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Resumo

Objetivo: esse artigo tem como objetivo ser uma fonte de informagio acerca das técnicas e
analises genéticas mais utilizadas em investigacdes clinicas e laboratoriais visando a identifi-
cacdo e a caracterizacdo de genes relacionados a doencas ou distarbios complexos, especial-
mente os que atingem as estruturas do crinio e da face. Metodologia: sio tragadas algumas
diretrizes para guiar os futuros pesquisadores nos processos de selecio de amostras e obten-
¢do de heredogramas para estudos genéticos e fornecidos conceitos e principios gerais que
norteiam métodos de analises genéticas. Tais métodos exigem conhecimento a respeito de
transmissdo génica, genética molecular e utilizacdo de marcadores moleculares, assim como
envolvem o dominio de técnicas laboratoriais como, por exemplo, rea¢des de polimeriza¢ao
em cadeia (PCR), eletroforese e seqiienciamento de DNA. Resultados e Conclusées: as
analises genéticas, em especial as analises de segregacio e de ligacao, representam importantes
ferramentas a disposicdo dos pesquisadores na tentativa de relacionar fenétipos a genes espe-
cificos e na busca da exata localizacdo cromossdémica dos mesmos. Espera-se com esse artigo
que os cirurgides-dentistas clinicos possam comecar a perceber a importincia do assunto e
buscar se aprofundar nessa area.

Palavras-chave: Heredogramas. Andlise de segregacdo. Andlise de ligagdo. Mas formacgdes craniofaciais.

INTRODUCAO

A necessidade de um melhor entendimento
dos fatores genéticos que levam ao desenvolvi-
mento de distarbios que alteram o crescimento
e desenvolvimento normal das estruturas do cra-
nio e da face tem aumentado o interesse da classe
odontologica pela genética humana. O presente
trabalho visa auxiliar esses profissionais, revisando

alguns conceitos bésicos e sugerindo diretrizes, no
que diz respeito a coleta da amostra, a elabora-
¢do de heredogramas para investigacdes clinicas e
laboratoriais, bem como apresentar os principais
métodos de anélise genética, que norteiam a ela-
boracgio de estudos genéticos.

Esses métodos exigem um conhecimento mais
aprofundado de genética molecular, de como li-
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dar com as mais diversas técnicas de laboratério
e como avaliar os dados obtidos. Com essas ferra-
mentas, os pesquisadores buscam relacionar deter-
minados fenétipos com genes especificos, além de
procurar conhecer a exata localizacio cromosso-
mica de cada um deles. Com isso, novas condutas
diagnosticas e terapéuticas poderdo ser propostas
no futuro.

DIRETRIZES PARA |NVEST|GA§6ES
GENETICAS
Escolha do problema

Ao se escolher o fenotipo a ser investigado
deve-se procurar saber se estudos prévios feitos
em humanos e/ou evidéncias de estudos feitos em
animais ddo sustentacido a tese de que existe uma
base genética para essa condicdo. Além disso, de-
ve-se certificar se existem métodos eficazes para
mensurar ou quantificar a gravidade do problema,
como, por exemplo, medir e descrever diferencas
na forma e no tamanho dos orgdos afetados, visan-
do classificar o grau de comprometimento e de-
terminar a idade de acometimento ou surgimento
dos sinais e sintomas da doenca ou da condi¢io es-
tudada. Condicdes favoraveis para reunir pacien-
tes que mostrem uma histéria familiar do fenétipo
investigado sdo um fator muito importante, uma
vez que a melhor evidéncia no estabelecimento
da contribuicdo relativa de genes e ambiente na
definicio de certos pardmetros craniofaciais em
epidemiologia genética é dada por estudos fami-
liares, devido a maior incidéncia do problema em
parentes de probandos afetados®!*17.

Um grande dilema no tratamento clinico dos
problemas craniofaciais diz respeito as respostas
variaveis que diferentes pacientes apresentam a
um mesmo tratamento'!. Em geral, quanto maior
0 componente genético, pior é o prognostico de
sucesso em um tratamento. Ha esperancas de que
em um futuro préximo seja possivel avaliar, pre-
viamente ao tratamento, a resposta individual ao
mesmo, baseado em perfis genéticos. Outra ques-
tao é com relacdo a época de expressio de um

dado gene e se essa seria a melhor época para o
tratamento!!.

Em outras palavras, pode-se, de fato, alterar a
expressao do fenétipo de um determinado padrio
morfogenético, mas o grau de sucesso que pode
ser alcancado ird depender: da contribuicio rela-
tiva de cada fator na etiologia do problema exis-
tente e da extensdo na qual o padrdao morfolégico
pode ser influenciado pelo tratamento clinico'®.
Apesar das restricoes, estima-se que, nas proximas
décadas, um amplo escaneamento pré-natal para
anomalias craniofaciais seja, possivelmente, um
procedimento de rotina''.

Selecio da amostra e obtencio de heredo-
gramas

O desenho do estudo a ser empregado e a es-
colha da analise estatistica norteiam a busca da
amostra. Porém, em todos os casos, e em especial
para analises de segregacdo e de ligacio, é impres-
cindivel uma identificagdo e caracterizagdo preci-
sa da mesma, em especial quanto aos critérios de
inclusio e exclusio de probandos e na exatido na
caracterizacio clinica do fenétipo em questdo®'!.

Populacdes isoladas e geneticamente homo-
géneas sdo consideradas ideais em estudos dessa
natureza. Como essas populacdes sio muito raras,
uma estratégia é a estratificacio de populacoes
ndo ideais, buscando assim minimizar um viés nos
resultados®. A estratégia mais utilizada é a estrati-
ficagdo da mesma quanto a ancestralidade, mui-
tas vezes confundida com estratificagdo racial. De
acordo com dados genéticos, ndo existe suporte
para a categorizacdo de humanos em diferentes
racas, pois ha maior diversidade de genétipos entre
individuos de um mesmo grupo étnico que entre
eles'>'821. Além do que, a maior parte das popula-
¢des humanas apresenta constituicdes complexas,
o que inclui sub-estruturacio e miscigenacio ge-
nética. A populacio brasileira, por exemplo, apre-
senta uma alta diversidade étnica, sendo que a cor
da pele, principal caracteristica morfolégica utili-
zada em estratificacdes, j4 foi demonstrada como
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um pobre indicador de ancestralidade genética'®.
O conhecimento da ancestralidade dos individuos
da amostra é uma informacio relevante, pois, em
geral, os alelos apresentam uma origem tinica em
uma populacio e/ou regido geogrifica especifica
e, por conseqiiéncia, uma maior freqiiéncia dentre
os descendentes dos mesmos*.

Para analise de ligacdo, a analise de familias em
que ha agregacdio com no minimo trés geracoes
de individuos acessiveis para coleta de amostras
biologicas é a mais comum na busca da base ge-
nética de um dado fenétipo complexo. Nesses
casos, a familia é geralmente acessada a partir de
um probando e ndo aleatoriamente na popula-
¢30". No caso dos problemas no complexo cra-
niofacial, para que as familias sejam incluidas no
estudo confirma-se o diagnéstico utilizando exa-
mes clinicos, fotograficos e radiogrificos de rotina
dos cirurgides-dentistas. De acordo com as reso-
lugdes do Ministério da Satde em vigor no Bra-
sil, os individuos (probandos e familiares) ou seus
responsaveis legais devem ler, concordar e assinar
um Termo de Consentimento Livre e Esclareci-
do (TCLE) para integrar a amostra. E importante
frisar que tanto os protocolos de estudo como o
TCLE devem ser aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da Instituicdo que coordena a
investigacio e pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP).

A pesquisa nas familias tem que ser realizada
de forma sistematica. O adequado é desenhar o
heredograma buscando o maior volume de com-
ponentes possiveis, independente do status feno-
tipico dos mesmos e estendé-lo pelos dois lados
da familia, mesmo que os dados sugiram que a
segregacdo do fendtipo ocorre em apenas um de-
les. O status fenotipico é questionado um a um
sem a omiss3o de ramos que, porventura, parecam
ndo apresentar membros afetados. Visando ndo
ser tendencioso, perguntas como “Quem tem esse
problema na familia?” ndo devem ser formuladas.

Como dependem da memoria dos entrevista-
dos, os histéricos familiares tendem a ser inexatos,

incluindo tanto falsos positivos quanto negativos,
porém ha uma tendéncia para as familias supe-
restimarem os relatos de doencas, particularmente
quando o diagnostico é incerto.

O status de cada componente do heredogra-
ma, afetado ou ndo, deve ser também confirmado
seguindo-se os mesmos critérios utilizados para a
avaliacdo dos probandos, sendo que quando nao é
possivel a confirmacdo precisa devem ser assinala-
dos nos heredogramas como “status desconhecido”.
Para caracteristicas de aparecimento tardio, como,
por exemplo, durante o surto de crescimento da
puberdade ou na fase adulta'®, ¢ comum estabele-
cer uma idade de corte e classificar os individuos
ndo afetados abaixo dessa idade como “status des-
conhecido”.

A busca de validacio das histérias familiares
sugere que o relato fenotipico por parte dos pro-
bandos é muito confidvel para parentes de primei-
ro grau (tipicamente 80-90%), mas muito menor
para parentes de segundo grau. Dessa forma, é im-
portante a consulta de outros membros da familia
que podem reportar casos omitidos'®, assim como
confirmar ou ndo as informacdes ja fornecidas
pelo probando.

Heredogramas podem ser desenhados ma-
nualmente ou com a utilizacio de ferramentas
para edi¢do grafica de dados, como por exemplo,
o programa PELICAN 1.1.0 - (Pedigree Editor
for Linkage Computer Analysis)®. Para tanto,
devem-se utilizar os simbolos convencionais,
sendo que os probandos sio indicados por uma
seta® (Fig. 1).

O desenho dos heredogramas é analisado ini-
cialmente por inspecdo visual e em seguida uti-
lizando programas computacionais, visando exe-
cutar analises matematicas mais complexas. O
objetivo é verificar se ha um componente genético
na etiologia do problema nas familias estudadas e,
em caso positivo, determinar o padrio ou padrdes
de heranca do mesmo, assim como outras variaveis
genéticas como penetrancia, herdabilidade e fre-
qgiiéncia do(s) gene(s) principal(is).
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FIGURA 1 - Heredograma, obtido a partir do probando (individuo 20 marcado com uma seta), mostrando a segregacao do prognatismo mandibular (individuos afe-
tados apresentam as figuras preenchidas) em quatro geragdes de uma familia com padrao de heranca autossémico dominante sugestivo (caracteristica ocorre
em ambos os géneros e ha transmissao direta entre pais e filhos de qualquer género), com penetrancia incompleta (determinados individuos nao apresentam a
caracteristica, porém possivelmente apresentam o genétipo - exemplo: individuo 10, mae do probando).

METODOS EM ESTUDOS GENETICOS
Avaliacdo de heredogramas

O principal objetivo de se analisar heredogra-
mas € avaliar a ocorréncia ou ndo de um ou mais
componentes genéticos relevantes, assim como
buscar um modelo genético que melhor explique
a segregacdo familiar de uma dada caracteristica.

O modelo genético ¢ estimado pelo padrio
familiar da caracteristica em questdo. A avaliacdo
do heredograma pode fornecer informacées pre-
liminares sobre a localizacio gendémica e sobre
dominancia e recessividade do alelo relacionado a
caracteristica-alvo. Para a avaliacdo da localizacio
genOmica analisa-se se hd ocorréncia nos dois gé-
neros e a segregacdo da caracteristica nas geragdes
consideradas. Estima-se também o nimero de ca-
sos em que ambos os genitores dos probandos sio
afetados e aqueles nos quais apenas um genitor é
afetado e qual o género do mesmo ou se ambos
os genitores sio nio-afetados. A mesma avaliacio
deve ser buscada com relacdo aos avos e, por isso,
¢ interessante coletar dados de, no minimo, duas
geracoes acima dos probandos.

Nos casos de heranca dominante simples, espe-
ra-se que todos os individuos que apresentam um
dado fenétipo possuam ao menos um dos pais afe-
tados. A presenca de fenocopias e/ou penetrancia
incompleta, assim como mutacdo nova, produz
excecoes a esta regra e pode complicar a analise
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de heredogramas. E ainda, é observado que mui-
tas caracteristicas ocorrem tanto de forma familiar
quanto esporadica, como por exemplo, o progna-
tismo mandibular e os cinceres em geral. Uma
observacio comum nesses casos, com inimeros
exemplos relatados quanto ao cancer de mama, é
que a forma familiar tende a ocorrer em idades
mais precoces'®.

Nos casos esporaddicos, uma primeira conclu-
sao ¢ de que a mesma apresente um padrio de
heranga autossdmico recessivo com rara historia
familiar. Porém, tais casos esporadicos podem
também ser reflexo de uma etiologia ndo-genéti-
ca (fenocopias) ou de uma mutacdo nova®, pois
apesar dos genes serem usualmente transmitidos
inalterados de uma geracdo para a outra, podem
ocorrer eventos (mutagdes) que causam altera-
¢des nos mesmos'3.

Uma fenocopia ndo é capaz de transmitir o fe-
notipo para nenhum de seus descendentes, nem
terd ancestrais afetados (a ndo ser que eles tam-
bém sejam fenocopias). Exemplo disso ¢ a mor-
dida cruzada anterior esquelética na idade adulta,
desenvolvida a partir de uma mordida cruzada
anterior dentaria na infancia, ocasionada exclu-
sivamente pelo ambiente, que nio foi corrigida
adequadamente, e que pode ser confundida com
prognatismo mandibular hereditério.

Outro ponto a ser levado em consideracdo

Maring4, v. 12, n. 5, p. 141-150, set./out. 2007



CRUZ,R. M.; OLIVEIRA, S. F.

na avaliagio dos heredogramas é a ocorréncia
de consangtiinidade, isto é, casamento entre pa-
rentes proximos. Essa questdo, muitas vezes ne-
gligenciada durante a anamnese, ¢ um fator que
pode auxiliar na definicio do padrido de heranca
e explicar alguns padroes complexos de heranca
onde individuos afetados, posicionados distantes
no mesmo heredograma, podem compartilhar os
mesmos alelos.

Da mesma forma, para saber se um fenoti-
po ¢ influenciado ou limitado a um dos géneros,
independente da localizacio gendmica, pode-se
analisar, nos heredogramas, a ocorréncia daquela
caracteristica nos irmdos e irmas dos probandos,
visando definir se ha um equilibrio na prevaléncia
do fenotipo entre os individuos do género masculi-
no e do feminino. Diferenca de taxas de incidéncia
entre os géneros ocorrem, em geral, em funcio de
diferencas hormonais (que estdo particularmente
sob controle genético) e diferencas de desenvolvi-
mento ou ambientais como, por exemplo, exposi-
¢des ocupacionais e alguns hébitos.

Por ltimo, é também possivel que dois mode-
los diferentes de heranca sejam identificados em
uma mesma familia, indicando a provével segrega-
cdo de dois ou mais diferentes genes ou grupos de
genes relacionados @ mesma caracteristica.

A figura 1 apresenta um exemplo de heredo-
grama, para o qual é possivel sugerir que o gene
localiza-se no genoma autossémico, em decorrén-
cia da distribui¢do similar da caracteristica entre
os dois géneros, e que o alelo responsavel ¢ domi-
nante, porém com penetrancia incompleta.

Analise de segregacao

A proposta acerca do melhor modelo genéti-
co para a heranca de uma dada caracteristica nem
sempre é viavel pela simples anélise visual dos he-
redogramas, em especial quando a ocorréncia de
um determinado fenotipo resulta de uma combi-
nacdo de fatores genéticos e ambientais em par-
te previsiveis e, em parte, devido ao acaso. Con-
seqiientemente, deve-se inicialmente distinguir

as agregacdes familiares inteiramente acidentais
daquelas onde h4 uma tendéncia sistematica para
que um determinado fenotipo segregue pelas ge-
racdes, 0 que envolve um componente genético.

A analise de segregacio é uma técnica usada
para identificar o modelo genético que melhor ex-
plique a agregagdo familiar observada para uma
dada caracteristica. Busca saber se 0 mesmo ocor-
re devido a um ou mais genes principais, poligenes
ou inter-relacio gene-ambiente. Em outras pala-
vras, é o processo de adequar os dados de mode-
los genéticos formais aos fenotipos de membros
de uma familia, geralmente avaliados a partir de
probandos afetados®!?.

As analises de segregacdo tém sugerido que
varios problemas craniofaciais ndo apresentam
um modelo de heranca simples e devem seguir as
regras de heranca complexa. Isso porque varios
desses fenotipos sio produtos de uma interagdo
de diferentes genes, cada um com um pequeno,
mas substancial efeito, com componentes am-
bientais'>.

A analise de segregacio clissica ndo requer
informacdes a respeito dos genétipos. Trata-se de
uma investiga¢do da agregagdo familiar, focando o
padrio de segregacio dentro de cada familia, indi-
vidualmente, ao invés de se usar a média da popu-
lagdo, sendo que os resultados podem variar, por
vezes sensivelmente, de acordo com os métodos
de avaliacio empregados. Apesar de ser possivel
fazer esse tipo de anilise em ntcleos familiares
ou em heredogramas pequenos, os heredogramas
mais extensos sio mais informativos'.

Os dados contidos nos heredogramas sio
usados para alimentar programas de computa-
dor especificos, como, por exemplo, o programa
Pointer"#%12, As anélises sio baseadas em testar a
adequagio dos heredogramas aos possiveis mo-
delos genéticos e permitem estimar os valores de
maxima verossimilhanca e os limites de confianca
para diversos pardmetros desses modelos. Dentre
os pardmetros estdo: a deducdo da penetrancia e
a freqiiéncia alélica do(s) gene(s) principal(is),
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a herdabilidade do componente poligénico quan-
do da sua existéncia, a distribui¢io do genétipo
na popula¢io (uma fun¢io da freqiiéncia alélica
para um gene mendeliano principal) e as proba-
bilidades de transmissdo dentro das familias. O
modelo de analise de segregacio desse programa
pressupde, em relacdo & manifestacdo do fenétipo
estudado, a existéncia de uma escala de predispo-
sicao subjacente, para a qual poderiam contribuir
de modo independente, um locus autossdmico
principal, um componente multifatorial e, ainda,
fatores aleatorios do ambiente. Uma vez que os
genodtipos sdo desconhecidos, todas as possiveis
combinacdes de genétipos que sdo compativeis
com os dados observados e com as leis de Mendel
sao computadas.

Nem sempre os resultados de uma anélise de
segregacdo sio claros, pois varias caracteristicas
fenotipicas que afetam o complexo craniofacial
apresentam uma heterogeneidade etiolégica signi-
ficativa, ou seja, um mesmo defeito em um gene
pode produzir diferentes anomalias fenotipicas e
um distarbio qualquer pode ocorrer em funcio da
atividade génica defeituosa em diferentes células.
De maneira inversa, diferentes defeitos genéti-
cos ou combinagdo de defeitos genéticos podem
produzir anomalias fenotipicas similares. Outros
agentes coadjuvantes podem fazer um defeito
génico “saltar” uma geracdo e, com isso, também
complicar o cenario de diagnéstico. Exemplo disso
sdo os heredogramas pequenos, em fun¢io da bai-
xa atividade reprodutiva, e os fendmenos de im-
pressdo genémica (imprinting gendbmico), isto é,
ativacdo diferencial de genes por efeito de origem
parental’®.

Uma outra dificuldade na analise de alguns
casos se deve as caracteristicas multifatoriais des-
continuas. A explicacdo mais aceita repousa na su-
posicdo de que ha uma escala basica de variacdo
continua da suscetibilidade para desenvolver uma
dada condicdo, resultante de uma combinacio
de todas as influéncias genéticas e ambientais. A
condi¢do esta presente somente quando a susce-
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tibilidade excede um valor limiar critico e quanto
maior o nivel de suscetibilidade além desse limiar,
mais severo é o problema. Um exemplo cléssi-
co de caracteristica multifatorial descontinua ¢ a
fenda labial e palatina. Os pais de um probando
afetado sdo geralmente normais, e pode nio ha-
ver nenhuma histéria familiar, mas por produzir
um filho afetado supde-se que os pais carreguem
alguns alelos relacionados a esse distarbio. Entre-
tanto, esses pais devem apresentar também alelos
que permitem a ocorréncia do fenétipo normal.
Somente quando esse equilibrio ultrapassa certo
limiar a mé formacdo ocorrera. Para os familiares
(parentes de primeiro grau) de uma crianca afeta-
da, existe uma tendéncia de aumento da suscetibi-
lidade ao fenotipo anormal, de modo que se espe-
ra encontrar uma freqiiéncia aumentada dessa ma
formacdo entre eles. A medida que o grau de pa-
rentesco se distancia, a tendéncia a suscetibilidade
diminui e se aproxima dos valores normais para
a populacdo em geral, com uma redugio corres-
pondente na incidéncia. Quanto mais severa a ma
formagao em uma crianga afetada, maior a susce-
tibilidade de novos casos na familia, incluindo os
parentes mais proximos'3.

Anilise de ligacao

De acordo com o Projeto Genoma Humano, a
nossa espécie possui cerca de 30.000 genes distri-
buidos ao longo de 22 cromossomos autossdmicos
e 2 sexuais. Portanto, cada cromossomo carrega
centenas ou milhares de genes, sendo que existe
uma especificidade intra-especifica na ordem dos
mesmos, os mapas génicos. Dessa forma, os cro-
mossomos homologos contém os mesmos genes
nas mesmas posicoes. Os genes que estdo situados
no mesmo cromossomo sio ditos sinténicos, en-
quanto os genes sinténicos que estdo fisicamente
proximos sdo ditos ligados. Os genes sdo conside-
rados completamente ligados caso os alelos dos
mesmos ndo possam ser separados por recombi-
nacio e parcialmente ligados quando ha recombi-
nacgdo entre eles em uma taxa inferior a 50%.
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A anilise de ligacdo é o processo de busca da
localizagdo aproximada de um gene pela observa-
¢do de evidéncias de co-segregacdo com marcado-
res genéticos cujas localiza¢des ja sio conhecidas.
Co-segregacio é a tendéncia de dois ou mais genes
serem herdados juntos e, conseqiientemente, de
individuos com fenétipos similares apresentarem
os mesmos alelos para o locus do marcador.

E possivel identificar a localizacio cromossé-
mica aproximada de um gene principal como um
resultado do fendmeno da recombinacdo meidtica
entre genes parcialmente ligados, sendo que a fre-
giiéncia de recombinacio estid diretamente rela-
cionada a distancia fisica entre dois Joci. Dessa for-
ma, a observacio de que um gene desconhecido e
um dado marcador estdo ligados ou parcialmente
ligados permite concluir que os mesmos sio sinté-
nicos e, com isso, estimar a posi¢io gendmica do
novo gene.

A busca pela localizagio gendmica de genes
relacionados a fenotipos especificos em humanos
sofreu um salto qualitativo e quantitativo com a
introducdo da metodologia de anilise de ligacdo
utilizando marcadores genéticos tipo polimorfis-
mos de DNA anénimo?. A idéia bésica da analise
de ligacdo é determinar os genotipos dos mem-
bros de uma familia com casos da caracteristica
em questdo para varios marcadores genéticos.
Familias extensas com muitos casos de afetados
ainda vivos sio altamente informativas para esse
proposito. Para isso, individuos pré-selecionados,
pertencentes as familias de interesse, sio chama-
dos para a doacao de material biologico, de onde
é feita a extracdo do DNA. Os métodos de labo-
ratério para a genotipagem de marcadores atual-
mente incluem as reacdes de polimerizacio em
cadeia (PCR), usadas para amplificar uma seqiién-
cia unica de DNA em uma quantidade suficiente
para que possa ser genotipada, e a genotipagem,
normalmente realizada em seqiienciadores auto-
maticos de DNA.

Apos a genotipagem é possivel extrapolar a
constituicdo alélica dos individuos com relacio

aos Joci analisados. Para tanto, os dados mais in-
formativos sao aqueles dos individuos cujos pais
sao heterozigotos para os loci em questio e cujos
genotipos ja sejam conhecidos, pois dessa forma é
possivel inferir com relativa certeza de onde veio
cada um dos alelos dos filhos. Como boa parte dos
marcadores moleculares apresenta varios alelos,
essas analises tornaram-se mais efetivas.

Tendo os heredogramas com os fenétipos dos
diversos membros familiares e os gendtipos dos
individuos para os marcadores escolhidos, pode-se
fazer calculos estatisticos de anélise de ligacdo, ge-
ralmente utilizando programas avancados de com-
putador. Para tanto, se utiliza pares de familiares
(relative pair), pares de irmaos afetados (affected
sib pair) ou pares de familiares afetados (affected
relative pair)®.

O método dos pares de familiares compara o
genotipo dos marcadores genéticos idénticos por
descendéncia (IBD - Identical by descent) entre
familiares. Nesse caso, todas as possibilidades de
parentes, dado um tipo particular de relaciona-
mento (primo-primo; irmdo-irm3; etc...), sdo con-
sideradas e é determinado se os pares com fenoti-
pos similares tendem a ter os mesmos alelos para
os marcadores, isto €, numa freqiiéncia maior do
que seria esperado ao acaso®'.

Ja 0 método de pares de irmios afetados testa a
hipotese de que tais pares, que possuem fené6tipos
similares, compartilhem alelos na vizinhanca do
locus da doenca, mais do que seria esperado em
pares de irmaos escolhidos randomicamente®!.

Espera-se que pares de irmdos compartilhem
a0 acaso dois alelos IBD (derivados do mesmo avd)
um quarto das vezes, um alelo IBD em metade e
que nido compartilhem nenhum alelo um quarto
das vezes. Essa situacdo é considerada verdadei-
ra, independente do fenotipo, se os marcadores
estudados ndo estiverem ligados a nenhum /locus
relacionado a doenca. Se dois irmdos sio ambos
afetados pela doenca, e um gene relacionado 2
doenca est4 ligado a um determinado marcador,
entdo se espera ver um maior compartilhamento
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de alelos marcadores IBD do que seria esperado
ao acaso®!.

Em principio, o método de pares de irmaos afe-
tados pode ser generalizado para qualquer forma
de pares de familiares afetados. Na pratica, entre-
tanto, os relacionamentos IBD podem ser dificeis
de determinar para esses parentes mais distantes.
Nesses casos entdo os métodos IBS (Identical by
status) sao mais comumente utilizados'. Se as fre-
qiiéncias dos alelos marcadores na populacio sio
conhecidas, é possivel calcular as probabilidades
de ocorréncia dos genétipos para cada tipo de re-
lacionamento®.

E possivel, por acaso, que toda a prole afetada
herde um dado alelo, enquanto a prole nio afetada
herde um outro alelo de um dado marcador gené-
tico, mesmo quando este nio esta ligado ao gene da
doenca. Este resultado enganador torna-se menos
provavel a medida que se aumenta o ntimero de
pessoas no estudo. Para determinar se o resultado
de ligacdo é devido apenas ao acaso, compara-se
a probabilidade de dois loci estarem ligados com
uma determinada freqiiéncia de recombinacio
(indicada por 0) versus a probabilidade de que
os dois Joci ndo estejam ligados (freqtiéncia de re-
combinacdo = 50%, ou O = 0,5). Em todos esses
testes, utiliza-se o LOD SCORE (logaritmo das
chances) que pode ser aplicado tanto em nucleos
familiares como em heredogramas mais extensos.
Ele é calculado somando-se as probabilidades de
todas as combina¢des entre genétipos dos mar-
cadores e a ocorréncia da doenga. Para facilitar o
processo de analise dos dados, esse procedimento
geralmente é feito fixando-se os pardmetros de
segregacdo (penetrancia e freqiiéncia alélica) em
valores determinados em analises de segregacio
prévias. Na interpretacio do LOD SCORE, um
valor igual ou menor a -2 ¢é considerado evidéncia
contra a ligacdo e um valor maior ou igual a +3 ¢
prova convincente a favor da mesma.

As aniélises podem ser feitas entre um tnico
gene da caracteristica e um tnico Jocus marcador
(ligagdo de dois pontos) ou usando dois ou mais
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loci de marcadores simultaneamente (ligacdo de
multiplos pontos). Este tipo de analise oferece
maior eficicia, uma vez que identifica os marca-
dores flanqueadores que estdo adjacentes ao gene
em questio, ajudando, portanto, na localizacio do
mesmo. O mapeamento de multiplos pontos é
exeqtiivel atualmente somente para um pequeno
ntamero de marcadores em heredogramas simples
de qualquer tamanho ou para um namero gran-
de de marcadores em heredogramas simples de
tamanho modesto. Um dos programas de compu-
tador mais utilizados para essas analises é o Ge-
nehunter!.

Escaneamento do genoma total

Uma vez demonstrado pela anélise de segrega-
¢do que parece haver um gene principal para uma
determinada doenca, outra abordagem possivel
é comegar a busca por ele de uma maneira mais
abrangente, pesquisando no genoma inteiro. Reali-
zando uma busca sistematica pelo genoma huma-
no total em familias extensas, é possivel identifi-
car os loci principais de suscetibilidade para uma
doenca especifica!’.

Atualmente, o primeiro escaneamento do
genoma total na busca de um gene qualquer é
realizado com, em geral, 300 a 500 marcadores
simultaneamente. Quando uma regido especifica
demonstra evidéncia de ligacio (LOD SCORE
positivos), estreita-se a busca excluindo todas as
regides com valores de LOD SCORE altamente
negativos, concentrando os esfor¢os apenas nas
regides estudadas que mostraram indicios de li-
gacdo. Para isso adicionam-se marcadores para
gerar um mapeamento mais denso, capaz de co-
brir aquela regido, deixando-a com menos de S5cm
(aproximadamente 5 milhdes de pares de bases).

Entretanto, é necessario se certificar que nio
se trata de um falso indicativo. As vezes, um Jo-
cus pode ser identificado em uma familia, mas
ndo confirmado em outras. Nesse caso, poder-se-
ia pensar em uma heranca poligénica ou hete-
rogeneidade de Jocus'. Por outro lado, se forem
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observados indicios de ligacdo com uma regido
candidata em varias familias, o banco de dados do
genoma humano pode ser acessado para a busca
de genes candidatos, de acordo com sua posi¢io
no cromossomo®. Nesse caso, é necessirio que
haja uma repeticdo dos resultados em vérios ou-
tros testes antes que uma clonagem posicional se
justifique’.

Estudos de associacdo

Os estudos de associacio podem ser usados
para mapear genes, complementando a anélise
de ligacdo. Eles buscam uma rela¢do estatistica
entre genotipos de um marcador genético e uma
doenca em uma dada populacio, isto é, o geno-
tipo e a doenga ocorrem juntos mais freqiiente-
mente do que esperado por acaso. Associacio nao
significa obrigatoriamente que o gene envolvido
com a doenca e o marcador estejam no mesmo
Cromossomo.

Ao comparar os genétipos de loci candidatos
encontrados em amostras de casos e controles em
uma ou mais populacdes, hipoteses de que eles
estejam associados com a caracteristica sdo testa-
das. Esses estudos se baseiam em mapas de dese-
quilibrio de ligacdo. Atualmente existe um grande
projeto sendo desenvolvido, o HapMap, que pro-
cura mapear regides de desequilibrio de ligacdo,
desenvolvendo um mapa de haplétipos do geno-
ma humano’.

As anélises de associagio sio de realizacio
complexa, em decorréncia de varios problemas na
constituicdo das amostras de caso-controle. Den-
tre eles, tem sido considerada como o mais impor-
tante a estratificacdo étnica, que pode mimetizar
os sinais de associacdo e levar a resultados falso
positivos®.

Anilise do gene identificado

Uma vez identificado um gene buscam-se alte-
racdes no mesmo que possam explicar o seu papel
no desenvolvimento da caracteristica. Polimorfis-
mos que sejam encontrados nos casos afetados,

mas raros nos casos-controle, podem indicar a pre-
senca de mutacdes causais. A epidemiologia gené-
tica também ajuda inferindo a freqiiéncia de cada
mutacio e o efeito de cada uma no risco, incluindo
as possiveis interacdes com a idade e fatores am-
bientais, dentre outros.

Porém, ¢ interessante ressaltar que encontrar
a localizagdo de um gene dentro do genoma ¢
apenas o passo inicial no sentido de entender o
funcionamento e o papel fisiologico daquele gene.
E necessario ainda estudar sua expressio, os pro-
dutos resultantes, sua forma de regulacio e de in-
teracao com o ambiente.

CONCLUSAO

A identificacio dos genes responséveis pelas
diversas alteracdes no processo normal de cresci-
mento e desenvolvimento do complexo craniofa-
cial, bem como nas alteracdes na estrutura denta-
ria, ird pavimentar o conhecimento dos caminhos
da genética molecular, relacionados ao dia-a-dia
do profissional de Odontologia, e ajudar no de-
senvolvimento de novas ferramentas terapéuticas.
Apesar da suspeita de envolvimento de fatores ge-
néticos no desenvolvimento de vérios desses feno-
tipos, poucos estudos até agora tém determinado
as suscetibilidades genéticas dessas caracteristicas.
A identificagdo dessas suscetibilidades é o primei-
ro passo em dire¢do ao entendimento completo
de sua patogénese molecular'. A identificacio
desses genes sera muito util no estabelecimento
de condutas clinicas preventivas, interceptoras e
corretivas mais eficazes.
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Genetic analysis of craniofacial problems - a review of the literature and some
guidelines for clinical and laboratorial investigation (part 2)

Abstract

Aim: The aim of this paper is to inform the reader about genetic techniques and analysis used in clinical and labo-
ratorial investigations for the identification and characterization of the genetic determinants for complex disorders,
especially those that attain craniofacial structures. Methods: General concepts and principles of important meth-
ods of genetic analysis are given as well as some guidelines for future researchers, concerning sample gathering
and pedigrees construction. These methods described here require knowledge about genetic transmission, mo-
lecular genetics and DNA markers, and involve the ability to deal with the current laboratorial techniques, including
polymerase chain reactions, agarose or polyacrilamide gel and the use of DNA sequencers. Results and Conclu-
sions: Those genetic analysis, mainly the segregation and the linkage analysis, are considered important tools in
the attempt to make the relationship between some phenotypes and specific genotypes, and to search for the
exact chromosomal localization of each one of these genes. The knowledge of these information can help clinical
dentists to understand the important role played by genetics, leading them to get deeper into the subject.

Key words: Pedigrees. Segregation analysis. Linkage analysis. Craniofacial disorders.
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