em relacéo a popu-lagéo
normal Contudo, o casal ndo queria correr de forma alguma o risco de ter outra crianca com o mesmo problema.
Assim, apés longa discussao com o casal, julgamos mais prudente realizar o exame, 0 qual, como se esperava, foi
normal. Nesse caso, a confirmacao de que o feto era normal fez com que o casal ficasse tranquilo, permitindo a
continuacéo da gestacao.

A disponibilidade de testes genéticos aumenta-ra dramaticamente, e cuidados deverdo ser toma-dos para a
aplicacéo correta desses testes, princi-palmente em nivel populacional. Por exemplo, h4 um consenso internacional
gue os testes para doencas de inicio tardio e ainda sem tratamento ndo devem ser realizados em criancas
assintomaticas. Contu-do, verifica-se que muitas criangcas vém sendo testa-das, no Brasil e no exterior. A
interpretacdo desses testes deve ser realizada com muito cuidado. Nesse sentido, € importante destacar dois
aspectos: 1) cri-térios rigorosos quanto a qualidade dos exames a serem realizados; 2) possuir conhecimentos
sufici-entes do gene para serem transferidos a sociedade. No primeiro caso, vale a pena citar um exemplo que
ocorreu recentemente em um diagnéstico pré-natal, "parcialmente” realizado no nosso laboratério: uma consulente,
seguramente portadora do gene da DMD, coletou material das vilosidades coridnicas (feto) para a realizacéo de
analise de DNA. A coleta da amostra do feto e a extracdo de DNA foram realiza-das em outro laboratério e
posteriormente enviadas ao nosso laboratério, para analise. ldentificamos uma alteracdo no material do feto,
diferente da encontra-da no menino com DMD pertencente a essa familia. Como vocé interpretaria esse resultado?
Seré que o feto também teria essa distrofia, porém decorrente de um erro diferente? Levando-se em conta que a
probabilidade dessa ocorréncia € extremamente bai-xa (menor do que 1 :10.000), levantamos a suspeita de que a
amostra de DNA (preparada em outro la-boratério) ndo havia sido processada de maneira adequada e o resultado
obtido era um artefato. De-pois de varios testes, verificamos que o feto era nor-mal. Esse exemplo mostra como os
exames devem ser de boa qualidade, pois um erro pode causar da-nos irreparaveis a um individuo e/ou sua familia.

Na segunda situacdo, é interessante verificar al-guns dos conhecimentos que dispomos sobre o can-cer de mama.
Em familias com cancer de mama hereditario ( 0 que corresponde a menos de 10% do total de casos), ha uma
grande associacao entre al-terac6es no gene BRCAL (85% dos casos) e a ocor-réncia da doenca. Algumas
mulheres pertencentes a estas familias tém realizado mastectomia profilatica quando descobrem ser portadoras de
alteracdes no gene BRCAL . Contudo, realizar a mastectomia ndo significa eliminar o risco, mas apenas reduzi-lo
(34,37). A atuacao torna-se ainda mais incerta quan-do mulheres ndo pertencentes a essas familias séo testadas
para BRCAL e verifica-se que sédo portado-ras de alteraces neste gene. Qual o risco delas vi-rem a desenvolver o
cancer? No momento nao po-demos responder a essa pergunta, pois esta se verifi-cando que este gene pode
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apresentar inimeras alte-racfes, e ndo se sabe ainda quais estdo associadas com o desenvolvimento do cancer.
Assim, o estudo dessas alteracfes em varias populacdes sera funda-mental para nos possibilitar uma melhor
compreen-sdo da associacdo entre esse gene e o desenvolvi-mento desse tipo de cancer. No entanto a
interpre-tacdo desses testes podera se complicar, ainda mais, uma vez que outros genes, como 0 BRCA2, também
associados com cancer de mama, estdo sendo identi-ficados. Diante desses questionamentos, é valido, no
momento, realizar tais testes comercialmente?

Além de decidir se um teste estd em condi¢des de se tornar disponivel para a sociedade, existe ou-tro
guestionamento: a populacdo esta pronta (ou interessada) para compreender e realizar esses tes-tes?
Recentemente, foram publicados na revista Science alguns resultados preliminares sobre o inte-resse da populagéo
americana em ser testada para o gene da fibrose cistica (FC). Essa condi¢cdo, a mais comum entre caucasoides,
tem heranga autossémica recessiva: os pais dos afetados sao portadores do gene e apresentam 25% de risco de
vir a ter outra crianga com 0 mesmo problema. Assim, o teste ob-jetiva precipuamiente a ide notificacdo dos
portadores sadios do gene da FC. Porém, se os portadores ca-sarom com individuos também portadores do gene
da FC terdo risco de ter filhos afetados pela doenca. Foram obtidas informacfes de 20.000 pessoas;
sur-preendentemente, a grande maioria delas ndo apresentou interesse em ser testada, especialmente se a
realizacdo do teste causar alguma inconveniéncia ou custo. Observou-se, ainda, que grande parte das pessoas hao
compreendeu o resultado do teste, ou seja, muitos individuos com resultado normal continuavam achando que
teriam risco de vir a ter filhos afetados por essa condicdo (38).

Recentemente, aplicamos um questiondrio para cerca de 200 alunos de medicina. Nesse questionario perguntamos
se 0s mesmos demonstrariam interesse em saber se eram portadores de algum gene alterado, que pudesse dar
origem a manifestacéo de alguma doenca genética (como, por exemplo, coréia de Huntington, cancer, Alzheimer,
etc.) ou aumentar o risco (ou a probabilidade) de ter filhos com problemas (exemplo: portador do gene alterado
para fibrose cistica). Ressalte-se que todas as doencas incluidas no questionario haviam sido anteriormente
discutidas em aula. Ao final, verificamos que a grande maioria hdo gostaria de ser testada, a ndo ser para cancer.

Esses resultados, embora ainda preliminares, sugerem que a popula¢céo nédo esta interessada em "conhecer" os
Seus proprios genes.

Conclusdes

O Projeto Genoma Humano, cuja conclusao esta prevista para o ano 2005, vam se desenvolven-do rapidamente;
ha, inclusive, perspectivas de que seja concluido até mesmo antes dessa data.

A aquisicéo de novos conhecimentos tem sido fantastica, e a disponibilidade das informacgdes via Internet tem
auxiliado sua rapida disseminacéo. Os mapas fisicos e genéticos, por exemplo, podem ser obtidos faciimente por
via eletrbnica.

Os conhecimentos adquiridos por esse projeto, além de contribuir para a compreensado do nosso genoma, tém uma
significativa aplicagdo no que concerne ao diagndstico de doencas genéticas. Em alguns casos, a realizacédo de
testes genéticos é de grande valia para a familia. Contudo, a aplicagdo de tais testes, principalmente em nivel
populacional, devera ser cuidadosa. Esses testes devem ser reali-zados em centros de pesquisas, ou laboratdrios
vin-culados a tais centros, uma vez que a interpretacé@o errénea dos seus resultados pode levar a conclusées
inadequadas.

Julgo que a contribuicdo cientifica brasileira ao PGH é ainda modesta, porém apresentamos grande potencial para
contribuir com esse projeto por meio do mapeamento de novos genes. Nesse sentido, uma co-laboragao nacional
mais efetiva seria de grande valia.

Apesar de todos os avangos do PGH, estamos ainda distantes de compreender completamente o genoma humano;
talvez essa compreenséo ainda ndo seja possivel apenas pelo mapeamento, clonagem e sequenciamento do
genoma.

Abstract - The Human Genome Project

The Human Genome Project (HGP), which is projected to last 15 years, was otiicially initiated in the United States in
1990. Soon thereafter, others countries, including Brazil, began to participate of this project. The basic objectives of
the HGP are the mapping of human genes and the sequencing of our entire genome. The HGP has developed very
rapidly and some of the objectives proposed, such as the genetic map of markers, have already been reached.
Likewise, the etiects of new knowledge acquired by the HGP in the diagnosis of genetic diseases, as well as in the
identification of new genes, are being observed.
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