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O futuro da epidemiologia genética
de caracteristicas complexas

Future of genetic epidemiology
in complex traits

Abstract Genetic epidemiology has advanced
from its early focus on rare mendelian diseases
to the genetic dissection of complex traits. With
the advent of the complete genome map of hu-
mans and other organisms, more than ever ge-
netic epidemiology has an important role in
ascertaining the relative importance of genet-
ic and environment causative factors of com-
plex traits. The main methodology strategies
(familial resemblance, segregation analysis,
association and linkage analysis and meta-
analysis) in the study of complex traits are out-
lined and its advantages and shortcomings are
discussed. The importance of sampling and the
use of appropriate phenotypes and genetic
markers are stressed and an example on the
study of BMI (Body Mass Index), showing the
role of a major genetic factor located at chro-
mosome 7 illustrates some of the above strate-
gies. It is suggested that in the future, although
recognizing that multiplex families will still be
the mainstay of linkage studies, new and effi-
cient types of sampling (unrelated controls, for
instance) utilizing pooled DNA samples will
be universally employed. The recognition of ge-
netic heterogeneity between studies and its in-
terpretation will be one of the proeminent fea-
tures in the forthcoming complex traits studies.
Key words Familial resemblance, Segrega-
tion analysis, Association and linkage analy-
sis, Meta-analysis, Complex traits

Resumo A epidemiologia genética evoluiu de
um enfoque em estudos sobre doencas mende-
lianas raras para a analise genética de caracte-
risticas complexas. Com o advento de informa-
¢Oes sobre a completa seqiiéncia de genes ao
longo do genoma humano e de outros organis-
mos, 0 interesse da epidemiologia genética em
desvendar a natureza dos fatores que influen-
ciam essas caracteristicas se tornou primordial.
Sao apresentados os principais métodos em-
pregados no estudo de doengas complexas bem
como suas principais vantagens e desvantagens.
Discute-se a importancia na determinagéo da
amostra e 0 uso de fendtipos e marcadores ge-
néticos apropriados. Como exemplo das estra-
tégias citadas tomamos o estudo de indice de
massa corporal (BMI) para ilustrar um fator
genético principal localizado no cromossomo
7. Em uma discusso sobre tendéncias no estudo
de ligagdo, embora reconhecendo que familias e
genealogias continuardo sendo o foco principal
das amostras, discute-se alguns novos e eficien-
tes tipos de amostragem (como por exemplo,
controles ndo-relacionados) em que amostras
de conjunto de DNA serdo universalmente em-
pregadas. O reconhecimento da heterogeneida-
de genética entre estudos e sua interpretagéo se-
ra uma das mais importantes caracteristicas no
futuro das analises de caracteristicas complexas.
Palavras-chave Agregacdo familial, Analise
de segregacdo, Associacdo, Analise de ligagéo,
Meta-anélise, Caracteristicas complexas
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A epidemiologia genética progrediu de sua
abordagem inicial em estudos sobre doencas
mendelianas raras para a analise de caracteris-
ticas complexas, ou seja, aquelas que sdo in-
fluenciadas por um grande nimero de fatores,
a maioria dos quais de dificil identificacéo.
Doengas cardiovasculares, pressdo arterial, do-
encas infecciosas e certas neoplasias sdo exem-
plos de caracteristicas complexas. Com a aqui-
sicdo de informacg®es precisas sobre a seqiién-
cia de genes ao longo do genoma humano e de
outros organismos, o interesse da epidemiolo-
gia genética em desvendar a natureza dos fato-
res que influenciam essas caracteristicas se tor-
nou primordial.

Entretanto, essas caracteristicas tém-se
mostrado muito mais desafiadoras e as espe-
rancgas de grandes avancos foram frustradas,
principalmente devido ao pequeno efeito de
cada uma de suas multiplas causas e pelo fato
de que os métodos planejados para detectar ge-
nes com efeitos significativos (genes princi-
pais) terem se mostrado insuficientes. Contu-
do, apesar de os efeitos individuais dos genes
serem relativamente pequenos, as interagdes
entre esses genes e outros genes e 0 meio am-
biente podem contribuir significativamente
para o desvendamento dessas caracteristicas.
As dificuldades existentes na detecgdo dessas
interacdes geralmente redundam na impossi-
bilidade de detectar genes desse tipo.

Para a deteccdo dos efeitos dos genes varias
condigdes precisam ser satisfeitas. Em primei-
ro lugar, obviamente, é necessario o conheci-
mento adequado da natureza da caracteristica
e da sua biologia, historia, distribuigdo etc.
Também fundamentais para esse tipo de estudo
sdo o planejamento do estudo apropriado,
amostras robustas e o emprego de metodologia
adequada.

Seria muito ambicioso pretender, nesse tra-
balho, fazer uma completa revisao sobre epide-
miologia genética. O intuito do presente traba-
Iho é o de dar uma visdo geral da area no des-
vendamento de fatores atuantes em caracteris-
ticas complexas com énfase na importéancia de
um delineamento experimental apropriado, no
emprego de metodologia correta e nas nuances
de interpretacdo que essas andlises podem pro-
piciar. Algumas reflexGes sobre a relevancia de
estudos genético-epidemioldgicos em paises
em desenvolvimento, nesse comeco de milé-
nio, quando o grande enigma do mapeamento
do genoma humano esta concretizado, serdo
também apresentados.

Delineamento experimental

A exceléncia do delineamento do estudo é de
vital importancia para 0 mapeamento de genes
associados a doengas complexas (Rao, 2001;
Gu & Rao, 2001). Uma abordagem comum pa-
ra ampliar o poder de um estudo é a utilizagdo
de grandes amostras. No entanto, planejamen-
tos simplistas podem conduzir a coleta de
amostras enormes que sdo extremamente difi-
ceis de serem obtidas ou de custo elevadissimo.
Dessa forma, um delineamento criativo € ne-
cessario para detectar e ampliar um sinal fraco,
porém real.

Estudos multiinstitucionais tém um papel
importante na obtencdo de grandes amostras
coletadas de maneira uniforme pela utilizacdo
de protocolos amostrais Unicos. Nesse sentido,
alguns estudos multiinstitucionais tém propor-
cionado importantes contribuigdes cientificas
em diversas areas da pesquisa biomédica. Exem-
plos desse tipo de delineamento sdo o National
Heart, Lung, and Blood Institute Family Heart
Study (NHLBI-FHS), estudo multiinstitucio-
nal que avalia os determinantes genéticos e
ndo-genéticos que atuam em doencas cardio-
vasculares (Higgins et al., 1996) e o Heritage
Family Study, projeto multiinstitucional pla-
nejado para estudar o papel de mecanismos ge-
néticos existentes nos fatores de riscos para
doengas cardiovasculares e diabetes (Bouchard
et al., 1995), ambos nos EUA. Entre n6s, um
estudo exemplar, que utiliza desse tipo de
abordagem, é o Estudo Colaborativo Latino
Americano de MalformacGes Congénitas (-
ECLAMC) que é um programa clinico e epide-
miologico do tipo caso-controle (Prado, 1992).

Os fatores que determinam o conteddo in-
formativo de um delineamento, que por sua vez
regula o poder de decisdo de um estudo, podem
ser classificados em algumas categorias: 1) fa-
tores associados & fenotipagem e genotipagem;
2) fatores associados a amostragem; 3) proce-
dimentos analiticos; e 4) argumentos associa-
dos a custo-beneficio.

Os fendtipos precisam ser claramente defi-
nidos. Para evitar que a detec¢do de um deter-
minado fenotipo seja minimizada, isto é, que a
freqiiéncia do fenotipo ndo seja substancial-
mente subestimada, a caracteristica em estudo
deve ser altamente reproduzivel. Medidas mul-
tiplas e/ou o uso de informag6es suplementa-
res (por exemplo, idade do aparecimento da
caracteristica, gravidade da doenca, historia fa-



milial etc.) podem contribuir para o refina-
mento do critério da escolha do fen6tipo e po-
dem ser decisivos na melhoria do poder anali-
tico (Rice et al., 2001).

Apesar da constante melhoria tecnolégica
dos processos automaticos de genotipagem em
grande escala, erros na genotipagem ainda
existem. Esse fato, acompanhado de possiveis
erros na identificacdo de individuos em uma
familia, pode produzir ruido suficiente para di-
minuir o poder analitico de um estudo. Por-
tanto, alta qualidade da genotipagem e grande
densidade de marcadores ao longo do genoma
sdo fundamentais para o poder de resolucéo de
um estudo. A escolha do tipo de amostragem
(grandes genealogias, familias nucleares, pares
de irmdos, caso-controle, isolados populacio-
nais, mistura de populag6es) e o tamanho da
amostra devem ser cuidadosamente escolhidos
a fim de conduzir a uma otimizagdo do quo-
ciente sinal/ruido. As caracteristicas complexas
possuem provavelmente mecanismos genéti-
cos distintos em populag@es diferentes (Krie-
ger & Feitosa 1999) e a escolha da populacéo
“apropriada” pode potencializar a qualidade de
um estudo (Gu & Rao, 2001).

Os procedimentos analiticos (segregacéo,
ligacdo, associagdo, varredura gendmica etc.)
devem ser escolhidos por ocasido do planeja-
mento da coleta de dados. Dessa forma, a me-
todologia torna-se parte do delineamento, pos-
sibilitando uma antecipacéo do poder do estu-
do. Contudo, se os dados ja tiverem sido cole-
tados, um esforgo deve ser feito no sentido de
escolher o método estatistico mais poderoso
visando a otimizagéo dos resultados.

Problemas de custo-beneficio devem ser
enfrentados no sentido de estabelecer um equi-
librio entre poder e sensibilidade (Gu & Rao,
2001). Um or¢amento fixo e limitagdes préati-
cas irdo provavelmente determinar o tipo de
estudo, independentemente das ambicGes dos
pesquisadores. O balanco entre custo e eficién-
cia deve ser muito bem estudado antes de se
comegar um projeto, principalmente em paises
em desenvolvimento, onde as fontes de finan-
ciamento s&o limitadas e, em geral, parcas.

Procedimentos analiticos

Os métodos analiticos vém recebendo conti-
nua aten¢do no estudo de caracteristicas com-
plexas e sua importancia para esse tipo de estu-
do é medida pela inovacdo metodoldgica ob-

servada nos ultimos anos. Aceita-se como fato
inquestionavel a interdependéncia absoluta en-
tre técnicas moleculares e métodos estatistico-
epidemioldgicos, na solugdo de problemas bio-
I6gicos relacionados a fendtipos mais ou me-
nos distantes de uma correla¢do absoluta com
um determinado gendtipo. Aqui, procurare-
mos dar uma visao simplificada de alguns mé-
todos da epidemiologia genética empregados
na atualidade.

Agregacdo familial

A deteccdo e a avaliacdo da extensdo da agrega-
cao familial sdo os primeiros passos na analise
genética de qualquer caracteristica. E sabido
que esta agregacdo significa o compartilhamen-
to, entre individuos da mesma familia, de ge-
nes e de fatores do ambiente. A existéncia des-
sa agregacdo é evidenciada pela maior seme-
Ihanca fenotipica entre pares de parentes do
que entre dois individuos ndo-aparentados
(Elston, 2000, Rice & Borecki, 2001). A magni-
tude da agregacdo familial pode ser medida pe-
la correlagdo fenotipica entre pares de indivi-
duos (ex.: pares de irmaos, pai-filho, conjuges
etc.). Os diversos modelos genético-epidemio-
l6gicos utilizam essas diversas correlacdes e a
interpretacdo bioldgica depende da magnitude
e significancia dessas correlagdes.

Varios programas aplicativos encontram-se
a disposi¢do do pesquisador para o estudo da
agregacao familial. Esses programas baseiam-
se fundamentalmente na aderéncia de modelos
a um conjunto de correlac6es obtido direta-
mente dos dados, admitindo-se normalidade
(no sentido estatistico) multivariada (Hopper
& Mattews, 1982). A estimacédo dos parametros
do modelo é feita por verossimilhanca maxi-
ma. Em geral, uma determinada caracteristica
¢ analisada individualmente (analise univaria-
da). Entretanto, alguns estudos podem ser fei-
tos utilizando-se mais de uma caracteristica fe-
notipica (Coletto et al., 1981). Existem progra-
mas altamente eficientes e praticos para traba-
Ihar essas correlagdes (ex. SEGPATH; Province
& Rao, 1995). Em familias nucleares, o modelo
mais simples reconhece a existéncia de quatro
tipos de individuos (pais, mées, filhos e filhas),
conduzindo a oito tipos de correlagdes fenoti-
picas entre individuos (pai-mde, pai-filho,
mée-filho, pai-filho, mée-filho, filho-filho, fi-
Iho-filha e filha-filha). No caso de simplificar o
modelo, admitindo a inexisténcia de diferengas
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sexuais ou etarias, esse se reduz a trés correla-
¢des (cdnjuges, progenitores-descendentes, ir-
maos). O modelo bivariado completo, que
contempla duas caracteristicas em cada um dos
componentes da familia nuclear, trabalha com
34 correlagdes enquanto que o modelo simpli-
ficado, sem diferencas sexuais ou etaria, reduz-
se a dez correlag@es diferentes. A validade des-
sas e outras simplificagcdes ou a existéncia de
determinados fatores causais podem ser checa-
das pelo teste da razéo de verossimilhanca ma-
xima (RVM) entre o modelo reduzido e um
modelo mais geral. As RVM sdo, assintotica-
mente, distribuidas como um x2 com um nu-
mero de graus de liberdade igual a diferenga do
namero de parametros estudados nos dois mo-
delos.

Convém salientar que os estudos de agre-
gacdo familial vém de longa data, sendo pio-
neiros os estudos de S. Wright e R. A. Fisher na
primeira metade do século passado, em con-
junto com numerosas contribui¢Ges dos me-
Ihoristas, que atestaram pelo carater classico
desse tipo de estudo e ndo como sendo devido
a modismos tecnoldgicos.

A correta avaliacdo da magnitude da con-
tribuicéo genética a caracteristica fenotipica es-
tudada é fundamental para um delineamento
apropriado de estudos que dependem de gran-
des amostras e técnicas caras de genotipagem.

Andlise de segregacdo

A anélise de segregacdo é, teoricamente, um
método para estudar dados familiares com a fi-
nalidade de estabelecer o modo de heranca de
uma determinada caracteristica, quando o efei-
to de um gene ndo pode ser medido direta-
mente. Mendel, no século XIX, foi o pioneiro
nesse tipo de analise, que o conduziu a desco-
berta das leis basicas da hereditariedade. A his-
toria da andlise de segregacdo pode, para fins
de um melhor entendimento, ser dividida em
duas fases: a classica e a complexa (Morton et
al., 1983). Os métodos cléssicos de andlise de
segregacdo de fen6tipos mendelianos estéo fun-
damentados na estimacdo e teste de razdes de
segregacdo (Rao et al., 1974) que sdo determi-
nados, em grande parte, pelos efeitos de um
Unico gene.

Modelos mais abrangentes de andlise de se-
gregacdo foram desenvolvidos para abordar os
problemas gerados por fenétipos complexos
(Elston & Steward, 1971; Morton & MacClean,

1974; Lalouel et al., 1983; Bonney, 1984; Hass-
tedt, 1982; Blangero & Konigsberg, 1991). To-
dos esses diferentes tratamentos metodoldgi-
cos, apesar de diferirem em alguns pormeno-
res, possuem caracteristicas comuns que po-
dem ser assim resumidas.

Admite-se que o fenétipo seja influenciado
pela contribuicdo independente e aditiva de
um gene principal, um componente poligéni-
co/multifatorial e um residuo ambiental ndo-
transmissivel. O efeito do gene principal resul-
ta da segregacdo, em um Unico locus génico, de
dois alelos (A e a) e 0s gen6tipos sdo distribui-
dos nas proporcdes esperadas pelo principio de
Hardy-Weinberg. Os pardmetros desses mode-
los sdo a média (l), a variancia (o), a frequién-
cia genética (q), o grau de dominancia do gene
(d), a herdabilidade (H) e as taxas de transmis-
sdo entre duas geragdes ().

A analise da segregagdo tem-se mostrado de
grande interesse no estudo de varias caracteris-
ticas influenciadas por um gene principal ou
por um pequeno numero de genes (oligoge-
nes) (ex. Blangero et al., 1996; Borecki et al.,
1998a; Feitosa et al., 1995, 1996, 1999, 2000a,
b, 2002, Olson et al., 2001).

Com as informacg6es de mapas genéticos,
modelos de anélise de segregacdo mais reais
que incorporem os efeitos de marcadores alo-
jados ou associados (chamados de modelos
combinados) serdo mais e mais necessarios.
Certamente, a analise da segregacdo no futuro
proximo utilizara dados sobre marcadores ge-
néticos.

Alguns programas de andlise se segregacao
podem ser obtidos pela internet: POINTER/
COMDS: www.hgmp.mrc.ac.uk/registered/
help/comds; PAP (Pedigree Analysis Package):
www.well.ox.ac.uk/docs/indez.html.solar;
SOLAR (Sequential Oligogenic Linkage Analy-
sis Routines): http://canag.cit.mih.gov/Iserver/
solar.htm, e SAGE (Statistical Analysis for Ge-
netic Epidemiology): http://darwin.cwru.edu/
pub/sage.html.

Andlise de ligacao

Diz-se que ha ligacéo, quando existe uma pro-
ximidade mensuravel entre genes ao longo do
cromossomo. A anélise de ligagdo, em termos
de epidemiologia genética, verifica a co-segre-
gacdo, dentro de uma familia, de um gene mar-
cador e um feno6tipo para estabelecer se 0 mar-
cador e a caracteristica estdo fisicamente liga-



dos. A andlise da ligagdo tem sido o método
principal para mapear doengas mendelianas e
também tem exercido um papel importante
nas tentativas de mapear aquelas doengas com-
plexas, que supostamente possuem um meca-
nismo mendeliano, com efeito, significativo
sobre a caracteristica.

Independentemente do tipo de dados a dis-
posicdo do pesquisador (desde pares de irmaos
até extensas genealogias), a andlise de ligagdo
pode ser realizada por intermédio de técnicas
baseadas em modelo (model-based) ou inde-
pendentes de modelos (model-free). Deve-se
frisar que todas as andlises estatisticas admitem
um modelo probabilistico, no qual parametros
sdo estimados e hipo6teses sobre parametros
podem ser testadas.

Nas anélises baseadas em modelo (ABM),
também chamadas de lod-score ou analise pa-
ramétrica, admite-se que todos os aspectos do
modelo estatistico, exceto a taxa de recombi-
nacgdo (0), sdo conhecidos. Morton (1955) fez
uma contribuicdo fundamental para a genética
humana, ao trabalhar o conceito de lod-score
(lod), ou seja, o logaritmo na base 10 de uma
razdo de verossimilhanga (RV). ARV é a pro-
babilidade de se observar um quadro da distri-
buicdo de genotipos em uma familia, dada a
existéncia da ligagdo com um valor g da recom-
binagao versus a mesma probabilidade estima-
da para segregacdo independente (6 = 0,5).

Dessa forma, o quociente da verossimi-
Ihanca ao valor alternativo (0 < 6 < 0,5) pelo da
mesma ao valor 6 = 0,5 possui poder de deci-
sd0. Um valor maior que trés indica que a hi-
poétese alternativa tem uma verossimilhanga
mil vezes maior que a hipdtese nula com 6 =
0,5, e é indicativo da existéncia da ligagdo entre
0 marcador e o fen6tipo estudado. Valores de
lod-scores maiores que 1,5 e menores que trés
sugerem a existéncia de ligagdo, enquanto va-
lores iguais ou menores que -2 indicam a ine-
xisténcia de ligagdo. Elston & Stewart (1971)
produziram um algoritmo para o calculo de
verossimilhanca em genealogias complicadas,
enquanto Ott (1974) desenvolveu um progra-
ma de computador voltado ao usuario para es-
timar lod-scores nas mais variadas genealogias.
Os lod-scores tém também sido usados com
bastante sucesso, no mapeamento de doencas
mendelianas em que sdo consideradas situa-
¢Bes complicadas (penetrancia incompleta, do-
minancia, fenocépias, aparecimento tardio,
entre outras).

Tendo em vista que a inexisténcia de um

modelo simples de heranga para caracteristicas
complexas e, sobretudo, que a mesma pode de-
pender de co-variaveis (idade de aparecimen-
to, sexo etc.), é muito dificil ou até mesmo im-
possivel obter genealogias multigeracionais in-
formativas sem uma avaliacdo inicial que pos-
sibilite simplificar a analise dessas genealogias.
Dessa forma, o método de pares de irmaos
(Penrose, 1935) foi revivido para utilizar os pa-
drdes de compartilhamento de alelos no estu-
do de ligagéo. A atualizagdo tecnolégica do mé-
todo de pares de irméos foi ampliada, o que
permitiu também a utilizacdo de pares de pa-
rentes mais afastados, bem como a anélise de
determinadas genealogias (Weeks & Lange,
1988; Curtis & Sham, 1994; Kruglyak et al.,
1996; Almasy & Blangero, 1998).

O conceito de identidade por ascendéncia
(I1BD, Identity by descent) é de vital importan-
cia nos estudos de ligagdo, pois quantifica a se-
melhanga genética entre pares de individuos.
Um par de individuos aparentados possui um
alelo IBD se esse alelo tem origem comum em
um ancestral. Dessa forma, um par de irmdos
pode possuir zero, um ou dois alelos IBD com
as respectivas probabilidades de 1/4, 1/2 e 1/4.
Algoritmos para estimar as probabilidades de
IBD multiplos marcadores genéticos constitui-
ram um importante avango nas pesquisas sobre
etiologias complexas (Lander & Green, 1987,
Sobel & Lange, 1996; Kruglyak & Lander,
1998).

Ao contrario do método dependente do
modelo, os métodos independentes de modelo
ndo dependem de uma especificagdo a priori
do tipo de heranga da caracteristica. Nesses
modelos, ndo é necessario estabelecer-se, a
priori, frequéncias génicas e penetrancias, ten-
do em vista que fungdes dessas variaveis e a ta-
xa de recombinacéo (8) podem ser estimadas
simultaneamente.

Para caracteristicas descontinuas, os méto-
dos independentes do modelo contemplam pa-
res de irmdos afetados ou irmandades com pe-
lo menos dois irméos afetados. Nos estudos
com grupos de dois irmdos afetados, o proble-
ma de penetrancia incompleta é evitado, uma
vez que ndo entram na amostra tanto os indi-
viduos ndo-portadores do mecanismo genético
como aqueles que possuem a predisposicdo ge-
nética, porém nédo tendo manifestado a carac-
teristica.

Se um determinado marcador e uma carac-
teristica estiveram ligados geneticamente, as
proporgdes de alelos IBD compartilhado (1)
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excedem o valor esperado. Muitas analises es-
tatisticas foram desenvolvidas para testar essa
hipdtese (Blackwelder & Elston, 1985; Risch,
1990; Kruglyak et al., 1996). Para caracteristi-
cas continuas, a semelhanca fenotipica pode
ser observada diretamente sem a necessidade
de escolher irmandades. Sob a hipotese de liga-
¢do, irmdos que compartilham uma proporcéo
maior de alelos IBD terdo fen6tipos mais pare-
cidos, enquanto que sob a hipotese nula (sem
ligacdo) os fenotipos dos pares serdo indepen-
dentes do compartilhamento de alelos, no gene
marcador. Varias propostas diferentes foram
feitas para estudar esses pares de irmaos e veri-
ficar a existéncia de genes principais influen-
ciando caracteristicas quantitativas (QTL,
Quantitative Trait Locus) e o valor de 1t pode
ser estimado através de varias técnicas (Hase-
mam & Elston, 1972; Amos, 1994; Almasy &
Blangero, 1998; Province et al., 2001). Excelen-
tes revisOes recentes sobre ligacdo e caracteris-
ticas complexas podem ser encontradas em Ol-
son et al. (1999), Elston (2000), e Borecki &
Suarez (2001).

Andlise de associacao

A analise de ligacdo pode ser usada em uma
ampla procura por todo o genoma pela exis-
téncia do locus responsavel pela caracteristica,
por intermédio de sua localizagdo cromosso-
mica, enquanto que a andlise de associacdo é
mais Gtil para a confirmagdo de suspeita da
participacdo de um determinado alelo na ma-
nifestagdo de uma certa caracteristica ou de um
alelo existente em um locus proximo ao locus
responsavel pela caracteristica. Em outras pala-
vras, a associacdo pode existir por duas razdes:
a) por causa do efeito direto do gene em uma
caracteristica em estudo ou, b) quando o mar-
cador estiver em desequilibrio de ligagdo com
0 gene principal responsavel pela caracteristica
estudada. No primeiro caso, o genotipo pode
ser determinado imunologicamente, por mé-
todos eletroforéticos ou diretamente no DNA,
sendo que seu efeito pode ser medido na carac-
teristica estudada. Esse tipo foi chamado por
Boerwinkle et al. (1986) de “gendtipo medido”.
No segundo caso, genes andnimos ao invés de
marcadores funcionais estdo presentes, e dessa
forma o teste de associacéo requer a existéncia
de desequilibrio de ligagéo entre a caracteristi-
ca e 0 marcador. Quando ocorre uma mutacgéo
causadora de uma doenga, a mesma tem lugar

em um determinado cromossomo e forma um
conjunto haplotipico com os loci adjacentes
nesse cromossomo. Na geragdo seguinte, a ten-
déncia é que esse alelo mutante ocorra no mes-
mo hapl6tipo original, excetuando-se 0s casos
de recombinagdo. Chama-se desequilibrio de
ligacdo, a ocorréncia, na populagdo, de uma
freqliéncia maior de uma determinada combi-
nacdo entre dois genes, do que a esperada pelo
produto de suas freqiiéncias individuais. Co-
mo visto no exemplo acima, o desequilibrio da
ligacdo é dependente da taxa de recombinagdo
(8) e quanto maior a taxa de recombinacéo,
mais rapida seréd a aproximacao do equilibrio
entre os dois loci.

Apesar de forgas evolutivas outras que a
mutacdo (e. g. deriva genética e fluxo génico)
atuarem para alterar o equilibrio entre loci, é
interessante notar que quanto mais antigo for
0 aparecimento da mutagdo, mais proxima a
populacéo vai estar no equilibrio.

Existem varias maneiras de testar a existén-
cia de associa¢do entre um gene marcador e
uma determinada caracteristica. O classico ca-
so-controle, na sua forma mais simples, é uma
tabela de contingéncia 2 x 2. A hip6tese nula a
ser testada é o risco de um individuo apresen-
tar a caracteristica independente do marcador.
Alguns fatores podem simular uma associagdo
intrinseca e, na verdade, ela ser devida a fatores
alheios a associagdo propriamente dita. Isso
pode acontecer, por exemplo, no estudo de
uma populacéo estratificada e equivocadamen-
te olhamos a mesma como sendo uniforme.
Nesse caso a associa¢do pode resultar da estra-
tificacdo e ndo da biologia do processo. Dessa
forma, se pudermos separar os diversos seg-
mentos (estratos) da populacéo e a associagdo
for espdria, verificaremos que néo existira as-
sociagdo dentro de cada segmento, apenas no
total da populagdo. Uma das formas de se evi-
tar uma associagdo devida a heterogeneidade
da populagéo é a utilizacdo de tipos de contro-
les familiais. Falk & Rubinstein (1987) propu-
seram um método para avaliar riscos relativos
em estudos que usam controles familiais, em-
bora uma década antes, Krieger & Barbosa
(1979) tenham estudado os riscos relativos e as
propriedades dependentes das freqiiéncias do
marcador em pares de irmaos.

Varios testes estatisticos tém sido sugeridos
para esse tipo de estudo, como o risco relativo
haplotipico (Falk & Rubinstein, 1987; Terwil-
liger & Ott 1992), controles familiais afetados
(Schaid & Summer, 1994) e o Teste de Desequi-



librio de Transmissdo — TDT (Spielman et al.,
1993).

O TDT tem recebido atencgdo particular,
pois se baseia tanto em informac&o de ligagdo
como no desequilibrio, que sdo subjacentes a
associacdo. A analise molecular do marcador é
importante para esse método, uma vez que vi-
sa a uma analise de alta sensibilidade de mar-
cador. Tomam-se amostras de pessoas com
uma determinada caracteristica (casos) e estu-
da-se 0 marcador neles e em seus progenitores.
Para o teste ser informativo, pelo menos um
dos progenitores tem que ser heterozigoto para
o0 locus marcador. O TDT usa um teste X2 de
Mc Nermar (1947) para verificar a hipotese
nula em que o alelo tido como associado a ca-
racteristica é transmitido em 50% das vezes pe-
lo progenitor heterozigoto.

O método TDT foi modificado para lidar
com situagBes mais complicadas, como marca-
dores multialélicos (Sham & Curtis, 1995; Bic-
keboller & Clérget-Darpoux, 1995; Rice et al.,
1995), quando apenas um progenitor é testado
(Sun et al., 1999) ou quando ambos 0s progeni-
tores ndo podem ser testados, como por exem-
plo, caracteristicas de aparecimento tardio
(Spielman & Ewens, 1998; Hovarth & Laird,
1998; Boehnke & Langefeld, 1998). Nesse caso,
a utilizacdo de irmdaos ndo-afetados fornece in-
formacdo a respeito dos alelos que néo é passa-
da aos irmdos afetados.

Recentemente, foram também desenvolvi-
dos métodos que abordam o problema de ca-
racteristicas quantitativas, utilizando modelos
de componentes de variancia por intermédio
da similaridade familial residual (Boerwinkle
etal., 1987; Almasy & Blangero, 1998; Province
et al., 2001). O método TDT original foi tam-
bém ampliado para ser utilizado em caracteris-
ticas continuas (Allison, 1997), em situagdes
mais complexas como irmandades com mais
de dois individuos, alelos multiplos e em casos
que ndo se referem a hipoteses paramétricas
sobre a distribuicdo da caracteristica (Rabino-
witz, 1997). Alternativas que permitem uma
abordagem através de regressao em dados ge-
nealdgicos (George et al., 1999) e varios graus
de desequilibrio de ligagdo entre o marcador e
o locus responsavel pela caracteristica (Xiong,
1998) também foram propostas.

Em resumo, como o desequilibrio de liga-
¢do deve persistir na maioria das populagdes
humanas para genes ligados com uma taxa de
recombinacdo menor que 1%, s6 em situacles
peculiares é que se tem a sorte de escolher um

marcador que preencha esse requisito. Por ou-
tro lado, estudos de associacdo ainda que sabi-
damente com excesso de resultados falsos posi-
tivos, podem fornecer informagdes importan-
tes, uma vez que a “historia” de recombinacéo
¢, de certa forma, utilizada nas analises, tendo
em vista que o TDT resolve de maneira satisfa-
téria os problemas causados por falsos positi-
vos devido ao fluxo génico.

Considerando o acima exposto, sugerimos
que a procura de genes responsaveis por carac-
teristicas complexas seja feita em primeiro pla-
no com um estudo de ligacéo, com varredura
gendmica ndo muito sensivel com a finalidade
de se identificar as regiGes cromossémicas po-
tencialmente candidatas para alojar o gene con-
dicionador das caracteristicas. Ap0s essa iden-
tificacdo deve se utilizar uma analise mais fina
nas regiGes promissoras usando densos mapas
de polimorfismos de um Unico nucleotideo
(SNP).

Com essa abordagem, a utilizagdo da infor-
macdo sobre desequilibrio de ligacdo na pre-
senga de uma associagdo positiva pode ser con-
siderada um instrumento para mapeamento fi-
no (Olson et al., 1999, Borecki & Suarez, 2001
e Baron, 2001).

Meta-analise

Meta-analise pode ser entendida como sendo a
utilizacdo de toda a informacéo existente sobre
a possivel identificacdo de um gene principal
oriundo de vérios estudos. Sabidamente, carac-
teristicas complexas sdo identificadas pela exis-
téncia de interacOes entre genes e ambiente,
portanto o efeito de um gene em particular de-
ve ser relativamente pequeno. Assim, a meta-
analise se propde a juntar sinais relativamente
fracos de estudos particulares, em um conjun-
to mais robusto de evidéncias sobre efeitos ge-
néticos, bem como permitindo um arcaboucgo
quantitativo para modelar a variabilidade entre
estudos. A aplicacdo desse tipo de analise, utili-
zando vérias abordagens estatisticas (Olkin,
1995), tem sido relativamente freqliente nos
Gltimos anos (Li & Rao, 1996, Rice, 1998).
Diferentes estudos de caracteristicas com-
plexas variam entre si por numerosas raz@es:
defini¢des fenotipicas diferentes; averiguacgao e
escolha tanto dos marcadores genéticos como
da metodologia estatistica. Dessa forma, dife-
rentes conclusdes a respeito de ligacdo podem
ser devidas tanto ao delineamento do estudo,
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como pela presenca de diferentes fatores gené-
ticos.

Contudo, se um esforg¢o for despendido em
rever todos os estudos e os artefatos forem cau-
telosamente identificados, a meta-analise dos
estudos disponiveis pode resultar em um con-
junto poderoso para a deteccdo de genes com
pequenos efeitos individuais.

E de especial interesse o estudo de meta-
andlise de resultado de ligacdo levada adiante
por Gu et al. (1998), apresentando métodos
para agregar resultados em uma analise de da-
dos de pares de irmdos, usando a proporgéo de
alelos que compartilham IBD no locus marca-
dor e do efeito comum do possivel locus. Efei-
tos aleatdrios foram incluidos no modelo para
caracterizar a variabilidade entre amostras, en-
quanto que outras estimativas (por quadrados
minimos, no caso) foram usadas para avaliar
os provaveis efeitos do gene principal. Varios
resultados suplementares puderam ser obtidos
incorporando variaveis especificas em analises
com co-variaveis que pudessem explicar a va-
riabilidade entre estudos (Gu et al., 1999,
2001).

Uma indicacdo de importancia desse tipo
de abordagem pode ser avaliada pelo interesse
de firmas independentes em se associar a esse
esforco. Existe uma firma dedicada a varredu-
ra gendmica (Genoma Search Meta-Analysis/
GSMA) que permite a agregacdo de novos da-
dos a estruturas ja existentes para integrar os
novos dados a bancos de dados j& atuantes (Wi-
se et al., 1999). Pormenores sobre meta-analise
podem ser vistos em um recente trabalho de
Guetal., (2001).

Exemplos a guisa de ilustracao

Alguns estudos evidenciaram a existéncia de
um possivel locus influenciando diversos fené-
tipos complexos (Comuzzie et al., 2001; Baron,
2001) e nessa revisdo, tomamos como exemplo
o fenétipo Indice de Massa Corporal (BMI —
Body Mass Index, que é o classico indice gera-
do pelo quociente do peso corporal pelo qua-
drado da altura). O BMI é a influéncia de va-
rios fatores causais, uma vez que representa a
quantidade de massa corporal, a composicdo
corporal e proporcdes, sendo certamente efeito
de varios processos metabodlicos, de efeitos
hormonais, de comportamento e de interagdes
entre esses fatores etiolégicos de amplo espec-
tro.

A maioria dos estudos estimou a herdabili-
dade do BMI como estando entre 40-55%
(Bouchard et al., 1998, Borecki et al., 1998b e
Rice et al., 1999). Contudo, convém salientar
que herdabilidades acima de 80% foram des-
critas em estudos de gémeos. Apesar do BMI
ser uma caracteristica complexa, os estudos de
segregacdo tém sugerido evidéncia de um ou
dois genes controlando a sua variabilidade em
diferentes popula¢des/amostras (Province et
al., 1990; Hasstedt et al., 1997, Borecki et al.,
1998b).

Uma varredura gendmica usando compo-
nentes de variancia baseados em uma analise
de ligagdo multildcica para BMI indicou forte-
mente a existéncia de ligagdo no cromossomo
7932.3 (lod = 4,9, p < 10 -5) no estudo familial
NHLBI — Family Heart Study (Feitosa et al.,
2002b). Prévios estudos ja haviam sugerido
evidéncia de ligacdo na regido cromossémica
do locus LEP com algumas caracteristicas de
medidas de obesidade (Duggirala et al., 1996;
Clément et al., 1996; Roth et al., 1997; Lapsys
etal., 1997; bray et al., 1999). Deve-se também
salientar que uma meta-analise baseada em
cinco estudos levada a cabo por Allison e Heo
(1998) demonstrou forte evidéncia de ligagéo e
associa¢do do BMI a regido LEP (p=1.5x 10 -
5). Ndo se deve perder de vista, porém, que al-
guns estudos indicaram associagdes do BMI
com loci pertencentes a outros cromossomos
(Pérusse et al., 2001).

O futuro da epidemiologia genética

E claro que o delineamento de estudos ainda
serd o fator primordial dos estudos futuros e, é
claro, também que dados familiais continuardo
sendo o melhor arsenal para estudos nessa
area.

Contudo, alguma substitui¢do de amostras
com controles familiais podera ser necessaria
para cobrir lacunas na literatura. Estudos de
caso-controle de individuos ndo-relacionados,
especialmente para analises de dados com mar-
cadores de DNA, poderdo fornecer robustas
evidéncias para estudos de ligac&o.

A heterogeneidade genética pode ser uma
das facetas proeminentes dos estudos sobre ca-
racteristicas complexas. A amostragem de fa-
milias de procedéncias étnicas diferentes serdo
de grande importancia para desvendar meca-
nismos causais e também na identificagdo de
fatores modificadores tanto genéticos como do
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