CAPITULO 10

Identificacao da Base Genética
para Doencas Humanas

Este capitulo fornece uma visio geral de como os geneticistas
estudam familias e populagdes para identificar contribui¢oes
genéticas para uma doenca. Independentemente de uma
doenca ser herdada em um padrao mendeliano reconhecivel,
tal como ilustrado no Capitulo 7, ou apenas ocorrer com
uma frequéncia maior nos parentes dos individuos aco-
metidos, como explorado no Capitulo 8, sdo as diferentes
variantes genéticas e gendmicas portadas pelos membros da
familia acometidos ou individuos acometidos na populagao
que causam a doenga de maneira direta ou influenciam sua
suscetibilidade a doencga. A investiga¢io sobre o genoma tem
fornecido aos geneticistas um catialogo de todos os genes
humanos conhecidos, o conhecimento da sua localizagio
e estrutura ¢ uma lista crescente de dezenas de milhdes de
variantes na sequéncia de DNA encontradas entre indivi-
duos em diferentes populagdes. Como vimos nos capitulos
anteriores, algumas dessas variantes sao comuns, outras $ao
raras, ¢ ainda outras diferem em frequéncia entre diferentes
grupos étnicos. Enquanto algumas variantes tém claramente
consequéncias funcionais, outras certamente sio neutras.

Para a maioria, sua importincia para a saide humana e

doencas ¢é desconhecida.

No Capitulo 4, lidamos com o efeito da mutagio, que
altera um ou mais genes ou loci gerando alelos e polimorfis-
mos variantes. E nos Capitulos 7 ¢ 8 examinamos o papel
dos fatores genéticos na patogenia de varios disturbios men-
delianos ou complexos. Neste capitulo, discutimos como
os geneticistas abordam a descoberta de genes particulares
implicados na doenga e as variantes que eles contém e que
sdo subjacentes ou contribuem para doengas humanas, com
foco em trés abordagens.

e A primeira abordagem, a anilise de ligagao, é baseada na
familia. A analise de ligagdo obtém vantagens explicitas
de heredogramas de familias para acompanhar a heranga
de uma doenga entre membros da familia e para testar a
co-hereditariedade consistente, repetida da doenga com
uma regido genomica particular ou mesmo com uma
variante ou variantes especificas, sempre que a doenga ¢
transmitida em uma familia.

e A segunda abordagem, a andlise de associacio, ¢é a basea-
da na populacio. A andlise de associacdo nio depende
explicitamente de heredogramas, mas sim aproveita toda
a histéria de uma populagio para procurar um aumento
ou uma reducido da frequéncia de um alelo particular ou

conjunto de alelos em uma amostra de individuos aco-
metidos coletada a partir da populacio, em comparagio
com um conjunto controle de pessoas nio acometidas da
mesma populagio. E particularmente qtil para doengas
complexas que nido apresentam um padrdo de heranga
mendeliana.

e A terceira abordagem envolve o sequenciamento direto
do genoma dos individuos acometidos e de seus pais ¢/
ou de outros individuos na familia ou na populacao. Essa
abordagem ¢ particularmente 1itil para distiirbios mende-
lianos raros, nos quais a andlise de ligacdo ndo é possivel
porque simplesmente ndo ha familias suficientes para
fazer a andlise de ligagdo ou porque o distarbio ¢ um letal
genético que sempre resulta de muta¢des novas ¢ nunca ¢
herdado. Nestas situacdes, o sequenciamento do genoma
(ou apenas dos éxons codificantes de cada gene, o exoma)
de um individuo acometido e o peneiramento através dos
bilhoes resultantes (ou, no caso do exoma, dezenas de
milhoes) de bases de DNA tém sido usados com sucesso
para encontrar o gene responsdvel pelo disturbio. Esta
nova abordagem aproveita a tecnologia recentemente
desenvolvida que reduziu o custo do sequenciamento do
DNA um milhdo de vezes em comparagao ao que era
quando o genoma de referéncia original estava sendo
preparado durante o Projeto Genoma Humano.

O uso de ligagdo, de associacio e do sequenciamento para
mapear e identificar os genes de doengas teve um enorme
impacto sobre nossa compreensio da patogenia ¢ fisiopato-
logia de muitas doencas. Com o tempo, o conhecimento das
contribui¢des genéticas para a doenga também ird sugerir
novos métodos de preven¢io, manejo e tratamento.

BASE GENETICA PARA ANALISE DE LIGACAO
E ASSOCIACAD

Uma caracteristica fundamental da biologia humana ¢é
que cada geracdo se reproduz através da combinagio de
gametas haploides que contém 23 cromossomos, resultantes
da segregacio independente e recombinacdo de cromos-
somos homélogos (Cap. 2). Para entender completamente
o0s conceitos subjacentes 4 andlise de ligagio genética e os
testes para a associagdo, ¢ necessdrio revisar brevemen-
te o comportamento de cromossomos e genes durante a
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meiose a medida que sdo passados de uma geragio para a
seguinte. Parte desta informagdo repete o material cldssico
sobre gametogénese apresentado no Capitulo 2, ilustrando-o
com novas informagdes que se tornaram disponiveis como
resultado do Projeto Genoma Humano e suas aplicacoes
para o estudo de variacdo humana.

Segregacao Independente e Recombinagao
Homdloga na Meiose

Durante a meiose I, os cromossomos homologos alinham-se
em pares ao longo do fuso meidtico. Os homdlogos paternos
e maternos trocam segmentos homalogos por meio do cros-
sing over e da cria¢do de novos cromossomos que sio um
“patchwork™ que consiste em porgdes alternadas dos cro-
mossomos da avd e dos cromossomos do avé (Fig. 2-15).
Na familia ilustrada na Figura 10-1, exemplos de cromos-
somos recombinados sio mostrados na prole (geragio I1) do
casal na geragdo . Também é mostrado que o individuo na
geragao III herda um cromossomo materno que contém seg-
mentos derivados de todos os quatro cromossomos de seus
avos maternos. A criacdo de tais cromossomos patchwork
enfatiza a nogio de individualidade genética humana: cada
cromossomo herdado por uma crianga de um progenitor
nunca ¢ exatamente 0 mesmo que uma das duas copias desse
Cromossomo Nno progenitor.

Embora nenhum dos dois cromossomos homélogos
geralmente pareca idéntico sob o microscépio, eles diferem
substancialmente no nivel da sequéncia de DNA. Como
discutido no Capitulo 4, estas diferengas na mesma posi-
¢ao (locus) em um par de cromossomos homélogos sido
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Figura 10-1 Efeito de recombinacio na origem de vérias porcoes de
um cromossomo. Devido ao erossing over na meiose, a copia do cro-
mossomo que o menino (geragdo I11) herdou de sua mie é um mosaico
de segmentos de todas as quatro cépias daquele cromossomo de seus
avos.

alelos. Alelos que sdo comuns (geralmente considerados
como aqueles portados por aproximadamente 2% ou mais
da populagdo) constituem um polimorfismo e a anilise da
ligacdo em familias (como iremos explorar mais tarde no
capitulo) requer acompanhamento da heranca de alelos
especificos @ medida que eles sio transmitidos em uma
familia. As variantes alélicas em cromossomos homélogos
possibilitam que os geneticistas tracem cada segmento de um
cromossomo herdado por uma crianca em particular para
determinar se e onde os eventos de recombinacio ocorreram
ao longo dos cromossomos homélogos. Varias dezenas de
milhoes de marcadores genéticos estio disponiveis para
servir como marcadores genéticos para esta finalidade. E
uma trivialidade agora em genética humana dizer que ¢é
essencialmente sempre possivel determinar com confianca,
através de uma série de andlises descritas neste capitulo,
se um determinado alelo ou segmento do genoma em um
paciente foi herdado de seu pai ou sua mie. Este avango -
um produto singular do Projeto Genoma Humano - é uma
caracteristica essencial da andlise genérica para determinar
a base genética precisa da doenga.

Alelos em Lociem Diferentes Cromossomos
Segregam de Maneira Independente

Suponha que existem dois loci polimérficos, 1 e 2, em cro-
mossomos diferentes, com alelos A e a no locus 1 e alelos
B e b no locus 2 (Fig. 10-2). Suponha que um genétipo do
individuo nesses loci é Aa e Bb; isto é, ela é heterozigota
em ambos os loci, com alelos A e B herdados de seu pai
e alelos a e b herdados de sua mie. Os dois cromossomos
diferentes irdo se alinhar na placa metafisica na meiose
I em uma de duas combinacdes de igual probabilidade.
Depois da recombinagio e da segregacio cromossémica
serem concluidas, haverd quatro possiveis combinac¢oes de
alelos, AB, ab, Ab e aB em um gameta; cada combinacio é
tdo provivel de ocorrer como qualquer outra, um fenémeno
conhecido como segregacio independente. Pelo fato de os
gametas AB conterem apenas os alelos derivados de seu pai,
e os gametas ab apenas os alelos maternos, esses gametas
sao designados parentais. Em contrapartida, os gametas Ab
ou aB, cada um contendo um alelo de origem paterna e um
alelo de origem materna, sio denominados gametas nao
parentais. Em média, a metade (50%) dos gametas sera de
parentais (AB ou ab) e 50% de ndo parentais (Ab ou aB).

Alelos em Locino Mesmo Cromossomo
Segregam de Maneira Independente se Ocorrer
pelo menos um Crossover entre Eles

Agora, suponha que um individuo é heterozigoto em dois
loci 1 e 2, com os alelos A e B de origem paterna e a e
b derivados maternalmente, mas os loci estio no mesmo
cromossomo (Fig. 10-3). Os genes que residem no mesmo
cromossomo sdo denominados sinténicos (literalmente, “no
mesmo fio”), independentemente de quido proximos ou quiao
longe estejam naquele cromossomo.

Como esses alelos vao se comportar durante a meiose?
Nés sabemos que entre um e quatro crossovers ocorrem
entre cromossomos homélogos durante a meiose [ quando
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Figura 10-2 Segregagio independente de alelos em dois loci, 1 ¢ 2,
quando estdo localizados em cromossomos diferentes. Suponha que os
alelos A e B foram herdados de um dos progenitores, a e b do outro.
Os dois cromossomos podem alinhar na placa de metdfase na meiose
I, em uma de duas combinagdes igualmente proviveis, resultando em
segregacio independente dos alelos nestes dois cromossomos.

existem duas cromdtides por cromossomo homélogo. Se
nenhum crossing over ocorre dentro do segmento das cro-
matides entre os [oei 1 e 2 (e ignorando tudo o que acontece
em segmentos fora do intervalo entre esses [oci), entdo os
cromossomos que vemos nos gametas serdo AB e ab, que
sdo 0s mesmos dos cromossomos parentais originais; um
cromossomo parental é, portanto, um cromossomo ndo
recombinante. Se ocorrer crossing over pelo menos uma
vez no segmento entre os loci, as cromdrtides resultantes
podem ser ou ndo recombinantes ou Ab e aB, que ndo sdo
as mesmas que 0 CroImossoImos parentais; esse Cromossomo
nao parental é, portanto, um cromossomo recombinante
(mostrado na Fig. 10-3). Uma, duas ou mais recombinagdes
que ocorrem entre dois /oci no estigio de quatro cromatides
resultam em gametas que sio 50% ndo recombinantes
(parentais) e 50% recombinantes (ndo parentais), o que
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Figura 10-3 Crossing over entre cromossomos homélogos (linhas pre-
tas horizontais) na meiose é mostrado entre cromatides de dois cromos-
somos homélogos do lado esguerdo. Os crossovers resultam em novas
combinagdes de alelos derivados da mée e do pai nos cromossomos
recombinantes presentes nos gametas, exibidos a direita. Se nio ocorrer
crossing over no intervalo entre os loci 1 e 2, apenas combinagdes
de alelos parentais (ndo recombinantes), AB e ab, ocorrem na prole.
Se um ou dois crossovers ocorrem no intervalo entre os loci, metade
dos gametas conterd uma combinagio de alelos ndo recombinantes e
metade a combinag¢io recombinante. O mesmo é verdadeiro se mais de
dois crossovers ocorrerem entre os loci (ndo ilustrado aqui). NR, nao
recombinante; R, recombinante.

¢ precisamente nas mesmas proporgdes que se vé com
segregacio independente de alelos em foci em diferentes
cromossomos. Assim, se dois loci sinténicos estdo suficien-
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temente afastados no mesmo cromossomo para assegurar
que havera pelo menos um crossover entre eles em toda
meiose, a propor¢ao de gendtipos recombinantes e ndo
recombinantes serd, em média, de 1:1, exatamente como se
os loci estivessem em cromossomos separados e segregando
de maneira independente.

Frequéncia de Recombinacao e Distancia
do Mapa

Frequéncia de Recombinagdo como uma Medida
de Distancia entre Loci

Agora suponha que dois loci estio no mesmo cromossomo,
mas estao ou muito distantes, ou muito proximos, ou em
algum ponto no meio (Fig. 10-4). Como acabamos de ver,
quando os loci estio muito distantes (Fig. 10-4A), pelo
menos um crossover ocorrera no segmento do cromossomo
entre os loci 1 e 2, e haverd gametas de ambos os gendtipos
nao recombinantes AB e ab e os gendtipos recombinantes
Ab ¢ aB, em proporgoes iguais (em média) na prole. Por
outro lado, se dois loci estiverem muito proximos no mes-
MO Cromossomo a ponto de 0s crossovers nunca ocorrerem
entre eles, ndo havera nenhuma recombinagio; os gendtipos
ndo recombinantes (cromossomos parentais AB e ab na
Fig. 10-4B) sdo transmitidos em conjunto o tempo todo, e
a frequéncia dos gendtipos recombinantes Ab e aB sera 0.
Entre esses dois extremos esta a situa¢io em que dois loci
estdo longe o suficiente de modo que uma recombinacgio
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entre os loci ocorre em algumas meioses, mas nio em outras
(Fig. 10-4C). Nessa situagio, observam-se combinacoes
ndo recombinantes de alelos na prole, quando nenhum cru-
zamento ocorreu e combinagoes recombinantes, quando
uma recombinagdo ocorreu, mas a frequéncia de cromos-
somos recombinantes nos dois loci ficard entre 0% ¢ 50%.
O ponto crucial é que quanto mais proximos dois loci esti-
verem, menor serd a frequéncia de recombinacio e menor
o niimero de gendtipos recombinantes observados na prole.

A Deteccao de Eventos de Recombinacao Requer
Heterozigosidade e Conhecimento de Fase

Detectar os eventos de recombinagido entre loci requer que
(1) um progenitor seja heterozigoto (informativo) em ambos
os loci e que (2) saibamos qual alelo no locus 1 esta no mes-
mo cromossomo que o alelo no locus 2. Em um individuo
que ¢ heterozigoto em dois loci sinténicos, um com alelos A
e a, o outro com B e b, o alelo encontrado no primeiro locus
estd no mesmo cromossomo com que o alelo no segundo
locus define o que é chamado de fase (Fig. 10-5). Diz-se que
o conjunto de alelos no mesmo homélogo (A e B,ouae
b) estd em acoplamento (ou cis) e forma o que é conhecido
como um haplétipo (Capitulos 7 e 8). Em contrapartida,
alelos em diferentes homalogos (A e b, ou a e B) estdo em
repulsdo (ou trans) (Fig. 10-5).

A Figura 10-6 mostra um heredograma de uma familia
com miuiltiplos individuos acometidos pela retinite pigmentar
(RP) autossémica dominante, uma doenga degenerativa
da retina que causa cegueira progressiva em associagio
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Figura 10-4 Scgregagao de alelos em dois loci, 1 ¢ 2, quando eles estio localizados no mesmo cromos-
somo. A, Os loci estio distantes e pelo menos um crossover entre eles tem probabilidade de ocorrer em
cada meiose. B, Os loci estdo tdo proximos que o crossing over entre eles nio é observado, independente
da presenga de crossovers em outra parte do cromossomo. C, Os loci estdo proximos no mesmo cromos-
somo, mas suficientemente afastados para que ocorra crossing over no intervalo entre os dois loci apenas

em nlgumns l'l'lL‘i()SCS, mas nao em muitas outras.
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Figura 10-5 Possiveis fases de alelos A e a, e alelos B ¢ b.
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Figura 10-6 Co-hereditariedade do gene para uma forma autos-
somica dominante de retinite pigmentosa (RP), com locus marcador
2, e ndo com locus marcador 1. Apenas a contribuigio da mie para
os genotipos do filho é mostrada. A mde (I-1) é acometida com esta
doenca dominante e é heterozigota no locus RP9 (Dd), bem como nos
loci 1 e 2. Ela carrega os alelos A ¢ B no mesmo cromossomo que o
alelo mutante RPY (D). O pai ndo acometido ¢ homozigoto normal (dd)
no locus RP9, bem como nos dois loci do marcador (AA ¢ bb); suas
contribuigdes para a prole nio sdo consideradas. Dois dos trés filhos
acometidos herdaram o alelo B no locus 2 de sua mae, enquanto o
individuo 11-3 herdou o alelo b. Os cinco filhos ndo acometidos também
herdaram o alelo b. Assim, sete dos oito filhos sio nio recombinantes
entre o locus RP9 ¢ o locus 2. No entanto, os individuos 11-2, 11-4, 1I-6
e 11-8 sdo recombinantes para RP9 e o locus 1, indicando que o cros-
sover meidtico ocorreu entre esses dois loct.

CLB‘

com pigmentagio anormal da retina. Como mostrado, o
individuo I-1 ¢ heterozigoto tanto no locis marcador 1
(com alelos A e a) como no locus marcador 2 (com alelos B
e b), bem como heterozigoto para o distirbio (D é o alelo
da doenga dominante, d é o alelo normal recessivo). Os
alelos A-D-B formam um haplétipo, e a-d-b o outro. Como

sabemos que seu esposo ¢ homozigoto em todos os trés loci

e s6 pode repassar os alelos @, b e d, podemos facilmente
determinar quais alelos as criancas receberam de sua mie e
assim tragar a heranga de seu alelo causador de RP ou seu
alelo normal naquele locus, bem como os alelos em ambos
os loci marcadores em seus filhos. Uma inspegdo rigorosa da
Figura 10-6 possibilita determinar se cada crianca herdou
um haplétipo recombinante ou ndo recombinante da mie.

No entanto, se a mae (I-1) for homozigota bb no locus
2, entdo todos os filhos herdariam um alelo b materno,
independente de terem recebido um alelo D mutante ou d
normal no locus RP9. Por ela nio ser informativa no locus
2 nesse caso, seria impossivel determinar se a recombinagio
ocorreu. Da mesma maneira, se a informagdo fornecida
para a familia na Figura 10-6 fosse simplesmente que I-1
era heterozigota, Bb, no locus 2 e heterozigota em locus 2
para uma forma autossomica dominante de RP, mas a fase
nio era conhecida, nio seria possivel determinar quais de
seus filhos eram nio recombinantes entre o locus RP9 e o
locus 2 e quais de seus ﬁlhos eram recombinantes. Assim a
determinacio de quem ¢é ou ndo ¢ um recombinante requer
que saibamos se o alelo B ou b no locus 2 estava no mesmo
cromossomo que o alelo mutante D para RP no individuo

I-1 (Fig. 10-6).

Ligacao e Frequéncia de Recombinagao

Ligacdo ¢é o termo utilizado para descrever um afastamento
da segregacgio independente dos dois loci, ou, em outras
palavras, a tendéncia dos alelos nos loci que estio muito
proximos no mesmo cromossomo a serem transmitidos
juntos, como uma unidade intacta, através da meiose. A
andlise da ligagdo depende da determinacio da frequéncia
de recombinacdo como uma medida da proximidade entre
si dos dois loci em um cromossomo. Uma notagao comum
para a frequéncia de recombinagdo (como uma proporgio,
nio uma porcentagem) ¢ a letra grega teta, 8, onde 0 varia de
0 (nenhuma recombinagio) a 0,5 (segregacio independente).
Se dois loci estiverem muito proximos a ponto de 0 = 0 entre
eles (como na Fig. 10-4B), diz-se que eles estio completa-
mente ligados; se eles estiverem tdo distantes que 6 = 0,5
(como na Fig. 10-4A), eles estdo segregando de maneira
independente ¢ sio ndo ligados. Entre esses dois extremos
existem varios graus de ligacio.

Mapas Genéticos e Mapas Fisicos

A distancia no mapa entre dois loci € um conceito fecrico
que se baseia nos dados reais — a extensao de recombinagdo
observada, 0, entre os loci. A distincia no mapa é medida em
unidades chamadas de centimorgans (cM), definidos como
o comprimento genético sobre o qual, em média, um cros-
sover ocorre em 1% das meioses. (O centimorgan ¢ 1/100
de um “Morgan”, em homenagem a Thomas Hunt Morgan,
que observou pela primeira vez a recombinagdo genética na
mosca de frutas, a Drosophila. Portanto, uma fracao de 1%
(ou seja, B = 0,01) traduz-se aproximadamente em uma dis-
tincia do mapa de 1 ¢M. Como discutimos anteriormente
neste capitulo, a frequéncia de recombinagio entre dois
loci aumenta proporcionalmente com a distancia entre dois
loci apenas até certo ponto porque, apos os marcadores
estarem distantes o suficiente para que pelo menos uma
recombinacdo sempre ocorra, a frequéncia de recombinagao
observada serd igual a 50% (0 = 0,5), nio importa o qudo
distantes fisicamente estejam os dois loci.

Para medir com precisio a verdadeira distincia do
mapa genético entre dois loci amplamente espagados, por-
tanto, é necessario que se utilize marcadores espagados a
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distdncias genéticas curtas (1 ¢cM ou menos) no intervalo
entre estes dois loci, e em seguida, adicionar os valores de
0 entre os marcadores intercalares, porque os valores de 8
entre pares de marcadores estreitamente ligados serdo boas
aproximacoes das distincias genéticas entre eles. Usando
essa abordagem, o comprimento genético de um genoma
humano inteiro foi medido e, curiosamente, verificou-se
que diferiam entre os sexos. Quando medido na meiose do
sexo feminino, o comprimento genético do genoma huma-
no é aproximadamente 60% maior (= 4.596 ¢cM) do que
quando ele é medido na meiose masculina (2.868 cM), e
essa diferenca entre os sexos ¢ consistente e uniforme em
cada autossomo. O comprimento genético médio sexual
de todo o genoma humano haploide, que é estimado como
contendo aproximadamente 3,3 bilhdes de pares de base de
DNA, ou = 3.300 Mb (Cap. 2), é de 3.790 cM, para uma
média de aproximadamente 1,15 cM/Mb. A razao para a
recombinacio aumentada observada por unidade de com-
primento de DNA em mulheres em comparagio com o sexo
masculino ¢ desconhecida, embora se possa especular que
tem a ver com o aumento da oportunidade de crossing over
promovido pelos muitos anos em que os precursores do
gamerta feminino permanecem na meiose [ antes da ovulagdo
(Cap. 2).

As medidas de recombinagio de pares de recombinacio
entre os marcadores genéticos separados por 1 Mb ou mais
fornecem uma razdo quase constante entre distincia gené-
tica e distancia fisica de aproximadamente 1 cM/Mb. No
entanto, quando a recombinagio ¢ medida com resolugio
muito maior, tais como entre marcadores espagados com
menos de 100 kb, a recombina¢io por unidade de com-
primento torna-se ndo uniforme e pode variar em mais de
quatro ordens de magnitude (0,01 a 100 cM/Mb). Quando
visualizados na escala de algumas dezenas de pares de qui-
lobases de DNA, a relagdo linear aparente entre a distancia
fisica em pares de base e recombinagio entre marcadores
polimérficos localizados a milhoes de pares de base de DNA
de distancia é, na verdade, resultado de uma média dos cha-
mados pontos quentes de recombinacio intercalados entre
as regides de pouca ou nenhuma recombinagio. Os pontos
quentes ocupam apenas aproximadamente 6% da sequéncia
no genoma e ainda sao responsdveis por aproximadamente
60% de toda a recombinagio meiética no genoma humano.
A base bioldgica para estes pontos quentes de recombina-
¢do é desconhecida. O impacto dessa nio uniformidade de
recombinagdo em alta resolugio é discutida a seguir, quando
abordamos o fenémeno de desequilibrio de ligacio.

Desequilibrio de Ligacao

Em geral, o desequilibrio de ligagio é o caso em que os dois
alelos em dois loci ndo vdo apresentar qualquer fase prefe-
rida na populacio se os loci estiverem ligados, mas a uma
distancia de 0,1 cM a 1 ¢cM ou mais. Por exemplo, suponha
que os loci 1 e 2 estdo a 1 cM de distincia. Além disso, supo-
nha que o alelo A estd presente em 50% dos cromossomos
em uma populag¢do e o alelo a nos outros 50% dos cromos-
somos, enquanto que no locus 2, um alelo § de suscetibi-
lidade a doenca estd presente em 10% dos cromossomos

e o alelo de protecio s estd em 90% (Fig. 10-7). Pelo fato
de a frequéncia do haplétipo A-S, freq(A-S), ser simples-
mente o produto das frequéncias de dois alelos — freq.(A)
x freq(S) = 0,5 x 0,1 = 0,05, diz-se que os alelos estio em
equilibrio de ligacao (Fig. 10-7A). Isto é, as frequéncias dos
quatro haplotipos possiveis, A-S, A-s, a-S e a-s decorrem
diretamente das frequéncias alélicas de A, a, S ¢ s.

No entanto, ao examinarmos haplétipos que envolvem
loci que estdo muito préximos, descobrimos que saber as
frequéncias alélicas para esses loci individualmente ndo
possibilita prever as quatro frequéncias de haplétipos. A
frequéncia de qualquer um dos haplétipos, freq(A-S) por

Equilibrio de ligagao: Frequéncias de haplétipo sdo
como esperado de frequéncias alélicas

Frequéncias alélicas no locus 2
freq(S) = 0,1 freq(s) =0,9
L Haplétipo A-S | Haplotipo A-s
Frequéncias freq(A) = 0,5 freq(A-S) = 0,05 | freq(A-s) = 0,45
alélicas no - s Tam
locus 1 i aplotipo a- aplétipo a-s
A freq(a) = 0,5 freq(a-S) = 0,05 | freq(a-s) = 0,45
Desequilibrio de ligacdo: Frequéncias de haplétipo
divergem do que é esperado de frequéncias alélicas
Frequéncias alélicas no locus 2
freq(S) = 0,1 freq(s) =0,9
e Haplétipo A-S | Haplotipo A-s
Frequéncias (8g(=0:2 freq(A-8) =0 | freq(A-s) =0,5
?Iélicas no e = | thal
ocus 1 w aplétipo a- aplotipo a-s
B @IS freq(a-S) = 0,1 | freq(a-s) =0,4
Desequilibrio de ligacdo parcial: Frequéncias de haplétipo
s@o mais raras do que o esperado de frequéncias alélicas
Frequéncias alélicas no locus 2
freq(S) =0,1 freq(s) = 0,9
= Haplotipo A-S | Haplétipo A-s
Frequéncias fregty =05 freq(A-S) = 0,01 | freq(A-s) = 0,49
alélicas no e S I
locus 1 o aplétipo a- Haplétipo a-s
C freq(a)=0.5 freg(a-S) = 0,09 | freq(a-s) = 0,41

Figura 10-7 Tabelas demonstrando como as mesmas frequéncias alé-
licas podem resultar em diferentes frequéncias de haplétipos indicativos
de equilibrio de ligacdo, forte desequilibrio de ligacio ou desequilibrio
de ligacdo parcial. A, Sob equilibrio de ligagio, frequéncias do hapléti-
po sdo, como esperado, do produto das frequéncias de alelo relevantes.
B, Loci 1 e 2 estdo localizados muito préximos um do outro, e alelos
nesses loci apresentam forte desequilibrio de ligagio. O haplértipo A-S
estd ausente e a-s ¢ menos frequente (0,4 em vez de 0,45) comparado
com o que ¢ esperado de frequéncias alélicas. C, Alelos em loci 1 e 2
mostram desequilibrio de ligacdo parcial. Haplétipos, A-S e a-s estio
subrrepresentados em comparagio com o que se espera de frequéncias
alélicas. Observe que as frequéncias alélicas para A e @ no locus 1 e para
S e s no locus 2 sdo as mesmas em todas as trés tabelas; é a maneira
como os alelos sdo distribuidos nos haplétipos, mostrada nas quatro
células centrais da tabela, que diferem.
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exemplo, pode ndo ser igual ao produto das frequéncias
dos alelos Gnicos que compdem aquele haplotipo; nesta
situagdo, freq (A-S) # freq (A) x freq (S) e assim se diz que
os alelos estdo em desequilibrio de ligagao (DL). O desvio
(“delta”) entre as frequéncias de haplétipos esperadas e reais
¢ chamado de D e é fornecido por:

D = freq(A-S) x freq(a-s) — freq(A-s) x freq(a-S)

D # 0 é equivalente a dizer que os alelos estdo em DL,
enquanto D = 0 significa que os alelos estdo em equilibrio
de ligagdo.

Exemplos de DL sdo ilustrados nas Figuras 10-7B e 10-
7C. Suponha que se descobre que todos os cromossomos
portadores do alelo S também tém o alelo a, enquanto nenhum
tem um alelo A (Fig. 10-7B). Entdo diz-se que o alelo Se
o alelo a estio em DL completo. Como um segundo exemplo,
suponha que o haplétipo A-S estd presente em apenas 1% de
cromossomos na populacio (Fig. 10-7C). O haplatipo A-S
tem uma frequéncia muito abaixo do que seria de se espe-
rar com base nas frequéncias de alelos A e S na populagdo
como um todo, e D <0, enquanto que o haplétipo a-S tem
uma frequéncia muito maior do que o esperadoe D > 0. Em
outras palavras, os cromossomos que portam o alelo de sus-
cetibilidade sio enriquecidos para o alelo a as custas do alelo

Mutacéo no cromossomo fundador

original por recombinagéo
a medida que a populagao
se amplia pelas multiplas
geragoes
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Mutagao localizada em uma regiao
A de desequilibrio de ligagao

Fragmentacao do cromossomo

A, em comparacio com cromossomos que portam o alelo de
protecio s. Note, porém, que as frequéncias alélicas indivi-
duais permanecem inalteradas; apenas o que difere ¢ como sdo
distribuidos em haplétipos e isso ¢ o que determina se ha DL.

Desequilibrio de Ligacdo tem tanto Causas
Bioldgicas quanto Histdricas
O que causa DL? Quando um alelo da doenca entra pela
primeira vez na populagio (por mutagio ou por imigragao
de um fundador portador do alelo da doenga), o conjunto
particular de alelos em loci polimérficos ligados ao (isto €,
sinténicos com) locus da doenga constitui um haplétipo que
contém doenca em que o alelo da doenga esta localizado
(Fig. 10-8). O grau ao qual este haplétipo contendo doenga
original ird persistir ao longo do tempo depende em parte
da probabilidade de que a recombinagio move o alelo da
doenca fora do haplétipo original e sobre cromossomos
com diferentes conjuntos de alelos nesses loci ligados. A
velocidade com que a recombinagio vai passar o alelo da
doenca para um novo haplétipo depende de um nimero
de fatores:
e O niamero de geragdes (e, portanto, o nimero de opor-
trunidades para recombinagdo) desde a primeira aparigio
da mutagao.
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Figura 10-8 Com cada geragio, a recombinagio meidtica troca os alelos que estavam inicialmente
presentes em [oci polimérficos em um cromossomo em que uma mutagdo associada a doenga surgiu ( )
para outros alelos presentes no cromossomo homélogo. Ao longo de muitas geragoes, os nicos alelos que
permaneceram em fase de acoplamento com a mutagio sio aqueles nos loci tao perto do locus mutante que
a recombinagio entre os loei é muito rara. Estes alelos estdo em desequilibrio de ligagdo com a mutagio
e constituem um haplétipo associado a doenga. B, Os individuos acometidos na geragdo atual (setas) sio
portadores da mutacdo (X) no desequilibrio de ligagdo com o haplétipo associado a doenga (individuos
em azul). Dependendo da idade da mutagio e de outros fatores genéticos da populagio, um haplétipo
associado a doenga geralmente se estende por uma regido de DNA de alguns kb a algumas centenas de

kb, Veja Fontes & Agradecimentos.
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* A frequéncia de recombinagio por geracio entre os loci.
Quanto menor for o valor de 6, maior a oportunidade
de que o haplétipo contendo a doenca persista intacto.

® Processos de sele¢do natural para ou contra determina-
dos haplétipos. Se uma combinacio de haplétipos sofre
selegao positiva (e €, portanto, preferencialmente passada
adiante) ou experimenta sele¢io negativa (e por isso é
menos facilmente transmitida), sera ou super-represen-
tada ou sub-representada nessa populacio.

Medicédo do Desequilibrio de Ligagdo

Embora conceitualmente valiosa, a discrepancia, D, entre as
frequéncias esperadas e observadas de haplétipos nio é uma
boa maneira de quantificar o DL, porque varia nio s6 com o
grau de DL, mas também com as frequéncias do alelo em si.
Para quantificar diferentes graus de DL, consequentemente,
os geneticistas frequentemente usam uma medida deriva-
da da D, chamada de D’ (Quadro). D’ é concebido para
variar de 0, indicando equilibrio de ligacdo, até um maximo
de = 1, indicando DL muito forte. Pelo fato de o DL ser
resultado ndo apenas da distancia genética, mas também da
quantidade de tempo durante o qual a recombinagio teve
uma chance de ocorrer e os possiveis efeitos de selegio para
ou contra determinados haplétipos, diferentes populacdes
vivendo em diferentes ambientes e com diferentes historias
podem ter diferentes valores de D’ entre os mesmos dois
alelos no mesmo locus do genoma.

D’ =D/F
EmqueD = freq(A-S) x freq(a-s) — freq(A-s) x freq(a-S)

e F ¢ um fator de correcio que ajuda a explicar as fre-
quéncias alélicas.

O valor de F depende de se D em si é um nimero posi-
tivo ou um nimero negativo.

F=omenordefreq(A) x freq.(s) ou freq(a) x freq(S)se D > 0

F =omenordefreq(A) x freq.(S) ou freq(a) x freq(s)se D < 0

Agrupamentos de Alelos Formam Blocos
Definidos por Desequilibrio de Ligacao

A andlise de medicdes por pares de D’ para variantes
vizinhas, particularmente polimorfismos de nucleotideo
tnico (SNPs) em todo o genoma revela uma arquitetura
genctica complexa para o DL. Os SNPs contiguos podem
ser agrupados em aglomerados (clusters) de tamanho
varidavel em que os SNPs em qualquer aglomerado
apresentam niveis altos de DL uns com os outros, mas
nio com os SNPs fora desse agrupamento (Fig. 10-9).
Por exemplo, os nove loci polimérficos no agrupamen-
to 1 (Fig. 10-9A), cada um consistindo de dois alelos,
tém o potencial de gerar 27 = 512 haplétipos diferentes;
no entanto, apenas cinco haplotipos constituem 98% de
todos os haplotipos observados. Os valores absolutos de
ID’l entre SNPs dentro do agrupamento estio bem acima

de 0,8. Os agrupamentos de loci com alelos em DL alto
em segmentos de apenas alguns pares de quilobases até
algumas dezenas de pares de quilobase sio denominados
blocos de DL.

O tamanho de um bloco de DL que compreende alelos
em um determinado conjunto de loci polimérficos nio é
idéntico em todas as populagdes. As populacdes africanas
tém blocos menores, com média de 7,3 kb por bloco em
todo o genoma, comparados com 16,3 kb em europeus;
os tamanhos dos blocos chineses ¢ japoneses sio compa-
rdveis entre si e sdo intermedidrios, atingindo uma média
de 13,2 kb. Essa diferenga no tamanho do bloco é quase
certamente resultado do menor nimero de geragoes desde
a fundagio das populagdes nio africanas em comparagio
com as populagdes na Africa, desse modo limitando o
tempo em que houve oportunidade de recombinagio para
quebrar regices do DL.

Existe uma base bioldgica para os blocos de DL ou
eles sdo simplesmente fenémenos genéticos que refletem
uma histéria (e genoma) humana? Parece que a biologia
realmente contribui para a estrutura do bloco de DL em
que as fronteiras entre os blocos de DL frequentemente
coincidem com pontos quentes de recombina¢io meié-
tica, discutidos anteriormente (Fig. 10-9C). Esses hot
spots de recombina¢do quebrariam quaisquer haplétipos
em dois haplotipos mais curtos mais rapidamente que a
média, resultando em equilibrio de ligacio entre SNPs de
um lado e do outro lado do hot spot. A correlacio nio é
de maneira alguma exata, e muitas fronteiras aparentes
entre blocos de DL nio estio localizadas ao longo de
hot spots de recombinagio evidentes. Essa falta de uma
correlagdo perfeita ndo ¢é surpreendente, dado o que ja
suspeitdvamos sobre o DL: ele ¢ afetado ndo apenas pelo
fato do qudo provavel é um evento de recombinacio (isto
¢, onde ficam os hot spots), mas também pela idade da
populagao, a frequéncia dos haplétipos originalmente
presentes nos membros fundadores daquela populacio e
se houve selecdo positiva ou negativa para determinados
haplotipos.

MAPEAMENTO DE GENES DE DOENCAS
HUMANAS

Por Que Mapear Genes de Doenca?

Na medicina clinica, um estado de doenca é definido por
uma colecao de achados fenotipicos observados em um
paciente ou grupo de pacientes. Designar essa doenca como
“genética” — e assim inferir a existéncia de um gene res-
ponsavel ou que contribui para a doenga — advém da andlise
genctica deralhada, aplicando-se os principios constantes
dos Capitulos 7 e 8. No entanto, supor a existéncia de um
gene ou genes dessa maneira ndo nos diz qual dos talvez
40.000 a 50.000 genes codificantes e nao codificantes no
genoma estd envolvido, qual a fungio daquele gene ou
genes, ou como aquele gene ou genes causam ou contribuem
para a doenca.

O mapeamento genético da doenga ¢ frequentemente
um primeiro passo importante na identificagio do gene ou
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Figura 10-9 A, Regido de 145 kb do cromossomo 4 que contém 14 polimorfismos de nucleotideo tnico
(SNPs). No agrupamento 1, que contém os SNPs de 1 a 9, cinco dos 27 = 512 haplatipos teoricamente
possiveis sdo responsaveis por 98% de todos os haplotipos na populagao, refletindo desequilibrio de
ligagdo substancial (DL) entre esses loci de SNPs. Da mesma maneira, no agrupamento 2, apenas trés dos
2* = 16 haplétipos teoricamente possiveis que envolvem os SNPs de 11 a 14 representam 99% de todos
os haplétipos encontrados. Em contrapartida, os alelos no SNP 10 encontram-se em equilibrio de ligagio
com os SNPs no agrupamento 1 ¢ agrupamento 2. B, Diagrama esquematico em que cada quadro vermelho
contém a medigio de pares do grau de DL entre dois SNPs (p. ex., a seta aponta para o quadro, esbocado
em preto, contendo o valor de D para os SNPs 2 ¢ 7). Quanto maior o grau de DL, mais escura a cor
do quadro, com valores miximos D’ de 1,0 ocorrendo quando ha DL completo. Dois blocos de DL sao
detectaveis, o primeiro contendo os SNPs de 1 a 9 e o segundo os SNPs entre 11 a 14. Entre os blocos, a
regido de 14 kb que contém o SNP 10 nio mostra DL com os SNPs 9 ¢ 11 circunvizinhos ou com qualquer
um dos outros loci de SNPs. C, Grifico da relagido de distancia de mapa e distincia fisica (cM/Mb), mos-
trando que uma recombinagio hot spot esta presente na regido entre o SNP 10 e o agrupamento 2, com
valores de recombinagio de cinquenta a sessenta vezes acima da média de, aproximadamente 1,15 cM/
Mb para o genoma. Veja Fontes & Agradecimentos.
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genes, NOs quais variantes sao responsaveis por causar ou
aumentar a suscetibilidade 2 doenga. O mapeamento do
gene concentra a atencdo sobre uma regido do genoma,
na qual se realiza uma anilise sistemdtica de todos os
genes da regido para encontrar as mutagdes ou variantes
que contribuem para a doenga. Apds a identificacdo do
gene que abriga as variantes do DNA responsdveis por
causar uma doen¢a mendeliana ou aumentar a susceptibi-
lidade a uma doenga genética complexa, o espectro com-
pleto da variacio naquele gene pode ser estudado. Desta
maneira, podemos determinar o grau de heterogeneidade
alélica, a penetrancia de diferentes alelos, se existe uma
correlacao entre determinados alelos e varios aspectos do
fenotipo (correlagio gendtipo-fendétipo) e a frequéncia de
variantes causais de doengas ou predisponentes em varias
populagdes.

Outros pacientes com o mesmo distirbio ou outros
semelhantes podem ser examinados para se observar se
eles também abrigam ou nio mutagdes no mesmo gene,
o que indicaria que ha heterogeneidade de locus para
um determinado distirbio. Apds o gene e suas variantes
genéticas naquele gene serem identificadas em individuos
acometidos, métodos altamente especificos de diagndstico,
como diagndstico pré-natal e triagem do portador, podem
ser oferecidos aos pacientes e suas familias.

As variantes associadas a doenga podem ser, em seguida,
modeladas em outros organismos, o que nos possibilita
usar ferramentas genéticas, bioquimicas e fisiologicas pode-
rosas para compreender melhor como a doenga surge.
Finalmente, armados com uma compreensdo da fungio dos
genes e como os alelos associados a doenca afetam aquela
funcdo, podemos comegar a desenvolver terapias especi-
ficas, como a terapia de reposi¢io génica, para evitar ou
melhorar o distirbio. Na verdade, grande parte do mate-
rial nos proximos capitulos sobre a etiologia, patogenia,
mecanismo e tratamento de varias doengas come¢a com
0 mapeamento genético. Aqui, examinamos as principais
abordagens usadas para descobrir genes envolvidos na
doenca genética, tal como foi apresentado no inicio desse
capitulo.

Mapeamento dos Genes de Doengas Humanas
por Analise de Ligacao

Determinacgdo se Dois Loci estao Ligados

A andlise de ligagao ¢ um mérodo de mapeamento de genes
que usa estudos de recombinac¢io em familias para deter-
minar se dois genes apresentam ligagdo quando passados
de uma geragdo para a seguinte. Usamos as informacdes
do padrio de heranga mendeliana conhecida ou suspeita
(dominante, recessiva, ligada ao X) para determinar quais
dos individuos na familia herdaram um cromossomo recom-
binante ou nio recombinante.

Para decidir se os dois loci estdo ligados e, em caso
afirmativo, qudo perto ou distantes estio, contamos com
duas informagdes. Primeiro, usando os dados da familia
em mdios, precisamos estimar 0, a frequéncia de recom-
binagdo entre os dois loci, porque isso vai nos dizer o

qudo perto ou longe eles estdo. Em seguida, precisamos
verificar se 8 € estatisticamente significativamente dife-
rente de 0,5, porque determinar se dois loci estio ligados
¢ equivalente a perguntar se a fra¢io de recombinacio
entre eles difere significativamente da fragio esperada de
0,5 para loci nio ligados. Estimar 0 e, ao mesmo tempo,
determinar a significincia estatistica de qualquer desvio de
8 de 0,5, depende de uma ferramenta estaristica chamada
de razdo de probabilidade (como discutido mais adiante
neste Capitulo).

A andlise de ligacio comeg¢a com um conjunto de
dados da familia real com N individuos. Com base em
um modelo de heran¢a mendeliana, conte o niimero de
Cromossomos, r, que apresentam recombinacdo entre o
alelo que causa a doenga e alelos em virios loci polimér-
ficos em torno do genoma (os chamados “marcadores™).
O numero de cromossomos que ndo apresentam uma
recombinacgido é, portanto, N - r. A fracdo de recom-
binagdo 8 pode ser considerada a probabilidade des-
conhecida, com cada meiose, que uma recombinacio
ird ocorrer entre os dois loci; a probabilidade de que
ndo ocorra nenhuma recombinagio é portanto 1 - 8.
Pelo fato de cada meiose ser um evento independente,
multiplica-se a probabilidade de uma recombinacio,
8, ou de ndo recombinacio, (1 - ) para cada cromos-
somo. A férmula para a chance (que é apenas a proba-
bilidade) de se observar esse nimero de cromossomos
recombinantes e ndo recombinantes quando 8 ¢é des-
conhecido é, portanto, fornecida por {N!/r!(N - r)!}0*
(1-8)N-7 (O termo fatorial, N!/r!(N - r)!, é necessirio
para explicar todas as possiveis ordens de nascimento
em que as criangas recombinantes e nio recombinantes
podem aparecer no heredograma). Calcule uma segunda
probabilidade baseada na hipdtese nula de que os dois
loci sdo ndo ligados, ou seja, fazer 8 = 0,50. A razio entre
a probabilidade de os dados da familia que sustentam
a ligacao com 6 desconhecido e a probabilidade de que
os loci sejam nao ligados é a probabilidade em favor de
ligacdo e é fornecida por:

Probabilidadedos dadosseloci forem ligadosa uma distincia®
probabilidade dosdadosseloci forem nioligados(@ = 0,5) a
[N!/rUN =)o (1—-)™-
NN =)} (}3) ()N

Felizmente, os termos fatoriais sio sempre os mesmos no
numerador e denominador da razdo de verossimilhanca e,
portanto, eles se anulam mutuamente e podem ser igno-
rados. Se 8 = 0,5, o numerador e o denominador sao os
mesmos ¢ as probabilidades iguais a 1.

A teoria estatistica nos diz que quando o valor da razdo
de verossimilhanga para todos os valores de 8 entre 0 ¢ 0,5
é calculado, o valor de 8 que da o maior valor dessa razio
de verossimilhanca é, na verdade, a melhor estimativa da
fragio de recombinagio que vocé pode fazer em vista dos
dados e é referido como 8,,,,. Por convencio, a razio de
verossimilhanca computada para diferentes valores de 6
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em geral é expressa como log, e é chamada de escore do
logaritmo da probabilidade (LOD score) (Z) onde LOD ¢
a abreviatura em inglés de “Logarithm of the ODds.” O
uso de logaritmos possibilita que as razdes de verosimi-
lhanca calculadas de diferentes familias sejam combi-
nadas por adi¢do simples em vez de ter de multiplica-
los juntos.

Como a andlise do LOD score é realizada em familias
com distirbios mendelianos? (Quadro) Retornemos a
familia mostrada na Figura 10-6, na qual a mae tem uma
forma autossémica dominante de retinite pigmentosa.
Existem dezenas de diferentes formas dessa doenca, sendo
que muitas delas foram mapeadas em locais especificos den-
tro do genoma e para os genes para os quais foram agora
identificados. Normalmente, quando uma nova familia
busca atendimento clinico, nio se sabe que forma de RP o
paciente tem. Nesta familia, a mae também é heterozigota
para dois loci marcadores no cromossomo 7, o locus 1 em
7q distal e o locus 2 em 7p14. Suponha que sabemos (a
partir de outros dados da familia) que o alelo da doenca
D estd em acoplamento com um alelo A no locus 1 e com
o alelo B no locus 2. Dada essa fase, pode-se observar que
houve recombinacdo entre RP e o locus 2 em apenas um
dos seus oito filhos, sua filha 1I-3. Os alelos no locus da
doenga, no entanto, nio apresentam qualquer tendéncia
para seguir os alelos no locus 1 ou alelos em qualquer uma
das outras centenas de loci marcadores testados nos outros
autossomos. Assim, embora o locus de RP envolvido nesta
familia possa a principio ter sido mapeado em qualquer
local do genoma humano, comega-se agora a suspeitar,
com base nos dados da ligacdo, que o locus de RP res-
ponsavel estd na regido do cromossomo 7, proximo do
locus marcador 2.

Para fornecer uma avaliacio quantitativa dessa suspei-
ta, suponha que deixamos 0 ser a fracio de recombinagio
“verdadeira” entre RP e o locus 2, a fragdo que veriamos se
tivéssemos numeros ilimitados de filhos para teste. A razdo
de verossimilhanca para esta familia é, portanto,

(6)'(1-8)
NN

e alcanga uma pontuagio maxima de logaritmo de proba-
bilidade de Z,,,, = 1,1 em 0,,,, = 0,125.

O valor de 6 que maximiza a razio de verossimilhanca,
Oaxs pode ser a melhor estimativa que se pode fazer para
determinados dados, mas qual o nivel de qualidade dessa
estimativa? A magnitude do LOD score fornece uma avalia-
¢io da qualidade de uma estimativa de 0,,., que vocé fez. Por
convengdo, um LOD score de +3 ou superior (equivalente a
probabilidade superior a 1000:1 a favor da liga¢ao) é con-
siderado wma evidéncia firme de que dois loci estdo ligados
- ou seja, B, € estatisticamente muito diferente de 0,5. Em
nosso exemplo de RP, 7/8 da prole sio nio recombinantes
e 1/8 sio recombinantes. O 0,,,, = 0,125, mas o LOD score
é de apenas 1,1, o suficiente para levantar uma suspeita de
ligacdo, mas insuficiente para comprovar liga¢ao, porque
Zomax €5t muito aquém de 3.

ANALISE DE LIGACAO DE DOENGAS MENDELIANAS

A andlise de ligagdo ¢ usada quando existe um modo par-
ticular de heranca (autossémica dominante, autossémica
recessiva ou ligada ao X) que explica o padrao de heranga.

A analise do LOD score possibilita mapear os genes,
nos quais mutacgoes causam doencas que seguem heranca
mendeliana.

O LOD score fornece:

* A melhor estimativa da frequéncia de recombinagio,

O1maxs €ntre um locus marcador e o locus da doenga; e
® Uma avaliacio de quio forte é a evidéncia de ligacdo

naquele valor de 8,,;,. Valores de LOD score Z acima

de 3 sdo considerados forte evidéncia.

A ligagao em um 8,,,, especifico entre um locus do gene
para a doenga e um marcador com local fisico conhecido
implica que o locus do gene da doenca deve estar perto do
marcador. Quanto menor o 8,,,,, mais proximo o locus da
doenga esta do locus marcador ligado.

Combinacao de Informacdes sobre o LOD Score
nas Familias

Da mesma maneira que cada meiose em uma familia que
produz uma prole ndo recombinante ou recombinante é
um evento independente, assim também sdo as meioses que
ocorrem em familias diferentes. Podemos, portanto, multi-
plicar as probabilidades nos numeradores e denominadores
de odds ratio de probabilidade de cada familia juntos. Supo-
nha que duas familias adicionais com RP foram estudadas e
uma nio apresentou recombinagao entre o locus 2 e RP em
quatro filhos e outro ndo apresentou recombinagio em cinco
criangas. Os LOD scores individuais podem ser gerados para
cada familia e adicionados juntos (Tabela 10-1). Pelo fato
de o LOD score maximo Z,,,, exceder 3 a 0,,,, = =0,06, o
gene de RP neste grupo de familias esta ligado ao locus 2
a uma distincia de recombinacio de =0,06. Pelo fato de a
localizagdo gendmica do locus marcador 2 ser conhecida
por estar em 7p14, a RP nesta familia pode ser mapeada na
regiio 7pl4 e provavelmente envolve o gene RP9, um dos
loci ja identificados para uma forma de RP autossomica
dominante.

Se, no entanto, algumas das familias que estdo sen-
do usadas no estudo vado ter RP, devido a mutagdes em
um locus diferente, os LOD scores entre as familias vai
divergir, com algumas apresentando uma tendéncia a ser
positiva com valores pequenos de 6 e outras apresentando
LOD scores fortemente negativos nesses valores. Assim,
na andlise de ligacdo que envolve mais de uma familia,
uma heterogeneidade de locus insuspeita pode obscurecer
o que pode ser uma evidéncia real de ligagio em um sub-
grupo de familias.

Heredogramas de Fase Conhecida e Fase

nao Conhecida

No exemplo de RP que acabamos de discutir, supomos que
conheciamos a fase de alelos marcadores no cromossomo
7 na mae acometida naquela familia. Vamos agora ver as
implicagdes de se conhecer a fase em mais detalhes.
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TABELA 10-1 LOD Score para Trés Familias com Retinite Pigmentosa

0,00 0,01 0,05 0,06 0,07 0,10 0,125 0,20 0,30 0,40
Familia 1 - 0,38 0,95 1,00 1,03 1,09 1,1 1,03 0,80 0,46
Familia 2 1,2 1,19 1,11 1,10 1,08 1,02 0,97 0,82 0,58 0,32
Familia 3 1,5 1,48 1,39 1537 1,35 1,28 1,22 1,02 0,73 0,39
Toral - 3,05 3,45 3,47 3,46 3:39 3,28 2,87 2,11 1,17

Individuo Z,,,, para cada familia ¢ mostrado em negrito. O Z;, global = 3,47 a 6,,,, = 0,06.

Considere a familia de trés geragdes com neurofibro-
matose tipo 1 (NF1) autossomica dominante (Caso 34) na
Figura 10-10. A mde acometida, 1I-2, é heterozigota tanto
no locus NF1 (D/d) como no locus marcador (A/a), mas
(como mostrado na Fig. 10-10A) nao temos informagoes
sobre o gendtipo dos pais. As duas criancas acometidas
receberam o alelo A juntamente com o alelo D da doenca
¢ a crianga nao acometida recebeu o alelo @ juntamente
com o alelo d normal. Sem conhecer a fase desses alelos na
mie, todos os trés filhos sdo recombinantes ou todos os trés
sdo ndo recombinantes. Pelo fato de ambas as possibilida-
des serem igualmente proviveis na auséncia de qualquer
outra informagio, nos consideramos a fase em seus dois
cromossomos como sendo D-a e d-A metade das vezes D-A
e d-a para a outra metade (que supde que os alelos nesses
haplétipos estio em equilibrio de ligagdo). Para calcular a
probabilidade global desse heredograma, em seguida adicio-
namos a probabilidade calculada supondo uma fase na mae
a probabilidade calculada supondo a outra fase. Portanto, a
probabilidade global =1/26° (1 - 0)* + 1/2(8°)(1 - 8)° e a razao
de verossimilhanca para esse heredograma, em seguida, é:

4(1-0)'(0)" +%4(6°)(1-0)"

1
8

Conferindo um LOD score maximo de Z,,,, = 0,602 a
euu.\' = 0.

Se, no entanto, a informagio adicional do genétipo no
avo materno I-1 torna-se disponivel (como na Fig. 10-10B),
a fase pode agora ser determinada como sendo D-A (ou
seja, alelo D de NF1 estava no acoplamento com A no

ndo recombinantes e jd nio temos mais de considerar a
possibilidade de fase oposta. O numerador da razio de
verossimilhanga torna-se agora (1 - 8)*(8°) e o logaritmo
de probabilidade maximo Z,,, = 0,903 em 0,,,, = 0. Assim,
o conhecimento da fase aumenta o poder dos dados dis-
poniveis de testar a ligagio.

Mapeamento de Genes de Doencas Humanas
por Associacao

Desenho de um Estudo de Associagado

Uma abordagem completamente diferente para identificagio

da contribuicio genética para a doenga reside em encon-

trar determinados alelos que estejam associados a doenga
em uma amostra da popula¢ido. Em contraste com a and-
lise de ligacdo, essa abordagem ndo depende da existéncia
de um padrdo de heranga mendeliana e é, portanto, mais
adequado para descobrir as contribuigdes genéticas aos dis-
tirbios com heranca complexa (Cap. 8). A presenga de um
alelo em particular em um locus em frequéncia aumentada
ou reduzida em individuos acometidos em comparagio

com controles é conhecida como uma associagao com a

doenca. Ha dois desenhos de estudos comumente usados

para estudos de associagdo:

* Estudos caso-controle. Os individuos com a doenga sio
selecionados em uma populagio, um grupo correspon-
dente de controles sem doenga € entio selecionado e os
genotipos de individuos nos dois grupos sio determina-
dos e utilizados para preencher uma tabela dois-por-dois
(ver adiante).

individuo II-2). Em fun¢do dessa nova informagdo, os trés ~ ® Estudos de corte transversal ou de ou coorte. Uma
filhos agora podem ser definitivamente classificados como amostra aleatéria de toda a populagio é escolhida
A ! 1 2 B
A L 2 Dd i
AA Aa
1 2 3
g _ i i 1
F!gl!ra 10-1_0 Dois .heredogramas de neurofibromatose autos- Dd dd Dd Dd dd Dd
somica dominante, tipo 1 (NF1). A, A fase do alelo da doenga AA Aa AA AA Aa AA
D e os alelos marcadores A e a no individuo 11-2 é desconheci-
da. B, A disponibilidade de informagdes sobre o gendtipo para  Fase em II-2 Fase em II-2
a geragdo | possibilita uma determinagio de que o alelo D da I D-A/d-a: NR NR NR D-A/d-a: NR NR NR
doenga e alelo marcador A estio em acoplamento no individuo  If D-a/d-A: R R R

[1-2. NR, ndo recombinante; R, recombinante.
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e, em seguida, analisada para verificar se tém (corte
transversal) ou, apés serem acompanhados durante o
tempo, desenvolvem (coorte) uma determinada doenga;
os gendtipos de toda a populagio do estudo s3o deter-
minados. O nimero de individuos com e sem doenga
e com e sem um alelo (ou genétipo ou haplétipo) de
interesse é utilizado para preencher as células de uma
tabela dois-por-dois.

0dds Ratio e Riscos Relativos

Os dois tipos diferentes de estudos de associagdo relatam a
forga da associagio, utilizando odds ratio ou risco relativo.

Em um estudo caso-controle, a frequéncia de um deter-
minado alelo ou haplétipo (p. ex., para um haplétipo de
antigeno leucocitério humano [HLA] ou um determinado
alelo SNP ou haplétipo SNP) é comparada entre os indi-
viduos acometidos e nio acometidos selecionados ¢ uma
associagdo entre a doenga e o gendtipo é calculada por uma
odds ratio (OR) ou razio das chances.

Pacientes Controles Totais

Com marcador genético® a b a+b
Sem marcador genético c d c+d
Totais a+c b+d

*Um marcador genético pode ser um alelo, um genétipo ou um haplétipo.

Utilizando a tabela dois-por-dois, as chances de um por-
tador do alelo desenvolver a doenga ¢ a relagio (a/b) do
nimero de portadores do alelo que desenvolvem a doenga
{a) e 0 numero de portadores do alelo que nio desenvolvem
a doenga (b). Da mesma maneira, as chances de um nio por-
tador desenvolver a doenga é a razdo (c/d) de nio portadores
que desenvolvem a doenga (c) dividida pelo nimero de nio
portadores que nio desenvolvem a doenga (d). A odds ratio
da doenca é entdo a razio dessas probabilidades.

OR =

Tlojon
[
g8

Uma OR que difere de 1 significa que ha uma associagio do
risco de doenga com o marcador genético, enquanto OR =1
significa que ndo hd associagio.

Alternativamente, se o estudo de associag¢io foi concebido
como um estudo de corte transversal ou coorte, a for¢a de
uma associagio pode ser medida pelo risco relativo (RR). O
RR é a razdo entre a proporgio das pessoas com a doenga
que sdo portadoras de um alelo em particular ([a/(a +b}])
e a proporgdo daqueles sem a doenga que sdo portadores
daquele alelo ([c/(c + d)]).

E

=

RR =2+
c

c+d

Novamente, um RR que difere de 1 significa que hd uma
associagdo de risco de doenga com o marcador genético,

enquanto RR = 1 significa que nio ha associagdo. (O risco
relativo RR introduzido aqui nio deve ser confundido com
A, a relagdo de risco em parentes, que foi discutido no
Capitulo 8. A, é a prevaléncia de um fenétipo de doenga em
particular em parentes de um individuo acometido versus
aquele na populagio geral.)

Para doengas raras (ou seja, a <b e ¢ <d), um dese-
nho caso-controle com cdlculo da OR é o melhor,
porque qualquer amostra aleatéria de uma populagio
provavelmente nio contém niimeros suficientes de indi-
viduos acometidos para ser adequado para um desenho
de estudo de corte transversal ou de coorte. Observe,
entretanto, que quando uma doenga é rara e o cilculo
de uma OR em um estudo de caso controle é a Ginica
abordagem pritica, a OR é uma boa aproximagio para
um RR. (Examine a férmula para RR e se convenga de
que, quando a <bec <d{a+b)=be{c+d)=d,e,
portanto, RR = OR.)

A informagdo obtida em um estudo de associagio vem
em duas partes. A primeira é a magnitude da associagio
em si: quanto mais o RR ou OR divergirem de 1, maior é
o efeito da variagio genética na associagio. No entanto,
uma OR ou um RR para uma associagio é uma medida
estatistica e requer um teste de significincia estatistica.
A significincia de qualquer associa¢do pode ser avaliada
simplesmente perguntando com um teste de qui-quadrado,
se as frequéncias alélicas (a, b, c e d, na tabela dois a dois)
diferem significativamente do que seria esperado se nido
houvesse nenhuma associagio (ou seja, se o OR ou RR fos-
sem iguais a 1,0). Uma maneira comum de expressar se hd
significincia estatistica para uma estimativa de OR ou RR
€ promover um intervalo de confianga de 95% (ou 99%). O
intervalo de confianga é o intervalo dentro do qual seria de
se esperar que a OR ou o RR caisse de 95% (ou 99%) do
tempo ao acaso isoladamente em uma amostra colhida da
populagdo. Se um intervalo de confianga exclui o valor 1,0,
entdo a OR ou RR desvia significativamente do que seria
esperado se ndo houvesse nenhuma associagdo com o locus
marcador que esta sendo testado, e a hipétese nula de ndo
associagdo pode ser rejeitada em nivel correspondente de
significincia. (Mais adiante neste capitulo, vamos explicar
por que um nivel de 0,05 ou 0,01 é inadequado para a
avaliagdo da significincia estatistica quando multiplos loci
marcadores no genoma sio simultaneamente testados para
a associagio.)

Para ilustrar essas abordagens, primeiro consideramos
um estudo caso controle de trombose venosa cerebral (TVC),
que nés introduzimos no Capitulo 8. Neste estudo, suponha
que um grupo de 120 pacientes com TVC e 120 controles
semelhantes foram genotipados para o alelo 20210G > A
no gene da protrombina (Cap. 8).

Pacientes Controles

com TVC sem TVC Totais
Alelo 20210G > A presente 23 4 27
Alelo 20210G > A ausente 97 116 213
Total 120 120 240

TVC, trombose venosa cerebral.
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Pelo fato de este ser um estudo caso-controle, iremos
calcular uma odds ratio: OR = (23/4)/(97/116) = =6,9 com
limites de 95% de confianga de 2,3 a 20,6. Ha claramen-
te um tamanho de efeito substancial de 6,9 e limites de
95% de confianca que excluem 1,0, demonstrando deste
modo que existe uma associagdo forte e estatisticamente
significativa entre o alelo 20210G > A e a TVC. Simpli-
ficando, individuos portadores do alelo de protrombina
20210G > A tém probabilidades quase sete vezes maiores
de ter a doenga do que aqueles que ndo sio portadores
desse alelo.

Para ilustrar um estudo de coorte longitudinal em que
a RR, em vez de uma OR, pode ser calculado, considere
a miopatia induzida por estatinas, uma reacdo medica-
mentosa adversa rara, mas bem reconhecida, que pode
se desenvolver em alguns individuos durante a terapia
com estatinas para baixar o colesterol. Em um estudo, os
individuos incluidos no estudo de protegio cardiaca foram
randomizados para receber 40 mg do firmaco de estatina
sinvastatina ou placebo. Mais de 16.600 participantes
expostos a estatina foram genotipados para uma variante
(Val174Ala) no gene SLCO1B1, que codifica um trans-
portador hepatico do firmaco e foram observados para
o desenvolvimento de resposta adversa ao medicamento.
Do grupo completo genotipado exposto a estatina, 21
desenvolveram miopatia. O exame dos seus gendtipos
mostrou que o RR para o desenvolvimento de miopatia
associada a presenca do alelo Val174Ala ¢ de cerca de 2,6,
com limites de confianga de 95% de 1,3 a 5,1. Assim, aqui
ha uma associacao estatisticamente significativa entre o ale-
lo Val174Ala e a miopatia induzida por estatinas; aqueles
portadores deste alelo apresentam risco moderadamente
aumentado de desenvolver esta reagdo medicamentosa
adversa em relagdo aqueles que ndo sdo portadores desse
alelo.

Um equivoco comum referente a um estudo de asso-
ciagdo é que quanto mais significativo o valor de P, mais
forte a associacio. Na verdade, um valor de P significativo
para uma associagdo #do fornece informacoes relativas a
magnitude do efeito de um alelo associado na suscetibi-
lidade a doenca. A significincia é uma medida estatistica
que descreve quido provivel é que a amostra de populagdo
utilizada para o estudo de associagdo poderia ter produ-
zido uma OR ou RR observada que difere de 1,0 simples-
mente por acaso apenas. Em contraste, a magnitude real
de OR ou RR — guanto diverge de 1,0 — é uma medida
do impacto que uma variante em particular (ou gendtipo
ou haplétipo) tem sobre o aumento ou reducgido da sus-
cetibilidade da doenca.

Estudos de Associacdo Genomica Ampla
0 Mapa de Haplotico (HapMap)

Por muitos anos, os estudos de associagdo para genes de
doencas humanas eram limitados a conjuntos particulares
de variantes em conjuntos restritos de genes escolhidos seja
por conveniéncia ou porque foram considerados envolvidos
em uma via fisiopatoldgica relevante para uma doenga e,

assim, pareciam ser genes candidatos logicos para a doenga
sob investigagio. Assim, muitos desses estudos de associagio
foram realizados antes da era do Projeto Genoma Humano
com o uso dos loci de HLA ou do grupo sanguineo, por
exemplo, porque esses loci eram altamente polimdérficos
e facilmente genotipados em estudos caso-controle. Ideal-
mente, contudo, seria interessante ser capaz de testar sis-
tematicamente uma associagao entre qualquer doenga de
interesse e cada um das dezenas de milhdes de alelos raros e
comuns no genoma de uma maneira imparcial, sem qualquer
pré-conceito de quais genes e variantes genéticas poderiam
estar contribuindo para a doenca.

As andlises de associagio em uma escala gendmica sdao
chamadas de estudos de associagio gendmica ampla (do
inglés, genome-wide association studies), conhecidos por
seu acronimo GWAS. Tal empreendimento para fodas as
variantes conhecidas é impraticavel por muitas razoes, mas
pode ser aproximado pela genotipagem de casos e con-
troles para meras 300.000 a 1 milhdo de variantes isoladas
localizadas em todo o genoma para procurar associagio com
a doenca ou a caracteristica em questdo. O sucesso dessa
abordagem depende da exploragio do DL porque desde
que uma variante responsavel por alterar a suscetibilidade
a doencgas esteja em DL com uma ou mais das variantes
genotipadas dentro de um bloco de DL, uma associagao
positiva deve ser detectavel entre aquela doenca e os alelos
no bloco de DL.

O desenvolvimento desse conjunto de marcadores levou
ao langamento do Projeto de Mapeamento de Haplétipos
(HapMap), um dos maiores esforgos genémicos huma-
nos para acompanhar a conclusio do Projeto Genoma
Humano. O Projeto HapMap comegou em quatro grupos
geograficamente distintos — uma populagio principalmente
europeia, uma populagio do Oeste Africano, uma popu-
lacdo chinesa Han e uma populag¢io do Japdo - e incluiu a
coleta e caracterizagio de milhdes de loci de SNPs e méto-
dos de desenvolvimento para genotipa-los rapidamente e
de maneira barata. Desde aquela época, o sequenciamento
de genoma completo foi aplicado a muitas populagoes
no chamado Projeto 1000 Genomas, resultando em uma
enorme expansao da base de dados de variantes de DNA
disponiveis para GWAS, com diferentes populagdes em
todo o globo.

Mapeamento Génico por Estudos de Associacao
Genomica Ampla em Tracos Complexos

O objetivo do HapMap nao era apenas o de reunir informa-
¢oes basicas sobre a distribuicio de DL em todo o genoma
humano. Seu objetivo principal era fornecer uma ferra-
menta poderosa nova para encontrar as variantes genéticas
que contribuem para as doencas humanas e outros tragos,
tornando possivel uma aproximag¢do com uma associagao
gendmica ampla idealizada em grande escala. O principio
impulsionador por tras dessa abordagem é simples: a detec-
cdo de uma associa¢do com alelos dentro de um bloco de DL
aponta a regido gendémica dentro do bloco como propensa
a conter o alelo associado a doeng¢a. Consequentemente,



CAPITULO 10 — IDENTIFICAGAQ DA BASE GENETICA PARA DOENCAS HUMANAS 185

embora a abordagem tipicamente ndo indique a variante real
funcionalmente responsdvel pela associacio com a doenca,
esta regido serd o local a concentrar estudos adicionais para
encontrar a variante alélica que estd funcionalmente envol-
vida no processo de doenga em si.

Historicamente, a andlise detalhada de condicoes
associadas a variantes de alta densidade nas regioes de
HLA de classe I e classe II (Fig 8-10) exemplificaram essa
abordagem (Quadro). No entanto, com as dezenas de
milhdes de variantes atualmente disponiveis em diferentes

ANTIGENO LEUCOCITARIO HUMANO E ASSOCIACAD
COM DOENCAS

Dentre as mais de mil associagoes gendmicas com trago ou
doenga a partir de todo o genoma, a regido com a maior
concentracio de associagoes a diferentes fendtipos € a
regido do antigeno leucocitdrio humano (HLA). Além da
associa¢do de alelos e haplétipos especificos ao diabetes
tipo 1, discutida no Capitulo 8, a associa¢do de virios
polimorfismos de HLA foi demonstrada para uma ampla
gama de condicdes, sendo que a maioria, mas nio todas
elas, é autoimune, ou seja, estd associada a uma respos-
ta imune anormal aparentemente dirigida contra um ou
mais autoantigenos. Essas associacdes sdo consideradas
relacionadas com a variag¢do na resposta imune resultante
de polimorfismo em genes da resposta imune.

A base funcional da maioria das associacoes HLA-doen-
¢a ¢é desconhecida. Moléculas HLA sao parte integrante do
reconhecimento de células T de antigenos. Acredita-se que
diferentes alelos HLA polimérficos resultam em variagio
estrutural nessas moléculas da superficie celular, conduzin-
do a diferencas na capacidade das proteinas de interagir
com o antigeno e o receptor de célula T na iniciagio de
uma resposta imune, afetando assim esses processos criti-
cos como a imunidade contra infecgdes € a autotolerancia
para evitar a autoimunidade.

A espondilite anquilosante, doenga inflamatéria cronica
da coluna vertebral e das articulagdes sacroiliacas, é um
exemplo. Mais de 95% das pessoas com espondilite anqui-
losante sao positivas para HLA-B27; o risco de desenvolver
espondilite anquilosante é 150 vezes maior para as pessoas
que tém alelos HLA-B27 do que para aquelas que ndo tém.
Esses alelos levam a erros no dobramento da cadeia pesada
de HLA-B27 e apresentagdo ineficiente de antigenos.

Em outros distirbios, a associag¢do entre um alelo HLA
especifico ou haplotipo e uma doenca nio é causada por
diferencas funcionais nos genes da resposta imune em si.
Em vez disso, a associagio € causada por um determinado
alelo presente em uma frequéncia muito alta em cromos-
somos que também tém mutagdes causais de doengas em
outro gene na principal regido complexa de histocompa-
tibilidade. Um exemplo é a hemocromatose, um distirbio
comum de sobrecarga de ferro. Mais de 80% dos pacientes
com hemocromatose sio homozigotos para uma mutagao
comum, a Cys282Tyr, no gene da hemocromatose (HFE)
e possuem alelos HLA-A*0301 em seu locus de HLA-A.
A associacdo, contudo, nio ¢ resultado de HLA-A*0301.
A HFE esta envolvida no transporte ou metabolismo de
ferro no intestino; HLA-A, como um gene de resposta
imune de classe I, ndo tém efeito sobre o transporte de
ferro. A associagdo ocorre devido a proximidade dos dois
loci e DL entre uma mutagio de HFE Cys282Tyr e o alelo
A*0301 em HLA-A.

populagdes, esta abordagem pode ser ampliada para exa-
minar a base genética de praticamente gualquer doenga
ou caracteristica complexa. Na verdade, até o momento,
milhares de GWAS descobriram um nimero enorme de
variantes de ocorréncia natural associadas a uma variedade
de doengas multifatoriais geneticamente complexas, que
variam de diabetes e doenca intestinal inflamatéria até
artrite reumatoide e cincer, bem como para os tragos como
estatura e pigmentagdo. Uma pesquisa para descobrir a base
biolégica subjacente para essas associacoes estard em curso
nos proximos anos.

Armadilhas no Desenho e na Analise de GWAS

Métodos de associagdo sdo ferramentas poderosas para
identificar com precisdo os genes que contribuem para a
doenga genética por meio da demonstracdo nido sé dos
genes, mas também dos alelos especificos responsdveis. Eles
sdo também relativamente faceis de realizar porque sdo
necessarias apenas amostras de um conjunto de individuos
acometidos ndo aparentados e controles, ¢ ndo ¢ necessario
realizar estudos familiares trabalhosos nem coleta de amos-
tras de varios membros de um heredograma.

Os estudos de associagdo devem ser interpretados com
cautela, contudo. Uma grave limitacdo dos estudos de
associa¢io ¢ o problema da associacdo totalmente artefac-
tual causada pela estratificacdo da populacao (Cap. 9). Se
uma populagio é estratificada em subpopulagdes separadas
(p. ex., por etnia ou religido) e membros de uma subpo-
pulagdo raramente se relacionam com membros de outras
subpopulagdes, entdo uma doenga que seja mais comum
em uma subpopulagio, seja por que razio for, pode parecer
(incorretamente) estar associada a quaisquer alelos que
também venham a ser mais comuns naquela subpopulagio
do que na populagio como um todo. A associagdo fac-
ticia decorrente da estratificagdo da populagio pode ser
minimizada, no entanto, pela sele¢io cuidadosa dos con-
troles pareados. Em particular, uma forma de controle de
qualidade ¢ certificar-se de que os casos e os controles tém
frequéncias semelhantes de alelos, cujas frequéncias sao
conhecidas por diferir acentuadamente entre as populagoes
(marcadores informativos de ancestralidade, como discutido
no Cap. 9). Se as frequéncias observadas em casos ¢ con-
troles forem semelhantes, entdo a estratificagdo insuspeita
ou oculta ¢ improvavel.

Além do problema de a estratificagio produzir asso-
ciagoes falso positivas, os resultados falsos positivos no
GWAS podem também surgir se um teste inadequadamente
vago para significincia estatistica for aplicado. Isso ocorre
porque, como o namero de alelos que estd sendo testado
para uma associacao a doenca aumenta, a chance de encon-
trar associacoes ao acaso isoladamente também aumenta,
um conceito em estatistica conhecido como o problema do
teste de hipoteses miltiplas. Para compreender por que o
ponto de corte para significincia estatistica deve ser mui-
to mais rigoroso quando multiplas hipdteses estdo sendo
testadas, imagine jogar uma moeda 50 vezes e ela cair
em cara 40 vezes. Tal resultado altamente incomum tem
uma probabilidade de ocorréncia de apenas uma vez em
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aproximadamente 100.000 vezes. No entanto, se 0 mesmo
experimento for repetido milhdes de vezes, as chances sdo
superiores a 99.999% de que pelo menos uma tentativa de
jogar a moeda, dentre os milhdes de tentativas realizadas,
resulte em 40 ou mais caras!

Assim, mesmo eventos raros que OCOrrem por acaso
isoladamente em um experimento tornam-se frequentes
quando o experimento é repetido muitas vezes. E por
isso que quando se faz o teste para uma associa¢io com
centenas de milhares de milhdes de variantes de todo
o genoma, dezenas de milhares de variantes poderiam
aparecer associadas a P <0,05 ao acaso isoladamente,
fazendo um corte tipico para significincia estatistica de P
<0,05 demasiado baixo para apontar para uma verdadeira
associagdo. Em vez disso, um nivel de significincia de P
<5 x 10" ¢ considerado mais apropriado para o GWAS
que testa centenas de milhares a milhoes de variantes.
Mesmo com pontos de corte apropriadamente rigorosos
para significincia em todo o genoma, contudo, resultados
falso positivos, devido apenas ao acaso, ainda ocorrerio.
Para considerar isso, um GWAS devidamente realizado
em geral inclui um estudo de replicagio em um grupo
diferente, completamente independente de individuos
para mostrar que alelos proximos do mesmo locus estio
associados. Uma ressalva, no entanto, é que alelos que
apresentam associagao podem ser diferentes em diferentes
grupos étnicos.

Finalmente, é importante ressaltar que, se for encontra-
da uma associagao entre uma doenga e um alelo marcador
polimérfico que é parte de um mapa de haplétipos denso,
ndo se pode inferir que ha um papel funcional para esse
alelo marcador no aumento da suscetibilidade a doenga.
Devido a natureza do DL, todos os alelos em DL com um
alelo em um locus envolvido na doenga apresentard uma
associagao aparentemente positiva, independentemente de
terem qualquer relevincia funcional na predisposicdo a
doenga. Uma associa¢io baseada em DL ainda é bastante
atil, no entanto, porque para os alelos de marcadores
polimérficos parecerem associados, os alelos de mar-
cadores polimérficos associados provavelmente estardo
localizados no bloco de DL que também abriga o locus
real da doenca.

A comparagio das caracteristicas, pontos fortes e pontos
fracos de métodos de ligagio e associagido para mapeamento
do gene da doenga estio resumidos no Quadro.

DO MAPEAMENTO GENICO
A IDENTIFICAGAO DO GENE

A aplicagido do mapeamento génico a genética médica usan-
do abordagens descritas na se¢io anterior alcancou muitos
sucessos espetaculares. Essa estratégia levou a identificacio
dos genes associados a milhares de distirbios mendelia-
nos e um nimero crescente de genes e alelos associados
a distirbios geneticamente complexos. O poder dessas
abordagens aumentou grandemente com a introdugio de
tecnologias altamente eficientes e menos caras para a andlise
do genoma.

COMPARACAO DE LIGACAO E METODOS DE ASSOCIAGAD

Ligacao

Associacao

e Segue heranca de um

trago de doenga e regides
do genoma de individuo
para individuo em
heredogramas familiares
Procura regioes do
genoma que abrigam
alelos da doenga; usa
variantes polimorficas
apenas como uma
maneira de marcar qual
regido um individuo

herdou de qual progenitor

Utiliza centenas a
milhares de marcadores
polimérficos em todo o
genoma

Nio é projetado para
encontrar a variante
especifica responsavel ou
predisponente a doenga;
s6 pode demarcar onde
a variante pode ser
encontrada (geralmente)
dentro de uma ou
algumas megabases
Depende dos eventos

de recombinagdo que
ocorrem nas familias
durante apenas algumas
geragdes para possibilitar
a medi¢ao da distancia
genética entre um gene
da doenca e marcadores
polimérficos nos
Cromossomos

Requer amostragem de
familias, ndo apenas
pessoas acometidas pela
doenga

Perde poténcia quando

a doenga tem heranga
complexa com substancial
falta de penetrincia
Mais frequentemente
usado para mapear
mutagoes causais de
doencas com efeitos fortes
o suficiente para causar
um padrio de heranga
mendeliana

Testes para alteragio
de frequéncia de

alelos ou haplétipos
especificos em
individuos acometidos
comparados com
controles em uma
populacio

Examina alelos ou
haplétipos especificos
para sua contribuicio
para a doenga

Usa qualquer lugar

de alguns marcadores
em genes almejados a
centenas de milhares
de marcadores para
andlises de todo o
genoma

Pode ocasionalmente
identificar a variante
que ¢é realmente
funcionalmente
responsavel pela
doenga; mais
frequentemente, define
um haplétipo que
contém a doenca em
um intervalo de 1 a

10 kb (em geral)
Depende de se
encontrar um conjunto
de alelos, incluindo

o gene da doenga,

que permaneceram
juntos durante muitas
geragoes devido a uma
falta de eventos de
recombinagdo entre os
marcadores

Pode ser realizada em
amostras caso-controle
ou de coorte de
populagdes

E sensivel ao artefato
de estratificagao

da populagio,

embora possa ser
controlado por
desenhos caso-controle
adequados ou o uso de
abordagens baseadas
na familia

E a melhor abordagem
para encontrar
variantes com

efeito pequeno que
contribuem para tragos
complexos
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Nesta secdo, descrevemos como métodos genéticos e
gendmicos levaram a identificagdo dos genes envolvidos em
dois distirbios, um usando primeiro a andlise de ligagdo
e DL para refinar a localizacdo do gene responsavel pela
doenga autossdmica recessiva comum fibrose cistica (FC)
(Caso 12) e um usando GWAS para encontrar multiplas
variantes alélicas nos genes que aumentam a susceptibilidade
a degeneragao macular relacionada com a idade (DMI)
(Caso 3), um distirbio devastador que rouba a visio de
adultos.

Encontrar Gene em um Distirbio Mendeliano
Comum por Mapeamento de Ligacao

Exemplo: Fibrose Cistica

Por causa de sua frequéncia relativamente alta, particular-
mente em populacdes brancas, e a quase completa falta de
compreensdo das anormalidades subjacentes a sua pato-
genia, a FC representou uma excelente candidata para a
identificac¢do do gene responsével pela utilizagao de ligagao
para encontrar a localizacao do gene, em vez de utilizar
qualquer informagdo sobre o préprio processo de doenga.
As amostras de DNA de quase 50 familias com FC foram
analisadas para ligagio entre a FC e centenas de marcadores
de DNA em todo o genoma até a ligagdo de FC a mar-
cadores no braco longo do cromossomo 7 ser finalmente
identificada. A ligagao a marcadores adicionais do DNA em
7q31-q32 estreitou a localizagdo do gene da FC a uma regido
de aproximadamente 500 kb do cromossomo 7.

Desequilibrio de Ligacao na Fibrose Cistica. Neste ponto,
no entanto, surgiu uma caracteristica importante da genérica
da FC: embora os marcadores ligados mais proximos esti-
vessermn a alguma distincia do gene da FC, tornou-se claro
que havia DL significativo entre o locus da doenca e um
determinado haplotipo nos loci fortemente ligados a doenga.
As regides com o maior grau de DL foram analisadas para
sequéncias de genes, levando ao isolamento do gene da FC
em 1989. Como descrito em detalhes no Capitulo 12, o gene
responsavel, que foi chamado de regulador de condutincia
transmembranar da fibrose cistica (CFTR), apresentou um
espectro interessante de mutagdes. Uma delegio de 3-pb
(AF508) que removeu uma fenilalanina na posi¢ao 508 na
proteina foi encontrada em cerca de 70% de todos os alelos
mutantes de FC nas populacdes do norte da Europa, mas
nunca entre alelos normais neste /ocus. Embora estudos
posteriores tenham demonstrado muitas centenas de alelos
CFTR mutantes em todo o mundo, foi a alta frequéncia da
mutagio de AF508 nas familias usadas para mapear o gene
da FC e do DL entre ele e os alelos nos loci de marcadores
polimérficos proximos que comprovaram ser Uteis na iden-
tificacdo final do gene CFTR.

O mapeamento do locus de FC e clonagem do gene CFTR
possibilitou uma ampla gama de avangos da pesquisa e
aplicagdes clinicas, de fisiopatologia bdsica a diagndstico
molecular para o aconselhamento genético, diagnostico pré
-natal, modelos animais, e finalmente tentativas continuas
atuais para tratar o distirbio (Cap. 12).

Encontrar os Genes que Contribuem para uma
Doenca Complexa por Associacao Gendmica
Ampla

Exemplo: Degeneracao Macular Relacionada com a
Idade. A DMI é uma doenga degenerativa progressiva da
porcdo da retina responsadvel pela visdo central. Ela causa
cegueira em 1,75 milhdes de americanos com mais de 50
anos de idade. A doencga é caracterizada pela presenga de
drusas, que sao depdsitos extracelulares clinicamente visi-
veis, distintos de proteina e lipideos atrds da retina na regido
da mdcula (Caso 3). Embora haja ampla evidéncia de uma
contribuigdo genética para a doenga, a maioria dos indivi-
duos com DMI nio estd em familias em que hd um provavel
padrio mendeliano de heranca. As contribui¢oes ambientais
também sio importantes, como mostrado pelo aumento do
risco de DMI em individuos tabagistas em comparagio com
ndo fumantes.

Os GWAS iniciais caso-controle da DMI revelaram uma
associacio de dois SNPs comuns proximos do gene do fator
do complemento H (CFH). O haplétipo em risco mais fre-
quente que contém esses alelos foi observado em 50% dos
casos versus apenas 29% de controles (OR = 2,46; 95%
intervalo de confianga [IC], 1,95-3,11). A homozigosidade
para este haplétipo foi encontrada em 24,2% dos casos, em
comparagio com apenas 8,3% dos controles (OR = 3,51;
IC 95%, 2,13-5,78). A pesquisa através dos SNPs dentro
do bloco de DL que contém o haplétipo associado a DMI
revelou um SNP nio sindnimo no gene CFH que substituiu
a tirosina por histidina na posi¢io 402 da proteina CFH
(Tyr402His). A alteracio Tyr402His, que tem uma frequén-
cia alélica de 26% a 29%, em populag¢des caucasianas e
africanas, apresentou uma associa¢do ainda mais forte com
a DMI do que os dois SNPs que mostraram uma associagao
nos GWAS originais.

Como as drusas contém fatores do complemento e o
CFH é encontrado nos tecidos da retina ao redor das drusas,
acredita-se que a variante Tyr402His ¢ menos protetora
contra a inflamagio que é considerada responsdvel pela
formagio de drusas e danos na retina. Assim, a Tyr402His
provavelmente é a variante no locus de CFH responsavel
por aumentar o risco para DML

Os GWAS mais recentes de DMI que utilizam mais de
7.600 casos e mais de 50.000 controles e milhdes de variantes
de todo o genoma revelaram que os alelos em um minimo
de 19 loci estdo associados a DMI, com significdncia em
todo o genoma de P <5 x 10¥. Uma maneira popular de
resumir GWAS na forma de gréfico é tragar os niveis de
significincia de -Log,, para cada variante associada no que
é chamado de “grafico de Manhattan,” porque se considera
que possui uma semelhanga um tanto fantasiosa com a linha
do horizonte da cidade de Nova York (Fig. 10-11). As OR
para DMI dessas variantes variam de um maximo de 2,76
para um gene de fungio desconhecida, ARMS2, e 2,48 para
CFH a 1,1 para muitos outros genes envolvidos em miilti-
plas vias, incluindo o sistema complemento, aterosclerose,
formacao de vasos sanguineos, e outros.

Neste exemplo de DMI, uma doenga complexa, os
GWAS levaram a identificacio de SNPs comuns, fortemente
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Figura 10-11 “Grafico de Manhattan” de estudos de associacao gendmica ampla (GWAS) da degeneracio
macular relacionada com a idade usando aproximadamente 1 milhdo de alelos de polimorfismos de
nucleotideo tnico (SNPs) do genoma inteiro localizados ao longo de todos os 22 autossomos no eixo-x.
Cada ponto azul representa a significincia estatistica (expressa como -log,o(P) colocada em grifico no eixo
¥), confirmando uma associagio anteriormente conhecida; pontos verdes sio a significincia estatistica para
novas associagoes. A descontinuidade no eixo y é necessiria porque algumas das associagdes tém valores
P extremamente pequenos <1 x 10", Veja Fontes & Agradecimentos.

associados, que por sua vez estavam em DL com um SNP
codificante comum no gene que parece ser a variante fun-
cional envolvida na doenga. Esta descoberta, por sua vez,
conduziu a identificacio de outros SNPs na cascata do com-
plemento e em outros lugares que podem também predispor
a ou proteger contra a doenga. Somados, esses resultados
fornecem indicios importantes para a patogenia da DMI e
sugerem que a via do complemento pode ser um alvo fru-
tifero para novas terapias. Igualmente interessante é que o
GWAS revelou que um novo gene de fungio desconhecida, o
ARMS2, também esta envolvido, abrindo, assim, uma linha
inteiramente nova de pesquisa sobre a patogenia da DMI.

Importancia das Associagdes Descobertas
com GWAS

Hd uma discussdo vigorosa com relacdo a interpretacgio
dos resultados de GWAS e seu valor como uma ferramenta
para estudos da genética humana. O debate surge princi-
palmente a partir de um mal-entendido do que um OR ou
RR significa. E verdade que muitos GWAS realizados de
maneira apropriada produzem associagdes significativas,
mas de tamanho de efeito muito modesto (semelhante ao
OR de 1,1 mencionado hi pouco para DMI). Na verdade,
associacoes significativas de tamanho de efeito cada vez
menores tornaram-se mais comuns a medida que tamanhos
de amostras cada vez maiores sio usadas, o que possibilita
a detecgao de associagbes no genoma inteiro estatistica-
mente significativas com OR ou RR cada vez menores.
Isto levou a sugestdo de que os GWAS sdo de pouco valor

porque o tamanho do efeito da associagio, medido pelo
OR ou RR, ¢ demasiadamente pequeno para o gene e a via
implicados por essa variante para ser importante na pato-
genia da doenga. Este raciocinio ¢ falho por dois motivos.

Em primeiro lugar, as OR sdo uma medida do impacto
de um alelo especifico (p. ex., o alelo CFH Tyr402His para
DMI) sobre as vias patogenéticas complexas, como a via do
complemento alternativo, do qual o CFH é um componente.
A sutileza desse impacto ¢ determinada pela maneira como
esse alelo perturba a fungio biolégica do gene onde estd
localizado, e ndo pelo fato de o gene que abriga aquele alelo
poder ou ndo ser importante na patogenia da doenca. Em
doengas autoimunes, por exemplo, estudos de pacientes
com um nimero de doengas autoimunes diferentes, como
artrite reumatoide, liipus eritematoso sistémico e doenca de
Crohn, revelam associagoes modestas, mas com algumas
das mesmas variantes, sugerindo que existem vias comuns
que levam a estas doengas distintas, mas relacionadas, que
provavelmente serdo bastante esclarecedoras em estudos de
sua patogenia (Quadro).

Em segundo lugar, mesmo se o tamanho do efeito de
qualquer variante for pequeno, os GWAS demonstram
que muitos desses distirbios sio de fato extremamente
poligénicos, ainda mais poligénicos do que suspeitava
anteriormente, com milhares de variantes, sendo que a
maior parte delas contribui apenas um pouco (OR entre
1,01 e 1,1) para a suscetibilidade a doenca em si, mas, em
conjunto, sio responsdveis por uma fracio substancial do
agrupamento observado destas doengas em determinadas
familias (Cap. 8).
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Embora a observacao do tamanho de efeito modesto para
a maioria dos alelos encontrados por GWAS esteja correta,
ele negligencia um achado importante e talvez mais funda-
mental do GWAS: a arquitetura genética de algumas das
doencas complexas mais comuns estudadas até o momento
pode envolver centenas de milbares de loci que abrigam
variantes de efeito pequeno em muitos genes e vias. Estes
genes € vias sdo importantes para a nossa compreensio
de como doengas complexas ocorrem, mesmo que cada
alelo exerca apenas efeitos sutis sobre a regulagio génica
ou fung¢do da proteina e tem apenas um efeito modesto na
suscetibilidade a doenga em uma base por alelo.

Assim o GWAS continua sendo uma ferramenta de pes-
quisa de genética humana importante para dissecar as mui-
tas contribui¢des para doengas complexas, independente
de as variantes individuais encontradas como associadas a
doenga aumentarem substancialmente o risco em individuos
portadores desses alelos (Cap. 16). Esperamos que muitas
outras variantes genéticas responsaveis pelas doencas com-
plexas sejam identificadas de maneira bem-sucedida por
associacdo gendmica ampla e que o sequenciamento pro-
fundo das regides que apresentam associagdes com doengas
desvendem as variantes ou cole¢oes de variantes funcional-
mente responsdveis por associagoes de doengas. Tais achados
devem nos fornecer uma compreensio poderosa ¢ alvos
terapéuticos potenciais para muitas das doengas comuns
que causam tanta morbidade e mortalidade na populagao.

ENCONTRAR GENES RESPONSAVEIS
POR DOENCAS POR SEQUENCIAMENTO
DO GENOMA

Neste capitulo, até agora, temos nos concentrado em duas
abordagens para mapear ¢ entio identificar genes envol-
vidos na doenga, a andlise de ligagdo e o GWAS. Agora
nos voltamos para uma terceira abordagem, que envolve
sequenciamento direto do genoma de individuos acometidos
e seus pais e/ou outros individuos na familia ou populagio.

O desenvolvimento de métodos amplamente melhora-
dos de sequenciamento de DNA, que cortou o custo do
sequenciamento em seis ordens de magnitude a partir do
que foi gasto gerando a sequéncia de referéncia do Projeto
Genoma Humano abriu novas possibilidades para descobrir
genes e mutagdes responsiveis por doengas, especialmente
no caso de distirbios mendelianos raros. Como introduzi-
do no Capitulo 4, estas novas tecnologias tornam possivel
gerar uma sequéncia de genoma completo (abreviatura em
inglés, WGS) ou, no que pode ser um comprometimento
custo-efetivo, a sequéncia de somente os aproximadamente
2% do genoma que contém os exons dos genes, conhecido
como sequéncia de exoma completo (WES).

Filtragem da Sequéncia de Genoma Completo
ou Dados da Sequéncia de Exoma Completo
para Encontrar Potenciais Variantes Causais

Como exemplo do que é agora possivel, considere um “trio”
familiar que consiste em uma crian¢a acometida por uma

DO GWAS AD PHEWAS

Em estudos de associagio gendmica ampla (GWAS),
explora-se a base genética para um determinado fenétipo,
doenga ou traco procurando por associacoes com grandes
colegdes, sem viés, de marcadores de DNA do genoma
inteiro. Mas pode-se fazer o inverso? Podem-se descobrir
as potenciais ligacoes fenotipicas com variantes do genoma
procurando associagdes com colegdes grandes sem viés de
fenotipos do “fenoma™ inteiro? Até agora, os resultados
dessa abordagem parecem ser altamente promissores.

Em uma abordagem apelidada de estudos de associagio
fendmica ampla (PheWAS), variantes genéticas sdo testadas
para a associa¢ao, nao apenas com um fenétipo especial
de interesse (p. ex., artrite reumatoide ou pressao arterial
sistolica acima de 160 mmHg), mas com todos os fendtipos
clinicamente relevantes e valores laboratoriais encontrados
em prontuarios eletronicos (PE). Desta maneira, é pos-
sivel buscar associagdes novas e imprevistas sem vieses,
utilizando algoritmos de pesquisa, codigos de faturamen-
to, mineragao de texto aberto para consulta de todas as
entradas eletronicas, que estdo rapidamente se tornando
disponiveis para registros de saide em muitos paises.

Como ilustragio dessa abordagem, SNPs para um
haplétipo HLA-DRBI de classe I importante (tal como
descrito no Capitulo 8) foram rastreados em mais de 4.800
fenétipos em PE de mais de 4.000 pacientes; este Phe WAS
detectou associagio ndo sé com esclerose miiltipla (como
esperado a partir de estudos anteriores), mas também com
cirrose hepdtica induzida por dlcool, condi¢des eritema-
tosas como rosdcea, varias neoplasias benignas e varias
dezenas de outros fendtipos.

Embora o potencial do PheWAS esteja apenas sendo
percebido, esse questionamento sem vieses de vastos con-
juntos de dados pode possibilitar a descoberta de comor-
bidades anteriormente nio avaliadas e/ou efeitos colaterais
menos comuns ou interagoes medicamentosas em pacientes
que recebem firmacos com prescrigio.

doenca rara e seus pais. O WGS é realizado para todos

os trés, produzindo mais de 4 milhdes de diferengas em

comparacio com a sequéncia referéncia do genoma humano

(Cap. 4). Qual dessas variantes é responsavel pela doenga?

Extrair informacdes tteis a partir desta enorme quantidade

de dados depende de se criar um esquema de filtragem da

variante com base em uma variedade de suposi¢oes razodveis
sobre que variantes s3o mais propensas a serem responsaveis
pela doenga.

Um exemplo de um esquema de filtragem que pode ser
utilizado para classificar essas variantes é mostrado na
Figura 10-12.

1. Localiza¢iao com relagao aos genes codificantes de pro-
teinas. Manter variantes que estdo dentro ou proximas
dos exons de genes codificantes de proteinas e descartar
variantes profundamente dentro de introns ou regides
intergénicas. E possivel, ¢ claro, que a mutagio respon-
savel possa estar em um gene de RNA ndo codificante
ou em sequéncias reguladoras localizadas a alguma dis-
tincia de um gene, como introduzido no Capitulo 3.
Entretanto, estes sio atualmente mais dificeis de avaliar
e, portanto, como uma hipdtese simplificadora, é razodvel
focar inicialmente nos genes codificantes da proteina.
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4.000.000 variantes

N&o localizado dentro
ou proximo de um exon

~80.000 variantes

Demasiadamente frequente
em bases de dados publicas

~1.500 variantes

Mudanca sinénima sem
efeito sobre o splicing
de RNAm

~200 variantes

—
—
—

Ajusta-se Ajusta-se

ao padrao Que genes fazem a modelo de
de heranca sentido biologico? mutagéo nova
AR j

Mesmo gene mutado em
outros individuos acometidos

Figura 10-12 Esquema de filtragem representativo para a reducio das
milhdes de variantes detectadas no sequenciamento do genoma com-
pleto de uma familia composta de dois progenitores nio acometidos
€ uma crianga acometida para um nimero pequeno que pode ser ava-
liado para relevincia biolégica e da doenga. A enorme colegio inicial
de variantes ¢ selecionada em grupos cada vez menores, aplicando-se
filtros que removem variantes que provavelmente nio sdo causais
com base na suposicio de que as variantes de interesse sdo suscetiveis
a estarem localizadas perto de um gene, viio perturbar sua fungio
¢ sdo raras. Cada gene candidato restante é, em seguida, avaliado
para se saber se as variantes naquele gene sio herdadas de maneira
que se ajuste ao padrdo de heranga mais provdvel da doenga, se uma
variante ocorre em um gene candidato que tem sentido biolégico dado
o fenétipo na crianga acometida e se outros individuos acometidos
também tém mutagoes naquele gene. AR, autossdémico recessivo;
RNAm, RNA mensageiro.

2. Frequéncia populacional. Mantenha as variantes raras
da etapa 1 e descarte variantes comuns com frequéncias
alélicas maiores que 0,05 (ou algum outro niimero arbi-
trario entre 0,01 e 0,1) porque é altamente improvavel
que as variantes CoOmuns sejam responsaveis por uma
doenga, cuja prevaléncia na populagio seja muito menor
que g%, o previsto pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
(Cap. 9).

3. Natureza deletéria da mutacao. Mantenha variantes da
etapa 2 que causam alteragdes #omsense ou nao sindnimas
nos codons dentro dos exons, causam mutagdes frames-
hift ou alteram locais de splicing altamente conservados, e

descarte alteragdes sin6nimas que nao tém efeito previsto
na fungdo génica.

Compatibilidade com provdvel padriao de heranca.
Se o disturbio for considerado mais provavel de ser
autossOmico recessivo, manter as variantes da etapa
3 que sdo encontradas em ambas as cdpias de um
gene em uma criang¢a acometida. A crianga nido pre-
cisa ser homozigota para a mesma variante deleté-
ria, mas poderia ser um heterozigoto composto para
duas mutagoes deletérias diferentes no mesmo gene
(Cap. 7). Se o modo hipotético de heranca for correto,
entdo os pais devem ambos ser heterozigotos para
as variantes. Se houvesse consanguinidade nos pais,
os genes candidatos e outras variantes poderiam ser
filtradas, exigindo que a crianca seja um verdadeiro
homozigoto para a mesma mutagdo derivada de um
tnico ancestral comum (Cap. 9). Se o distarbio for
grave e parecer mais provavel de ser uma mutagio
dominante nova, porque pais nio acometidos rara-
mente ou nunca tém mais de um filho acometido,
mantenha as variantes da etapa 3 que sio alteracdes
originais na crianca e ndo estdo presentes em qualquer
dos progenitores.

No final, milhdes de variantes podem ser filtradas até
algumas poucas que ocorrem em um pequeno nimero
de genes. Quando a filtragem reduz o niimero de genes
e alelos para um numero gerencidvel, eles podem ser
avaliados para outras caracteristicas. Em primeiro lugar,
qualquer dos genes tem uma funcio conhecida ou padrio
de expressio do tecido que seria esperado se ele fosse
o gene potencial da doenca? O gene estd envolvido em
outros fendtipos da doenga ou tem um papel nas vias
COm outros genes, nos quais as mutagdes podem causar
fendtipos semelhantes ou diferentes? Finalmente, este
mesmo gene é mutado em outros pacientes com a doen-
¢a? Encontrar mutagoes em um desses genes em outros
pacientes entio confirmaria que este é o gene responsavel
no trio original.

Em alguns casos, um gene da lista na etapa 4 pode
subir ao topo como um candidato porque seu envolvi-
mento faz sentido biolégico ou genético ou é conhecido
como mutado em outros individuos acometidos. Em
outros casos, no entanto, o gene responsavel pode vir
a ser inteiramente imprevisto em termos biolégicos ou
pode ndo ser mutado em outros individuos acometidos
por causa da heterogeneidade de locus (ou seja, mutacoes
em outros genes ainda ndo descobertos podem causar
uma doenga).

Essas avaliagdes de variantes requerem o uso extenso
de bases de dados gendmicas piblicas e ferramentas de
softwares. Estes incluem a sequéncia referéncia do genoma
humano, bases de dados de frequéncias alélicas, softwares
que avaliam o quao deletéria pode ser uma substituigio de
aminodcido para a fun¢io génica, cole¢des de mutacgdes
causais de doenga e bases de dados de redes funcionais e
de vias biolégicas. A enorme expansio dessa informacio
ao longo dos ltimos anos tem desempenhado um papel
crucial para facilitar a descoberta do gene de distirbios
mendelianos raros.

L
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Exemplo: Identificacao do Gene Mutado
em Disostose Acrofacial Pos-axial

A abordagem de WGS que acabou de ser delineada foi
utilizada no estudo de uma familia em que dois irmios
acometidos por uma malformagdo congénita rara conhecida
como disostose acrofacial pos-axial (DAPA) nasceram de
dois progenitores nio acometidos, ndo aparentados. Os
pacientes com esse distirbio tém mandibulas pequenas,
auséncia ou mal desenvolvimento de digitos nos lados luna-
res das mios, subdesenvolvimento da ulna, fenda labial e
fendas (colobomas) das palpebras. O distirbio foi conside-
rado autossdmico recessivo porque os pais de uma crianga
acometida em algumas outras familias sio consanguineos
e existem algumas familias, como essa aqui, com vdrios
irmdos acometidos nascidos de pais nio acometidos - ambos
achados que sao marcos de heranga recessiva (Cap. 7). Esta
pequena familia isoladamente era claramente inadequada
para andlise de ligagdo. Em vez disso, todos os quatro mem-
bros da familia tiveram seus genomas inteiros sequenciados
e analisados.

A partir de uma lista inicial de mais de 4 milhdes de
variantes e supondo heranca autossémica recessiva do
distiirbio em ambos os filhos acometidos, um esquema de
filtragem semelhante ao que foi descrito anteriormente
produziu apenas quatro possiveis genes. Foi demons-
trado que um destes, o DHODH, também era mutado
em dois outros pacientes nio aparentados com DAPA,
confirmando assim que esse gene foi responsdvel pelo
distiirbio nessas familias. O DHODH codifica a diidroo-
rotato desidrogenase, uma enzima mitocondrial envolvida
na biossintese de pirimidinas e ndo era suspeita em termos
biolégicos de ser o gene responsdvel por esta sindrome de
malformacio.

Aplicacdes da Sequéncia do Genoma Completo
ou Sequéncia do Exoma Completo em Ambientes
Clinicos

Como a aplicagdo de WGS ou WES para distirbios mende-
lianos raros foi descrita pela primeira vez em 2009, muitas
centenas desses disttirbios foram estudadas e as mutacoes
causais foram encontradas em mais de 300 genes de doengas
anteriormente nao reconhecidos. Embora a abordagem de
sequenciamento do genoma possa negligenciar determinadas
categorias de mutagio que sdo dificeis de detectar rotinei-
ramente por sequenciamento isolado (p. ex., delegdes ou
variantes do nimero de cépias) ou que sdo dificeis ou impos-
siveis de reconhecer com nossa compreensio atual (p. ex.,
mutacdes nao codificantes ou mutagoes reguladoras em
regides intergénicas), muitos grupos relatam taxas de sucesso
de até 25% a 40% na identificagio de uma mutacio causal.
Essas descobertas nio apenas fornecem informagoes tteis
para o aconselhamento genético nas familias envolvidas,

mas também podem informar o manejo clinico e o potencial
desenvolvimento de tratamentos eficazes.

Prevé-se que a taxa de sucesso dessa abordagem somente
aumentard a medida que os custos do sequenciamento conti-
nuem caindo e nossa capacidade de interpretar as provaveis
consequéncias funcionais das mudangas na sequéncia do
genoma melhore.
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4,

O locus da doenga de Huntington (DH) foi considerado
rigidamente ligado a um polimorfismo de DNA no cromos-
somo 4. No mesmo estudo, no entanto, foi descartada
ligagao entre DH e o locus para o polimorfismo de grupo
sanguineo MNS, que também esta mapeado no cromos-
somo 4. Qual é a explicagio?

. LOD scores (Z) entre um polimorfismo no locus de o-glo-

bina no brago curto do cromossomo 16 ¢ uma doencga
autossomica dominante foram analisados em uma série de
familias britanicas e holandesas, com os seguintes dados:

[} 0,00 0,01 0,10 020 030 0,40
Z -0 2340 “9dle 1958 R 1785 NS S

Liite = 25,85 em! 0, =101 05

Como vocé interpretaria estes dados? Por que o valor dado
de Z como -00 em 6 = 0?

Em um estudo posterior, uma grande familia da Sicilia com
0 que parece ser a mesma doenca foi também investigada
para ligagdo com a a-globina, com os seguintes resultados:

(] 0,00 0,10
LOD scores (Z) -c0 -8,34

0,20 0,30 0,40
-3,34 -1,05 -0,02

Como vocé interpretaria os dados neste segundo estudo?

. Este heredograma foi obtido em um estudo projetado para

determinar se uma mutagdo em um gene para y-cristalina,
uma das principais proteinas do cristalino ocular, pode ser
responsavel por uma forma de catarata autossémica domi-
nante. Os simbolos preenchidos no heredograma indicam
membros da familia com catarata. As letras indicam trés
alelos no locus de y-cristalina polimérfica no cromossomo
2. Se vocé examinar cada pessoa acometida que passou a
catarata para seus filhos, quantos destes representam uma
meiose que € informativa para ligacao entre a catarata e a
v-cristalina? Em que individuos é conhecida a fase entre a
mutacdo da catarata e os alelos de y-cristalina? Ha algu-
mas meioses em que um crossover deve ter ocorrido para
explicar os dados? O que vocé concluiria sobre a ligagao
entre a catarata e a y-cristalina deste estudo? Que estudos
adicionais podem ser realizados para confirmar ou rejeitar
a hipotese?
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Heredograma para questao 3

O seguinte heredograma mostra um exemplo de diagnos-
tico molecular na sindrome de Wiskott-Aldrich, uma imu-
nodeficiéncia ligada ao X, por utilizagio de um polimorfis-
mo de DNA ligado com uma distancia de mapa de cerca
de 5 ¢cM entre o locus polimorfico e o gene da sindrome
de Wiskott-Aldrich.

a. Qual ¢é a fase provavel na mae porradora’ Como vocé
determinou isso? Que diagnostico vocé faria com rela-
¢do ao diagndstico pré-natal se fosse um feto do sexo
masculino?

b. O avé materno torna-se agora disponivel para teste de
DNA e apresenta o alelo B no locus ligado. Como esse
achado afeta sua determinagio de fase na mie? Que
diagndstico vocé faria agora no que diz respeito ao
diagndstico pré-natal atual?

©

®

B AB
1

B A

Heredograma para questéo 4
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5. Revise 0 heredograma na Figura 10-10B. Se a avé acome-

tida, I-2, fosse um heterozigoto A/a, seria possivel deter-
minar a fase no progenitor acometido, o individuo I1-2?

. No hereodgrama adiante, que mostra uma familia com
hemofilia A ligada ao X, vocé consegue determinar a fase
do gene do fator VIII mutante (b) e o alelo normal (H) no
que diz respeito a alelos polimérficos M e m na mae de
dois meninos acometidos?

h

M
H/h
M/m

h h H
M M m
Heredograma de hemofilia ligada ao X. O av6 acome-

tido na primeira geracio tem a doenca (alelo h mutante)
e alelo M em um locus polimorfico no cromossomo X.

. Calcule D’ para os trés cenarios listados na Figura 10-7.

. Calculos de risco relativo sdo usados para estudos de
coorte e estudos ndo caso-controle. Para demonstrar por
que este € 0 caso, imagine um estudo caso-controle para o
efeito de uma variante genética na suscetibilidade a doenga.
O pesquisador verificou o maior nimero de individuos
acometidos possivel (a + ¢) e, em seguida, escolhe arbi-
trariamente um conjunto de controles (b + d). Eles sao
genotipados quanto a saber se uma variante estd presente:
a/(a + ¢) dos acometidos tém a variante, enquanto b/(b + d)
dos controles tém a variante.

Doenga Presente  Doenga Ausente

Variante presente  a b
Variante ausente ¢ d
a+c b+d

Calcule a odds ratio e o risco relativo para a associagdo
entre a variante estar presente e a doenga estar presente.

Agora, imagine que o pesquisador decidiu arbitraria-
mente usar trés vezes mais individuos ndo acome-
tidos, 3 x (b +d) como controles. O pesquisador
tem todo o direito de fazé-lo porque é um estudo
caso-controle e os nimeros de acometidos e nao
acometidos ndo sio determinados pela prevaléncia
da doenca na populagio que estd sendo estudada,
como seriam em um estudo de coorte. Suponha que
a distribuicdo da variante permanece a mesma neste
grupo controle, como no grupo controle menor que é,
3b/[3 x (b + d)] = b/(b + d) portador do alelo.

Doencga Presente  Doenca Ausente

Variante presente  a 3b
Variante ausente ¢ 3d
a+c 3x(b+d)

Recalcule a OR e o RR com este novo grupo controle.

Faga o mesmo quando um grupo controle arbitrario for
uma n-tupla do grupo controle original; ou seja, o tama-
nho do grupo controle é n x (b + d).

Qual destas medidas, OR ou RR, nio muda quando
grupos controle diferentes, de tamanho arbitrdrio sao
usados?



