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Resumo / Abstract

Resumo

O prognatismo mandibular apresenta uma tendéncia familiar. Vérios modelos
genéticos tém sido propostos, sendo que a maioria sugere uma heranga poligénica e
multifatorial com um limiar de expressdo. O proposito deste trabalho foi examinar
modelos genéticos de sua transmissd@o em familias brasileiras e procurar evidéncias de
ligagdo de seu locus com seis marcadores do tipo microssatélite (D1S234, D4S3038,
D6S1689, D7S503, D10S1483 e D19S566), localizados proximos a regides candidatas.
A amostra compreendeu 2606 individuos de 55 familias brasileiras coletadas a partir de
um probando afetado. A histéria familiar foi averiguada e o status fenotipico dos
probandos e familiares foi avaliado pela anamnese, analises cefalométricas, fotos e
modelos ortoddnticos. Os heredogramas foram desenhados (programa PELICAN) e
analisados visualmente. Foi observada uma maior prevaléncia da desordem no sexo
feminino quando os probandos foram incluidos no célculo. A maioria dos heredogramas
sugere um padrdo de heranca autossomica dominante, com penetrancia incompleta. A
herdabilidade foi estimada em 31,6%. Para a analise complexa de segregac¢ao, utilizando
o programa POINTER, partes dos heredogramas foram excluidas para obter um so
fundador (N final = 2050). A analise indicou a presenga de um gene principal com
sinais claros de heranga mendeliana e presenca de um componente multifatorial. Para a
analise paramétrica de ligacdo, o DNA de 42 individuos afetados pertencentes a 10 das
55 familias da amostra inicial, foi analisado para os seis microssatélites. Os parametros
foram ajustados para um padrao de heranca autossomico dominante, com penetrancia
incompleta fixada em 90% e uma freqii€ncia alélica de 1% para o gene principal. O
potencial de ligacdo dos heredogramas foi testado pelo programa SIMLINK. A analise
de dois pontos, utilizando o programa MLINK, avaliou os Lod Scores sobre um
conjunto de valores de 6. Os resultados indicaram ndo haver evidéncias de liga¢do para
0s seis microssatélites em um 6 = zero. Para todos os marcadores, uma regido de
exclusao foi delimitada em ambas as dire¢des a partir do locus do marcador, exceto para
o D4S3038, para o qual ndo foi possivel concluir ou excluir a ligacdo. Sugere-se que

possa haver heterogeneidade de locus para o prognatismo mandibular.

Palavras-chave: prognatismo mandibular, familias brasileiras, segregagdo, ligacdo,

microssatélites.



Resumo / Abstract

Abstract

There is a familial tendency to mandibular prognathism. Various genetic models
have been described. It is assumed to be a polygenic trait in the vast majority of cases,
with a threshold for expression. The purpose of the current study was to examine
specific genetic models of the familial transmission of MP in Brazilian families and to
search for evidences of linkage of six different microsatellite markers (D1S234,
D4S3038, D6S1689, D7S503, D10S1483 and D19S566) located close to candidate
regions. Study sample comprised 2606 individuals distributed in 55 families. Complete
family histories for each proband were ascertained and the affection status of relatives
were confirmed by lateral cephalograms, photographs and dental models. All the
pedigrees were draw using PELICAN. Analysis showed major prevalence of MP in
females when probands were included. The majority of the pedigrees suggest autosomal
dominant inheritance. Incomplete penetrance was demonstrated by the observation of
the proportion of unaffected parents and siblings of probands. Heritability of MP was
estimated in 31.6%. Complex segregation analysis was performed using POINTER.
Parts of some pedigrees were excluded to create 1-founder pedigrees, so final N was
2050. Segregation analysis indicated that there is a major gene that influences the
outcome of mandibular prognathism with clear signs of Mendelian inheritance and a
multifactorial component. For parametric linkage analysis, DNA was extracted from
blood samples of 42 affected subjects, in 10 out of the original 55 families, amplified
and genotyped with the GENOTYPER software (Perkin Elmer). Parameters were fixed
for a dominant pattern of inheritance, with incomplete penetrance (90%) and 1% major
gene allele frequency. The power of these pedigrees was estimated using SIMLINK.
Two point LOD scores were calculated under a set of different values for 6, using the
program MLINK. The data from all the families indicates that there is no evidence for
linkage of any of the six microsatellite markers to a MP locus at 6 = zero. For all the
markers an exclusion region was delimited either direction, except for D4S3038 in
which linkage couldn’t be concluded nor excluded. The final results suggest that there

should be locus heterogeneity for MP.

Key Words: Mandibular prognathism, Brazilian families, segregation analysis, linkage,

microsatellites.
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| - Introducéo

Historico

Desde os mais remotos tempos o homem busca resposta para duas perguntas
centrais: quem somos ¢ de onde viemos. O Projeto Genoma Humano e projetos
derivados do mesmo buscam, em ultima instancia, responder, ao menos parcialmente,
essas questdes. Esses projetos buscam um melhor conhecimento sobre como ¢ € como
funciona o organismo humano. Dessa forma, esses projetos tém levado ao
desenvolvimento de tecnologias e conhecimentos que tém fornecido novos recursos
para o estudo das regides gendmicas relacionadas a desordens e doengas.

Apesar do seqiienciamento do genoma humano (Lander et al., 2001; Venter et
al., 2001), o processo de entendimento do mesmo estd apenas iniciando. Cabe agora
identificar os genes envolvidos em condi¢des especificas, sua variagdo na populacdo e
como eles interagem entre eles € com outros fatores. A identificacdo e o conhecimento
do funcionamento dos genes responsdveis pelas caracteristicas comuns e doencas
hereditarias continuam a ser uns dos maiores objetivos da genética (Botstein e Rich,
2003).

Mesmo considerando o tamanho do genoma humano, espera-se que quase todas
as doencas monogénicas, isto ¢, aquelas em que a expressdo depende quase que
exclusivamente de um tnico gene, que ainda nao foram identificadas o sejam em breve.
Um grande desafio é o estudo dos chamados fendtipos complexos — aqueles cuja
manifestacdo seja decorrente da a¢do de multiplos loci que exercem pequenos, mas
significativos, efeitos no fenotipo e que sejam multifatoriais, isto €, que requeiram uma
interacdo ambiental (O Brien et al., 2000).

Avangos tecnoldgicos tém tido uma influéncia consideravel na compreensao
desses processos complexos. Por exemplo, a descrigdo de marcadores genéticos ao
longo do genoma humano, o desenvolvimento de métodos estatisticos para analisar a
co-segregacdo de marcadores e doencas e as inovagdes na clonagem e sequenciamento
do DNA tém tornado possivel relacionar um determinado segmento de DNA com um
determinado fenotipo herdado (Teare e Barret, 2005; Thomas, 2004; Botstein e Risch,
2003; Rao e Province, 2001; O'Brien et al., 2000; Mossey, 1999, Vastardis, 2000).
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Até 1980, nenhum método para relacionar as doengas mendelianas com as
seqliéncias gendmicas responsaveis pelo fenotipo estava disponivel. Naquela ocasido,
foi proposta pela primeira vez a construcdo de um mapa de ligacdo genética em
humanos utilizando polimorfismos de DNA anénimo no genoma total (RFLP). O
principio basico foi desenvolver, através de técnicas de DNA recombinante, sondas de
DNA capazes de detectar seqliéncias de polimorfismos, ao serem hibridizadas com
DNA gendmico de um individuo digerido por enzimas de restricdo. Cada uma das
sondas definia um locus, e esses loci poderiam ser expandidos ou contraidos para incluir
mais ou menos polimorfismos. Desta maneira, os loci idealmente polimoérficos
poderiam ser testados em heredogramas humanos, onde uma determinada caracteristica
herdada estaria segregando, para buscar evidéncias de ligagdo sem que para isso fosse
necessario acesso direto ao gene responsavel pela expressao daquela caracteristica. Os
autores sugeriram que para as doengas genéticas mapeadas desta maneira, os loci dos
marcadores ligados poderiam ser usados como recurso preventivo em aconselhamentos
genéticos (Botstein et al., 1980). Desta forma, o mapa ¢ os métodos e algoritmos
desenvolvidos para sua constru¢do proveram, pela primeira vez, uma ferramenta
importante para tentar conectar fendtipos e DNA (Botstein e Risch, 2003).

Ao longo dos anos 80, centenas de RFLPs foram identificados e combinados em
mapas de ligacdo no genoma total. Varias doencas importantes foram mapeadas,
incluindo distrofia muscular de Duchenne, doenca de Huntigton e fibrose cistica
(Gusella, 1986). Entretanto, os RFLPs s3o pouco informativos pois sdo bialélicos em
sua grande maioria. Além disso, os métodos requeridos para analise de RFLPs eram
relativamente complicados e ineficientes, pois envolviam a digestdo de DNA genomico
com uma ou mais enzimas de restricdo, separa¢do dos fragmentos de DNA resultantes
por tamanho com a utilizagdo de eletroforese em gel de agarose, Southern blotting dos
fragmentos de DNA em membranas e deteccdo dos fragmentos especificos pela
hibridiza¢ao nas membranas com sondas de DNA radioativas (Weber e Broman, 2001).

Em 1985, foi descrito um novo tipo de polimorfismo de DNA, multialélico e
mais abundante: os STRs ou microssatélites (Jeffreys et al., 1985). Como eram mais
informativos e faceis de serem genotipados, logo suplantaram os RFLPs (Weber ¢ May,
1989). Até 2001, mais de 10.000 STRs j& haviam sido identificados, mapeados e
utilizados em andlises de ligagdo para o mapeamento de centenas de genes causadores

de doengas (Weber ¢ Broman, 2001).
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Entretanto, pesquisas em genética utilizando o ser humano costumam ser mais
complexas que com outros organismos. Dentre outros fatores, ¢ digna de nota a
impossibilidade de realizacdo de intervencdes experimentais, tais como cruzamentos
direcionados, mutagénese, selecdes e modificacdes do material genético, além de que,
em alguns casos, os fendtipos de interesse podem ser muito sutis (Botstein e Rich,
2003). Apesar disso, progressos na area tém permitido estimar que alteragdes herdadas
em nossos genes sejam responsaveis por cerca de 3.000 a 4.000 desordens (Mah, 2001).
Dentre essas, além das ja citadas acima, estio doengas como anemia falciforme e
neurofibromatose, de interesse médico, ¢ outras doencas ou malformacdes, como
Treacher-Collins, microssomia hemifacial, disostose cleidocranial, prognatismo
mandibular e diversas formas de anodontia, que também interessam ao profissional de
odontologia (Walker e Trainor, 2006; Kelberman et al., 2001; Simpson, 1991).

Também tem sido demonstrado que a genética esta envolvida na suscetibilidade
de um individuo desenvolver doengas mais comuns como cancer, doencas cardiacas e
diabetes (Antoniou et al., 2006; Roberts e Stewart, 2006; Kantarova e Buc, 2006). Da
mesma forma, fatores genéticos podem estar envolvidos na suscetibilidade a doencas
que ja foram consideradas estritamente fundamentadas em alteracdes ambientais, tais
como tuberculose, malaria, doenga periodontal e carie (Fiesch, 2006; Bonneaud, 2006;
Laine et al., 2005; Nariyama et al., 2004)

A identificagdo de pessoas que tenham uma maior probabilidade de desenvolver
uma doenga estd se tornando cada vez mais acessivel, em especial com o
desenvolvimento dos denominados testes de DNA especificos para determinadas
caracteristicas. Com isso, estratégias de prevencao individualizada, detec¢ao precoce e
tratamento ou redugdo dos efeitos de doengas ou malformacdes genéticas vém sendo

buscadas.

Variacio genética

A variacdo genética no homem, a exemplo de outros organismos, pode ser
classificada em duas categorias basicas. Para determinadas caracteristicas especificas, as
diferencas sdo qualitativas, como, por exemplo, para o sistema ABO de antigenos
eritrocitarios, onde os genotipos individuais sdo mais facilmente identificados. Nesses
casos, as freqiiéncias génicas podem ser estimadas e uma andlise do tipo mendeliana

pode ser empregada. J4 quanto as caracteristicas continuas, como altura, peso,
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crescimento facial e tamanho de dentes, as diferencas entre os individuos sao
quantitativas. Como estas sdo produtos da agdo de alelos de inimeros loci génicos e sdo
modificadas por interacdes ambientais, o estudo dessas caracteristicas em humanos
requer analises mais especificas e maior atenc¢ao na interpretacao dos resultados.

Se a variagdo genética para um dado fendtipo ¢ dependente da segregagdo
simultdnea de muitos genes (poligenes) e ¢ afetada pelo ambiente, considera-se que a
heranca seja do tipo poligénica multifatorial. Nesse tipo de heranca, os genes estdo
sujeitos as mesmas leis de transmissdo genética e tém as mesmas propriedades gerais
dos genes unicos envolvidos nas caracteristicas qualitativas.

Os diferentes tipos de produtos génicos podem ser considerados como estando
em diferentes niveis a partir de um nivel fundamental de atividade génica. As enzimas,
por exemplo, podem ser produtos diretos da acdo génica. Em muitos casos, um tnico
locus ¢é responsavel pela seqiiéncia primaria, isto ¢, a seqiiéncia de aminoacidos de uma
dada enzima, o que define a estrutura e, consequentemente, a atividade da mesma.
Substituicoes de nucleotideos na seqiiéncia génica levam ao surgimento dos alelos, o
que pode levar a variabilidade na seqiiéncia de aminoacidos na enzima e a alteragdes na
funcdo da mesma.

As caracteristicas morfologicas, por outro lado, tais como as inumeras medidas
utilizadas para descrever a forma da face, da mandibula e da maxila, ndo estdo situadas
nos niveis genéticos fundamentais, pois sdo resultados de uma vasta rede de processos
interativos, hierarquicos, bioquimicos e de desenvolvimento. Cada gene ¢ capaz de
influenciar muitas caracteristicas morfologicas, isto ¢é, pleiotropico. Dessa forma, uma
mutacao deletéria, apesar de produzir um Unico efeito ao nivel molecular, pode resultar
em uma sindrome repleta de anomalias morfoldgicas. A hierarquia inversa também ¢
valida, isto €, as caracteristicas morfoldgicas geralmente dependem de muitos genes

diferentes (Mossey, 1999%; Singh, 1999).

O processo para identificacio do padrao de heranca

O processo para a definicdo da base genética de um determinado fendtipo deve
seguir uma progressao logica. O primeiro passo € a epidemiologia descritiva, onde as
variagdes quanto a origem/ascendéncia geografica (denominada comumente como
grupo €tnico e/ou raca), classe social, idade e sexo podem fornecer pistas do

envolvimento de fatores genéticos e/ou ambientais.
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O proximo passo na busca de uma possivel etiologia genética ¢ investigar se um
dado fendtipo apresenta agregacao familiar. Neste caso, ¢ observada maior ocorréncia
de manifestacdo da caracteristica em certas familias do que seria esperado se fosse
devido ao acaso. E relevante também examinar se aquela tendéncia familiar pode ser
modificada pelo grau de relacionamento genético, idade ou por fatores ambientais
(Thomas, 2004). Isso ¢ feito baseado em comparagdes caso-controle de historias
familiares ou em estudos com gémeos ou criangas adotadas (Burton et al., 2005).

A ocorréncia de um fendtipo de heranga complexa resulta de uma combinacao
de fatores genéticos e ambientais, em parte previsiveis ¢ em parte devido ao acaso.
Conseqlientemente, deve-se inicialmente distinguir entre as agregacdes familiares
inteiramente acidentais daquelas onde haja uma sistemadtica tendéncia para que um
determinado fendtipo segregue através das geragdes daquela familia, o que envolve um
componente genético. Quando hd um componente genético, ha inimeros casos em que
o padrdo de heranga nao segue os modelos simples.

A analise de segregacdo auxilia na determinacdo da presenca de um ou mais
genes principais dentro das familias que podem explicar toda ou parte da agregacdo
familiar da caracteristica de interesse observada (Burton et al., 2005). Estudos
familiares baseados em uma série de casos em uma determinada populacdo sdo
geralmente usados para esse proposito. Com isso, € possivel estabelecer se o padrao de
heranca do fenotipo entre os familiares ¢ compativel com um ou mais genes principais
ou simplesmente pelo compartilhamento dos mesmos fatores ambientais.

A observacdo de que uma caracteristica esteja apresentando agregacdo familiar
ndo estabelece necessariamente que exista um componente genético na sua
manifestagio (Thomas, 2004). E bom lembrar que os membros de uma mesma familia
compartilham também muitas condigdes ambientais que, de alguma maneira, podem
estar relacionadas a etiologia da doenga estudada. Por outro lado, nem todos os
membros de uma dada familia estdo relacionados geneticamente, como por exemplo, os
conjuges. Além disso, fatores ambientais discretos, por exemplo, podem também estar
sendo transmitidos através das familias de uma maneira que mimetiza a acdo de um
gene (fenocopias).

Entretanto, somente um locus génico ¢ capaz de seguir as leis de heranga
mendeliana (as probabilidades de transmissdo) e a busca pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg. As relagdes genéticas sdo definidas pela probabilidade de dois membros de

um heredograma compartilhar um ou mais alelos para qualquer locus autossdmico, que
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tenham a mesma origem. Por outro lado, ¢ importante também salientar que a
contribuicdo nao genética para a agregacao familiar, um ponto muitas vezes
negligenciado, deveria ser mais comumente investigado (Burton et al., 2005).

Os termos familiar e hereditdrio sdo muitas vezes confundidos e usados de
maneira equivocada. Em epidemiologia genética usa-se o termo “esporadico” para se
referir aos casos isolados sem uma historia familiar da doenga e “familiar” para se
referir aos casos com uma histéria familiar positiva. Porém, mesmo entre os casos com
uma historia familiar onde a recorréncia de uma dada caracteristica ¢ maior do que a
observada na populagdo ndo ¢ possivel afirmar sem maiores informagdes que a
caracteristica € hereditaria. Desta maneira, o termo hereditario € restrito aos casos onde

ha, de fato, uma heranca genética dentro da familia (Thomas, 2004).

Busca de genes associados a etiologia de caracteristicas

complexas

Tendo obtido evidéncias de fatores genéticos associados a etiologia de
determinadas caracteristicas ou doencas, o proximo passo € localizar e identificar o(s)
gene(s) envolvido(s). Uma opcdo ¢ direcionar a pesquisa para os genes candidatos
obvios, isto é, genes cujos produtos podem estar relacionados diretamente com a
etiologia. Porém, para fendtipos mais complexos existem tantos candidatos e tantos
genes cujos efeitos usuais sdo completamente desconhecidos que este trabalho deve ser
precedido por uma tentativa de localizar primeiro as regides do genoma de relevante
interesse (Burton et al., 2005).

Um tipo de abordagem ¢ o estudo de associacdo. Com essa estratégia, busca-se
uma associacdo estatistica entre a ocorréncia da caracteristica e genotipos de regides
conhecidas do genoma. Porém, com esse tipo de andlise ndo ¢ possivel afirmar se a
associac¢do observada reflete ou ndo a localizacdo gendmica ou ¢ conseqiiéncia de uma
interagdo génica (Botstein & Risch, 2003).

A andlise de ligagdo génica ¢ uma outra estratégia para tentar encontrar a
localizagdo cromossdmica de genes. O objetivo dessa estratégia ¢ a busca de co-
segregacdo entre marcadores genéticos moleculares e o fenodtipo de interesse em
familias numerosas, que sdo particularmente informativas para esse propdsito, que
tenham varios individuos afetados. Marcadores genéticos moleculares polimorficos sao

regides do genoma que apresentam variacdo (alelos) que pode ser identificada e
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quantificada. Um dado locus génico ¢ considerado um marcador se a freqiiéncia
populacional do alelo mais comum apresentar um valor de no maximo 99%
(polimorfismo) (Rao e Province, 2001).

A busca pela localizagdo genOmica pode ser iniciada independente de
conhecimento prévio sobre os genes envolvidos na etiologia de uma dada caracteristica
ou doenca. Nesse caso, inicia-se a busca utilizando um conjunto de marcadores
genéticos bastante espacados, espalhados ao longo do genoma inteiro, um processo
conhecido como escaneamento gendmico. A medida que sinais de ligacdo génica forem
sendo encontrados ¢ possivel reduzir a area de busca ampliando o numero de
marcadores em uma area gendmica especifica, isto ¢, aplicando técnicas de refinamento.
Por outro lado, caso haja informacdes prévias com relacdo aos cromossomos que
poderiam estar envolvidos, marcadores especificos, localizados préximos aquela regido,
podem ser usados na busca (Thomas, 2004).

Quando a regido candidata for suficientemente pequena e ndo for possivel
encontrar nenhum gene candidato naquela regido, pode-se examinar exaustivamente o
DNA naquele trecho, buscando-se polimorfismos. Através de varias técnicas
moleculares, e mais recentemente com a ajuda dos bancos de dados com as seqiiéncias
obtidas a partir do Projeto Genoma Humano, é possivel identificar as seqiiéncias
codificadoras e escanear cada uma a procura de polimorfismos. Os polimorfismos que
forem encontrados nos afetados e que forem raros nos nao afetados sdo considerados
como possiveis mutacdes causais. Uma mutagdo causal pode ocorrer em uma regiao
nao-codificadora, tal como uma regido reguladora; nesse caso, o sequenciamento da
regido candidata se torna necessario (Botstein e Risch, 2003).

Finalmente, uma vez identificado o gene, estuda-se 0 mesmo objetivando uma
melhor compreensdo da etiologia da caracteristica em questdo e, com isso, viabilizar
diagnésticos e terapias quando for o caso.

O Organograma mostrado na Figura 1 ¢ um resumo de uma seqiiéncia de
investigagdes usada para identificacdo e caracterizacdo de determinantes genéticos de
doencas complexas. Entretanto, nem sempre todas as fases descritas sdo executadas
durante o processo investigativo. Evidéncias historicas, facilidade de recrutamento de
populagdes a serem estudadas e reducdo no custo de genotipagem sdao algumas das
razdes pelas quais uma ou mais das etapas descritas podem ser eliminadas ou ter sua

ordem alterada. Porém, a compreensao apropriada a respeito das bases logicas de cada
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uma das etapas ajuda na decisdo de quando tomar um atalho ¢ razoavel (Burton et al.,

2005).
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influéncia
nao genética
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de agregacao

AN —>» Nao—»
fenotipica em

familias?

v
Sim

v

O padrao de
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e a desordem em
estudo de caso-
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FIGURA 1 — Organograma mostrando a abordagem sistematica para identificagdo e

caracterizacdo dos determinantes genéticos de fenotipos complexos

(Adaptado de Burton et al., 2005).
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Il - Analise genética dos problemas craniofaciais

Crescimento e desenvolvimento craniofacial: influéncia génica

Em um dos trabalhos classicos e mais conhecidos a respeito do crescimento e
desenvolvimento craniofacial, foi sugerido que nao havia uma contribuicdo genética
direta para a morfogénese esquelética: o fendtipo seria determinado somente através das
matrizes funcionais (Moss, 1975). Porém essa visdao era muito reducionista. Mais tarde,
os papéis dos fatores genéticos e epigenéticos na morfologia craniofacial final foram
reconsiderados e foi sugerido que a sintese ou interacdes genes-ambiente sao pecas
fundamentais na ontogénese (Moss, 1997).

Muitos genes ja foram identificados como tendo um importante papel no
desenvolvimento do complexo craniofacial. Porém, ainda falta identificar o papel
preciso de cada um e quais as interagdes que ocorrem entre eles e com o ambiente, pois
a maior parte das anomalias craniofaciais ndo sdo caracteristicas monogénicas (El-
Gheriani et al., 2003; Mah, 2001; Mossey, 1999°, Singh et al., 1998; Huang et al., 1981;
Fox e Crary, 1971; Litton et al., 1970).

Varias malformagdes do cranio, face, dos ossos maxilares e dentes tém tido sua
etiologia ligada a fatores genéticos. Poderiamos citar alguns exemplos como:
craniosinostose (Jabs et al., 1993), microssomia hemifacial (Mossey, 1999%), displasia
ectodérmica (Kere et al., 1996), displasia cleidocranial (Mundlos et al., 1997), fissuras
palatinas (Satokata et al., 1994), prognatismo mandibular (Yamaguchi et al., 2005; El-
Gheriani et al., 2003; Mah, 2001), anodontias (Vastardis, 2000; Vastardis et al., 1996),
amelogénese (Crawford & Aldred, 1992) e dentinogénese imperfeitas (Nichols et al.,
1996).

Os desafios para os tratamentos clinicos dos problemas craniofaciais sdo muitos:
diagnosticos precisos, previsdes de crescimento, efetividade e estabilidade nos
resultados dos tratamentos, e, em muitos casos, aconselhamentos genéticos. O sucesso
para gerenciar esses desafios passa pela compreensdo dos mecanismos genéticos basicos
do crescimento e desenvolvimento craniofacial. De acordo com a literatura, os fatores
genéticos sdo claramente predominantes durante a morfogénese craniofacial
embrioldgica, enquanto que o ambiente ¢ o principal fator quando se considera a
morfologia dentofacial pds-natal, particularmente durante o crescimento da face

(Dohmoto et al., 2002; Mossey, 1999b; Fox e Crary, 1971).
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Com o desenvolvimento de novas tecnologias e analises estatisticas, estima-se
que nas proximas décadas, um amplo escaneamento pré-natal para anomalias
craniofaciais seja, provavelmente, um procedimento de rotina (Mah, 2001). Porém,
devido a natureza dos problemas craniofaciais, onde o crescimento se d4 de forma
interdependente, ¢ essencial que cada malformagdo craniofacial possa ser estudada
separadamente. Neste estudo escolheu-se o prognatismo mandibular por diversas
razoes.

Uma questdo importante na analise dessa desordem ¢ que os métodos de
medidas e descricdes das diferencas na forma e no tamanho mandibulares sao
considerados eficazes (Bui et al., 2006; Singh et al., 1998% Singh et al., 1998°). Além
disso, o prognatismo mandibular ndo ¢ uma caracteristica rara na populacdo brasileira,
apesar de poucos e isolados trabalhos terem feito até o momento uma avaliacdo da
incidéncia no pais (Martins et al., 1994). Estima-se que no Brasil ndo seja tdo prevalente
quanto em outras populacdes como a japonesa e a coreana, mas com uma incidéncia
intermedidria entre africanos sub-saarianos e europeus.

Estudos prévios feitos em humanos (Yamaguchi et al., 2005; El-Gheriani et al.,
2003; Mah, 2001; Arienza, 1971) e evidéncias de estudos feitos em animais (Dohmoto
et al. 2002, Huang et al., 1981; Fox e Crary, 1971) ddo sustentagdo a tese de que existe
uma base genética para o prognatismo mandibular. Porém, a relagdo entre fendtipo e os
genes responsaveis pela forma da mandibula ¢ dificil de ser acessada uma vez que
provavelmente haja o envolvimento de varios genes.

H4 um grande interesse clinico no prognatismo mandibular por parte dos
ortodontistas e ortopedistas faciais uma vez que essa caracteristica ¢ um dos problemas
mais dificeis de serem tratados. Apesar disso, existem poucos artigos publicados na
literatura tentando mostrar caracteristicas do modelo genético ou da localizagdo
cromossomica do gene responsavel (Yamaguchi et al., 2005; Watanabe et al., 2004; El-
Gheriani et al. 2003).

Prognatismo Mandibular

Morfologia, etiologia, prevaléncia e tratamento

Como dito anteriormente, um dos maiores problemas da ortodontia e ortopedia
facial ao longo de sua historia tem sido o tratamento de pacientes com prognatismo

mandibular. Em geral, esse tipo de maloclusdo ndo se apresenta como um problema
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clinico unico, mas como uma desordem heterogénea que pode estar associada a diversas
combinacdes de componentes dentarios e esqueléticos (Singh, 1999). Determinadas
caracteristicas craniofaciais sdo encontradas como estando mais relacionadas a esse
fenotipo (TABELA 1). Todas essas caracteristicas produzem uma face tipica, facilmente
reconhecida como prognatismo mandibular, apesar de que ndo seja necessaria a
presenca de todas elas para estabelecer o diagnostico (Singh, 1999). A falta de harmonia
na relacdo entre maxila e mandibula talvez seja um dos principais fatores que leva um
paciente em potencial a procurar ativamente um tratamento ortodontico (Singh, 1999;
Singh et al.,1998%). No Japdo e na Coréia 50% dos pacientes ortoddnticos procuram

tratamento em virtude do prognatismo mandibular (Yang 1990; Ishii et al., 1987).

TABELA 1: Caracteristicas craniofaciais relacionadas ao prognatismo mandibular

Caracteristica Referéncia

Angulo agudo da base do cranio 1,2,3,4
Comprimento diminuido da base anterior do cranio 2,3,4,5
Maxila curta e retruida 1,3
Mandibula alongada e proeminente 1,3
Mandibula posicionada mais para anterior 1
Ramo mandibular curto 1
Angulo do plano mandibular obtuso 1
Angulo goniaco obtuso 3,6
Perfil facial concavo

Hipofun¢do do musculo mentalis
Labio inferior mais espesso

Deficiéncia de terco médio de face

W W W W W

Regido malar mais achatada

Pélpebras inferiores moderadamente evertidas 3

1. Singh et al., 1998 2. Singh et al., 1997; 3. Thompson ¢ Winter, 1988; 4. Ellis ¢ McNamara,
1984; 5. Mossey, 1999"; 6. Arienza, 1971.

Apesar dos varios anos de investigacdo, a contribuicdo relativa de fatores
genéticos e ambientais na etiologia do prognatismo mandibular ainda ndo estd
esclarecida (Yamaguchi et al., 2005; Watanabe et al., 2005; El-Gheriani et al., 2003;
Singh et al., 1998b; Fox e Crary, 1971; Litton et al., 1970). Alguns autores afirmam que
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tal fato ¢ decorrente da hererogeneidade fenotipica e do conhecimento limitado acerca
dos mecanismos genéticos envolvidos e da natureza e efeitos precisos da influéncia do
ambiente (Bui et al., 2006; El-Gheriani et al., 2003; Mossey, 1999°; Huang et al., 1981;
Fox e Crary, 1971).

Um dos principais centros de crescimento da mandibula, a cartilagem dos
condilos mandibulares, apresenta um potencial intrinseco de crescimento e € suscetivel
a alteragdes biofisicas ambientais (McNamara e Carlson, 1979). E altamente provavel
que em pacientes com prognatismo mandibular, tais condi¢cdes biomecanicas possam ser
precipitadas pela heranga de genes que predisponham a uma morfologia craniofacial
associada aquele fenotipo (El-Gheriani et al., 2003; Singh, 1999). As caracteristicas do
desenvolvimento das cartilagens mandibulares ainda ndo estdo totalmente
compreendidas, e sua contribuicdo morfolégica no desenvolvimento das maloclusdes
Classe III permanece obscura (Singh et al.,1998"; Fox e Crary, 1971).

O papel da hereditariedade na etiologia do prognatismo mandibular ¢ sugerido
pela observagao de agregacdes familiares, pois a literatura tem mostrado uma incidéncia
significativamente alta de prognatismo mandibular em parentes de probandos afetados
(Yamaguchi et al., 2005; El-Gheriani et al., 2003; Wolff et al., 1993; Penna e Pena,
1988; Kraus et al., 1959).

No que se refere aos fatores ambientais, os casos de prognatismo mandibular
tém sido associados a diversas etiologias. Dentre elas estdo amidalas hipertrofiadas
(Angle, 1907), disfungdes endocrinas e desequilibrios hormonais (Pascoe et al., 1960;
Downs, 1928), problemas posturais, traumas e outras doencas (Mossey, 1999 Gold,
1949), perdas prematuras de dentes (Gold, 1949), desenvolvimento muscular (Singh,
1999; Avis, 1959), bloqueio das vias aéreas superiores (Davidov et al., 1961), defeitos
anatomicos congénitos (Monteleone e Duvigneaud, 1963) e distirbios na erupgdo
dentaria (Schoenwetter, 1974; Dempster et al., 1963).

O prognatismo Mandibular mostra uma baixa prevaléncia nas populagdes euro-
americanas (0,48 a 4%), maior na populagcdo sub-saariana africana (3 a 8%), e maior
ainda entre as populagdes asidticas do extremo oriente (coreanos, chineses € japoneses),
onde a prevaléncia atinge de 6,37 a 40% da populacdo (Yamaguchi et al., 2005; El-
Gheriani et al., 2003; MHLW, 1999; Saleh, 1999; Mah, 2001; Ishii et al., 1987; Miotti,
1982, Litton et al., 1970; Allwright et al., 1964; Davidov et al., 1961). A incidéncia
altera com a idade. Por exemplo, em populagdes euro-descendentes a prevaléncia pode

variar de 0,5% nas criangas de 6-14 anos de idade (Newman, 1965) até um patamar de
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2-4% em adultos (Jorgensen, 1990). A diferenca significativa encontrada nas
frequéncias descritas pelos diversos autores se deve mais aos métodos diversos para
exame e classificagdo do que as discrepancias entre as populacdes estudadas (Miotti,
1982; Ast et al., 1965).

Este fenotipo pode ser percebido em idades bem precoces e, em geral, se torna
progressivamente mais evidente com o crescimento. Devido a discrepancia entre maxila
e mandibula, esses pacientes encontram dificuldade para mastigar adequadamente,
desgastam seus dentes prematuramente, podem desenvolver disfun¢des témporo-
mandibulares e problemas de fala, experimentar dificuldade no fechamento da boca e
selamento labial e frequentemente sofrem estigma social em fun¢do de sua aparéncia
facial (Mah, 2001; Arienza, 1971).

O tratamento clinico do prognatismo mandibular depende das caracteristicas
faciais, dentarias e esqueléticas do paciente, bem como de sua idade. Se o tratamento
comeca durante a infancia, geralmente envolve uma expansao rapida da maxila e uma
concomitante protracdo maxilar (com mascara facial), ao mesmo tempo em que se faz
um controle do crescimento mandibular (com a propria mascara facial ou com o uso
noturno de mentoneiras). Em geral as técnicas ortodonticas e ortopédicas sdao usadas no
tratamento com efetividade limitada. Elas podem melhorar a oclusdo dental, mas
raramente melhoram o aspecto facial, que representa exatamente a queixa principal dos
pacientes (Ishii et al., 1987; Arienza, 1971).

Entdo, em um grande nimero de casos, mesmo tendo sido empregado
procedimentos interceptativos durante a infancia, o crescimento mandibular excede o
maxilar de tal maneira durante o surto de crescimento da puberdade, que a tUnica
solugdo ¢ proceder a uma cirurgia ortogndtica apds a completa maturacdo esquelética
(Watanabe et al., 2005; Ishii et al., 1987). O recuo mandibular cirurgico envolve
geralmente osteotomias sagitais no ramo ou no corpo da mandibula (Watanabe et al.,
2005). Individuos com Classe III esquelética devido ao prognatismo mandibular sao
mais propensos a procurar uma avaliacdo profissional para corrigir cirurgicamente o
problema que aqueles que possuem deficiéncia mandibular (Proffit et al., 1990).

Um dos maiores desafios no tratamento de pacientes com prognatismo
mandibular ¢ prever o crescimento, pois isto ¢ fundamental para tomar decisdes a
respeito da época, do modo de tratamento e do tipo de contenc¢do a ser utilizado. Um
dilema comum diz respeito ao tratamento precoce, com redirecionamento do

crescimento, enquanto aguarda-se o surto de crescimento da puberdade. Pode-se desta
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maneira tentar controlar o crescimento e fazer com que o paciente escape da opcao
cirtirgica. Mas esta abordagem condena o paciente a um longo e cansativo tratamento.

Outro dilema diz respeito as respostas varidveis que diferentes pacientes
apresentam a um mesmo tratamento (Mah, 2001). Observa-se na clinica ortodontica
que, quando comparado com os casos esporadicos, os casos familiares de prognatismo
mandibular parecem ter um prognéstico de tratamento mais incerto. Esses casos
geralmente evoluem desfavoravelmente, exigindo uma cirurgia ortognatica para
correcdo da relagdo entre as bases dsseas superior e inferior ao final do processo de
maturagdo esquelética (Capelozza et al., 1996).

Apesar de todas essas dificuldades, a correcdo ortodontica do prognatismo
mandibular, pode de fato, alterar a expressdo do fenotipo de um determinado padrdo
morfogenético (Capelozza et al., 1996). Mas, o grau de sucesso que pode ser alcangado
depende da contribuicdo relativa dos fatores genéticos e ambientais na etiologia do
problema existente, que ¢ impossivel de ser determinado hoje, ¢ da extensdo na qual o
padrao esquelético pode ser influenciado pelos aparelhos ortodonticos e ortopédicos
(Mossey, 1999°). H4 esperangas de que em um futuro préximo possamos responder a
perguntas tipo: Poderia a genética predispor um paciente a uma determinada resposta a
um dado tratamento? Esses genes sdo expressos em uma determinada época do
desenvolvimento? Se forem, essa época seria a melhor época para o tratamento?

As chaves para a determinacao da etiologia desta maloclusdo e a melhor maneira
de encarar o problema estdo exatamente na habilidade de diferenciar os efeitos de genes
e ambiente sobre o esqueleto craniofacial de um individuo em particular. A habilidade
para isso ¢ limitada pela falta de conhecimento dos mecanismos genéticos responsaveis
pelo crescimento facial e pela falta de evidéncias cientificas a respeito da influéncia dos

fatores ambientais sobre a morfogénese craniofacial humana (Mossey, 1999%).

O papel da genética na ocorréncia do prognatismo mandibular

Ha uma tendéncia familiar ao prognatismo mandibular (Yamaguchi et al. 2005;
Dohmoto et al. 2002; Mah, 2001; Singh, 1999; Arienza, 1971). Provavelmente, o
exemplo mais famoso de uma caracteristica genética em humanos que vem sendo
transmitida através de varias geragdes seja aquela presente na dinastia dos Habsburgos.
J4 se mostrou a presenca do prognatismo mandibular em vérias geragdes dessa familia

de nobres da monarquia austro-hungaro (Strohmayer, 1937), assim como na familia
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imperial brasileira (Pena e Penna, 1988). Também ja foi estudado em gémeos uni e
bivitelinos, onde se mostrou que a concordancia em univitelinos era seis vezes mais alta
que em gémeos bivitelinos (Schulze e Weise, 1965), o que indica um componente
genético importante.

Da mesma maneira, modelos animais tém ajudado a estudar a influéncia da
genética na forma da mandibula. Foi sugerido que o prognatismo mandibular apresente
um padrdo de heranca autossdmico recessivo com penetrancia incompleta em coelhos
(Huang et al., 1981; Fox e Crary, 1971). Regides cromossOmicas responsaveis pelo
comprimento mandibular ja foram mapeadas para camundongos. Valores de LOD
scores com niveis significativamente altos foram encontrados em torno da regido
localizada a 60 cM do centromero do cromossomo 10 e ao redor das regides localizadas
al3cMeal6cM do centromero do cromossomo 11 desses animais. O escaneamento
da base de dados do genoma do camundongo revelou mais de 10 genes candidatos a
determinagdo do comprimento mandibular, localizados nos cromossomos 10 e 11. Essas
posi¢gdes correspondem respectivamente as regides 12g21 e 2pl3 do cromossomo
humano. Sendo assim, € possivel que polimorfismos naquelas regides cromossdmicas
pudessem ser utilizados na previsdo do tamanho da mandibula antes do término do
crescimento do individuo (Dohmoto et al., 2002).

Uma variedade de modelos genéticos tem sido empregadas para explicar a
agregacao familiar do prognatismo mandibular. O padrdao de heranca ¢ controverso e
varia entre familias (Yamaguchi et al., 2005; El-Gheriani et al., 2003; Miotti, 1982).
Para alguns autores o prognatismo mandibular ¢ uma caracteristica poligénica com um
limiar de expressao na grande maioria dos casos (El-Gheriani et al., 2003; Mossey,
1999°: Wollf et al., 1993; Bailey, 1985; Miotti, 1982; Huang et al., 1981; Litton et al.,
1970). A excegdo ocorreria em poucas familias onde o fenotipo estaria associado com
uma sindrome; nesses casos um unico gene dominante seria o responsavel pelo
problema (Wollf et al., 1993).

O prognatismo mandibular tem sido visto como sendo uma caracteristica
autossdmica dominante (McKusick, 1972; Strohmayer, 1937; Rubbrecht, 1930) ou uma
caracteristica dominante com penetrancia incompleta (Yamaguchi et al., 2005; El-
gheriani et al., 2003; Mah, 2001; Mossey, 1999°;. Wolff et al., 1993; Miotti, 1982;
Huang et al., 1981; McKusick, 1972; Grabb et al., 1968; Kraus et al., 1959; Stiles e
Luke, 1953). Porém, ha relatos de que seja herdado seguindo um modelo autossomico

recessivo (Iwagake, 1938; Downs, 1928). Essa desordem ¢ ainda uma das caracteristicas
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das sindromes XXY, XXXY e XXXXY e nesses casos quanto maior o nimero de
cromossomos X, mais afetado seria o fenotipo (Miotti, 1982; Gorlin et al., 1965).
Porém, apesar do papel exercido pelo cromossomo X, ndo seria uma heranga ligada ao
X (Gorlin et al., 1965).

Apesar dos modelos genéticos diferirem, sabe-se que um entendimento da
etiologia e expressao ¢ fundamental para a compreensao de suas bases genéticas. De
acordo com estudos prévios (Yamaguchi et al., 2005; El-Gheriani et al., 2003), essa
caracteristica parece ser geneticamente complexa, multifatorial, poligénica, a0 mesmo
tempo em que o(s) gene(s) envolvido(s) parece(m) ser pleiotropico(s). E € nesse
contexto que devemos analisar o prognatismo mandibular.

Fenotipos assim representam um problema particular para os geneticistas, pois
frequentemente mostram uma recorréncia familiar aumentada, mas com um padrdo de
heranga nem sempre facilmente identificadvel, uma vez que apresentam também
penetrancia incompleta, heterogeneidade clinica além da possibilidade da presenca de
fenocopias. Desta maneira, utilizando metodologias eficazes de andlise laboratorial e de
dados em analises de segregagdo e de ligacdo, espera-se que seja possivel demonstrar a
contribui¢do genética na expressdo fenotipica e que se consiga encontrar evidéncias da
localiza¢do cromossdmica dos genes responsaveis por essas doencas ou malformagdes
(Burton et al., 2005; Teare ¢ Barret, 2005; Thomas, 2004; Rao et al., 2001; Durner e
Greenberg, 1992).

A localizacdo desses genes serd importante para o tratamento clinico do
prognatismo mandibular. Prevé-se que trabalhos futuros poderdo identificar genes
candidatos dentro do genoma humano, de maneira a tentar prever quais individuos
estariam mais suscetiveis a desenvolver o problema. Da mesma maneira, estudos
poderdo revelar as interagdes gene-ambiente associadas com a diversidade fenotipica
dessas maloclusdes e os mecanismos de desenvolvimento heterogénicos responsaveis
por elas. A identificagdo de genes candidato pode permitir um diagndstico clinico mais
preciso e uma interven¢do mais precoce, enquanto o complexo craniofacial ainda em

desenvolvimento estd mais sensivel a tratamentos profilaticos (Singh, 1999).
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CAPITULO 1

Avaliacdo de heredogramas e analise de segregacao do
prognatismo mandibular em familias brasileiras



Avaliacdo de Heredogramas e Andlise de Segregacdo 19

| Introducao

A prevaléncia do prognatismo mandibular varia de acordo com a origem étnica
da populagdo. A maior prevaléncia ¢ encontrada nas populagdes asidticas, como
coreanos, chineses e japoneses, onde a incidéncia varia de 6,37 a 40%. As populacdes
africanas sub-saarianas mostram uma prevaléncia também elevada (3 a 8%), enquanto
que as populacdes de origem européia apresentam as freqiiéncias mais baixas (0,48 a
4%) (Yamaguchi et al., 2005; El-Gheriani et al., 2003; MHLW, 1999; Saleh, 1999;
Mah, 2001; Ishii et al., 1987; Miotti, 1982; Litton et al., 1970; Allwright et al., 1964;
Davidov et al., 1961).

No entanto, grande parte dos estudos apresenta resultados diversos,
provavelmente muito mais por razdes de métodos diferentes de exame e de classificagao
do que propriamente por discrepancias nas populacdes estudadas (Miotti, 1982; Ast et
al., 1965). As diferencas de metodologia entre os diversos estudos envolvem
normalmente a idade de averiguagdo, havendo uma prevaléncia de levantamentos entre
individuos em idade escolar.

Por exemplo, foi encontrada uma prevaléncia de 5% de prognatismo mandibular
entre individuos em idade escolar no Libano (Saleh, 1999). No Canad4, a prevaléncia
averiguada entre os jovens esquimos Inuit, moradores da regido de Labrador, de 5 a 22
anos de idade foi de 16% (Zammit et al., 1995). A prevaléncia encontrada em um grupo
de estudantes do sexo masculino de 16 a 32 anos de idade nos Estados Unidos também
foi alta: 12,2%, (Huber e Reynolds, 1946); o mesmo ocorreu na Alemanha, onde 2758
estudantes de 14 a 18 anos foram avaliados e foi encontrado um percentual de 11,9%
(Massler e Frankel, 1951). J4 na Inglaterra, em uma amostra de 2956 estudantes
ingleses entre 7 e 15 anos de idade, apenas 2,95% apresentava prognatismo mandibular
(Goose et al., 1957). Na Dinamarca, o percentual encontrado em 3842 individuos entre
os 7 e os 18 anos de idade também foi baixo, ndo chegando a 2% (Helm, 1970). No
Brasil, ndo existem muitos dados. Acredita-se que a frequéncia do prognatismo
mandibular fique entre 1 e 3% (Martins et al., 1994).

Com relacdo ao padrao de herangca do prognatismo mandibular, ja foram
sugeridos diversos modelos e também ndo hd um resultado coincidente entre os
trabalhos existentes at¢é o momento. Uma forte influéncia genética foi observada na
transmissdo da caracteristica em familias de 51 probandos nos Estados Unidos, sendo

que aproximadamente 13% dos irmaos dos probandos também eram afetados. Porém, os
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resultados ndo apoiaram a idéia de heranga autossomica puramente dominante ou
recessiva e foi sugerida uma heranga multifatorial (Litton et al., 1970). Por outro lado,
as hipoteses de heranga autossomica dominante ou recessiva ndo foram descartadas pela
analise de segregacdo em familias da Libia (El-Gheriani et al., 2003). A avaliagdo de 13
familias de nobres europeus com prognatismo mandibular, com 409 membros ¢ 23
geragdes, sugeriu um modelo autossdmico dominante com penetrancia incompleta
(Wolff et al., 1993).

A forte influencia genética também foi sugerida em 105 familias japonesas
acessadas a partir de pacientes que iam ser ou ja haviam sido submetidos a corre¢des
cirtrgicas do prognatismo mandibular. Destas familias examinadas, envolvendo trés
geracOes de familiares e 1480 individuos, 68,6% apresentaram pelo menos um membro
afetado além do probando. A prevaléncia de afetados foi duas vezes maior para os
parentes de primeiro grau (maes, pais e irmaos - 17,5%) do que para os de segundo grau
(avos e tios - 7,6%). A prevaléncia para parentes de terceiro grau (primos) foi de 10,8%
(Watanabe et al., 2005).

Desta forma, essa falta de consenso quanto ao modelo genético do prognatismo
mandibular parece refletir a existéncia de um alto grau de heterogeneidade, indicando
aparentemente que mais de um gene pode estar envolvido na transmissdo. Sendo assim,
¢ importante que mais pesquisas sejam realizadas, em diferentes populagdes, para que se
possa definir melhor o modelo de heranca dessa caracteristica, bem como outros

parametros, tais como penetrancia e herdabilidade.

Avaliacdo de heredogramas e analise de segregaciao

O principal objetivo em se analisar heredogramas ¢ avaliar a ocorréncia ou nao
de um ou mais componentes genéticos relevantes, assim como buscar um modelo
genético que melhor explique a segrega¢do familiar de uma dada caracteristica. O
modelo genético ¢ estimado pelo padrdo familiar de uma dada caracteristica e pode
fornecer informagdes preliminares sobre a localizagdo gendmica e sobre dominancia e
recessividade. Essa primeira avaliacdo ¢ baseada, principalmente, na distribuicdo de
ocorréncia entre os dois sexos e na segregagao entre geragoes.

A andlise complexa de segregacdo ¢ uma técnica usada para identificar qual o
melhor modelo genético que explica a agregacdo familiar observada para uma dada

caracteristica. Busca saber se 0 mesmo ocorre devido a um ou mais genes principais,
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poligenes ou inter-relacdo gene-ambiente. Em outras palavras, € o processo de adequar
os dados de modelos genéticos formais aos fendtipos de membros de uma familia,
geralmente determinados através de probandos afetados. As informagdes obtidas nesse
tipo de analise podem ser usadas para gerar os parametros que serdo empregados em
analises paramétricas de ligagdo (Burton et al., 2005; Thomas, 2004).

A andlise de segregagdo classica ndo requer informagdes a respeito dos
genotipos. Trata-se de uma investigacdo da agregagdo familiar, focando o padrdo de
segregacdo dentro de cada familia individualmente, ao invés de se usar a média da
populacdo, sendo que os resultados podem variar, por vezes sensivelmente, de acordo
com os métodos de avaliacdo empregados (Burton et al., 2005; Thomas, 2004).

Uma dificuldade comum na coleta de dados em heredogramas humanos ¢ que
geralmente estdo disponiveis para analise as familias de pequeno tamanho e com poucas
geragdes acessiveis. Apesar de ser possivel fazer esse tipo de andlise em nucleos
familiares ou em heredogramas pequenos, os heredogramas mais extensos sao mais
informativos (Rao e Province, 2001). A identificagdao e caracterizagao da amostra a ser
estudada sdo de suma importancia, uma vez que determinam o subseqiiente desenho do
estudo a ser empregado e a escolha da andlise estatistica mais apropriada. Especial
atencdo deve ser prestada aos critérios de inclusdo e exclusdo de probandos e na
exatiddo na caracterizagdo clinica do fendtipo em questdo. Este ¢ um ponto fundamental
em andlises de segregacdo e de ligagdo, pois um erro de diagndstico pode ter efeitos
graves sobre os resultados (El-Gheriani, 2003; Mah, 2001).

O primeiro passo no estudo de uma caracteristica potencialmente genética ¢
verificar se ela tende a se agregar em familias, sem que até esse momento se tenha
nenhum modelo genético em mente. Muitas das complicagdes da epidemiologia
genética surgem da necessidade de se procurar familias ao invés de individuos. Além
disso, no estudo de fenotipos complexos como o prognatismo mandibular, uma
complicagdo adicional ¢ que familias com multiplos casos, que sdo as mais
informativas, ndo sdo eficientemente identificdveis quando as familias sdo escolhidas
randomicamente no meio da populacdo em geral. Por essas razdes a maioria dos estudos
de agregacdo familiar de doengas ¢ geralmente baseada na verificagdo de probandos,
seguido pela identificagdo dos membros de suas familias (Thomas, 2004; Gass et al.,
2003).

Dentre os pardmetros que podem ser estimados em uma analise de segregagdo

esta a penetrancia. Ela é um termo estatistico que indica a proporc¢ao de individuos que
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carregam certo gendtipo e o fendtipo conseqiliente. A penetrancia incompleta, isso &,
auséncia de expressao fenotipica em individuos que apresentam um dado gendtipo, ¢
comum quando se trata de caracteristicas complexas. A medida que melhora nossa
habilidade para detectar a expressdo de um gene, aumenta a penetrancia. Uma
penetrancia completa em um padrdo de heranca autossdémico significa que o fenotipo
estara presente em cada geracdo, com um dos pais sempre afetados em cada casal,
sempre que houver um individuo de sua prole também afetado. A presenga de
fenocopias e/ou penetrancia incompleta produz uma excecdo a esta regra. Uma
fenocopia ndo ¢ capaz de transmitir o fenotipo para nenhum de seus descendentes, nem
terd ancestrais afetados, a ndo ser que eles também sejam fenocdpias. Uma determinada
caracteristica fenotipica com penetrancia variada entre diferentes familias pode ser um
sinal de heterogeneidade de locus (Thomas, 2004).

Outro parametro que estd muito relacionado as avaliagdes de heredogramas e
analises de segregacdo ¢ a herdabilidade. O conceito de herdabilidade foi desenvolvido
no contexto da genética quantitativa e ¢ definido como a propor¢ao da variancia
fenotipica total que pode ser atribuida a fatores genéticos (Gass et al., 2003; Rao e
Province, 2001; Mossey, 1999b). Matematicamente, seu valor varia entre zero € um,
sendo que o limite inferior (zero) ocorre quando todas as varidncias fenotipicas
observaveis sdo atribuidas a fatores ndo-genéticos € o superior (um) quando sao
atribuidas exclusivamente a composi¢ao genética (Gass et al., 2003).

Em principio, um determinado fendtipo sob controle mendeliano poderia
apresentar uma herdabilidade de 0 (zero), se todos os individuos da populagdo
examinada tivessem o mesmo genodtipo, porém apresentassem variancia fenotipica.
Nesse caso, toda varidncia observada seria decorrente do componente ambiental. Por
outro lado, a herdabilidade poderia se aproximar de 1 (um) quando toda varidncia
fenotipica pudesse ser explicada pela varidncia genotipica (Gass et al., 2003).

Uma maior diversidade nos fatores ambientais diminui o valor da herdabilidade,
mesmo que o mecanismo biologico basico seja idéntico. De maneira similar, populagdes
com composicdes genéticas basicas homogéneas apresentam valores mais baixos de
herdabilidade (Gass et al., 2003).

Conseqlientemente, a herdabilidade para um dado fendtipo pode variar
substancialmente entre e mesmo dentro de um mesmo cenario. Uma visdo erronea da
herdabilidade ¢ considerar que a mesma seja a extensdo na qual uma determinada

caracteristica pode ser causada por fatores genéticos. Se uma caracteristica depende de
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um determinado alelo para o qual todos sdo homozigotos, a variancia para aquele locus
nao tera nenhum papel na determinacao da variancia da caracteristica, € nao contribuira
para a herdabilidade. Uma exposicdo ambiental quase onipresente trara pouca ou
nenhuma contribuicdo ao denominador. A interpretagdo também depende de quais co-
varidveis serdo incluidas. Por exemplo, incluir uma co-variavel ambiental importante
pode bem diminuir a variancia fenotipica total, sem alterar a variancia decorrente de
fatores genéticos, o que iria aparentemente aumentar a herdabilidade (Burton et al.,
2005; Rao e Province, 2001).

A importancia basica do calculo de herdabilidade ¢ o seu uso na inferéncia de
sucesso na busca de genes relacionados a caracteristicas. O potencial de sucesso na
busca de genes estd positivamente associado com a herdabilidade da caracteristica de
interesse. Entdo, se a opcdo existe, a eficiéncia analitica pode ser aumentada
selecionando-se uma populagdo na qual se acredita que a herdabilidade da caracteristica
em estudo seja alta. O conhecimento de que a caracteristica de interesse tem alta
herdabilidade pressupde um prognoéstico favoravel as investigacdes dos determinantes
genéticos daquela caracteristica. Por outro lado, se a herdabilidade ¢ baixa, se pode
prever que havera muitas dificuldades para se encontrar os efeitos genéticos (Burton et

al., 2005).
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Il Proposicao

O objetivo desse estudo foi avaliar a transmissdo familiar do prognatismo
mandibular em 55 familias brasileiras, onde havia, no minimo, um membro afetado
(probando), visando:

a) sugerir um padrdo de heranga para essa caracteristica nessas familias baseado
na andlise visual de heredogramas;

b) estabelecer a distribuicao do prognatismo mandibular por género assim como
a prevaléncia entre irmaos, pais e av0s de probandos nessas familias,

c) estimar a herdabilidade e a penetrancia do prognatismo mandibular nessas
familias,

d) aplicar métodos de analise complexa de segregacao para estabelecer o padrao

de heranca do prognatismo mandibular nessas familias.



Avaliacdo de Heredogramas e Andlise de Segregacdo 25

Il Material e Métodos

Amostragem

Foram selecionados 55 probandos com prognatismo mandibular em arquivos de
clinicas privadas de Ortodontia e de Cirurgia buco-maxilo-facial de Brasilia (DF),
Brasil. Os pacientes foram selecionados de acordo com o diagnostico ortodontico de
maloclusdo de Classe III de Angle (Angle, 1907), baseado nos exames clinicos,
fotograficos e radiograficos de rotina dos tratamentos ortodonticos. Apesar dos
pacientes ja terem sido diagnosticados e até mesmo tratados naquelas clinicas por outros
profissionais, o diagnostico de prognatismo mandibular foi reconfirmado.

Na ocasido, detalhes do estudo foram explicados aos pacientes ¢ um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para participar do estudo foi obtido
(ANEXO 1). Para os menores de idade, o TCLE foi assinado pelos pais ou
responsaveis. Os probandos foram orientados a explicar aos seus parentes os objetivos
gerais da pesquisa, bem como as linhas gerais da metodologia de coleta do material a
ser empregada. O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade de Brasilia (CEP-UnB) e pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP).

Os probandos cujos fendtipos ndo puderam ser identificados ou aqueles
suspeitos de serem casos sindromicos ndo foram incluidos da amostra. Para identificar e
excluir possiveis casos sindromicos foi utilizada como referéncia a lista das 27
desordens genéticas nas quais o prognatismo mandibular estava incluido como uma das
caracteristicas clinicas (TABELA I) (OMIM, 2006). Da mesma maneira, pacientes que
apresentaram defeitos congénitos, como fenda palatina, ou apresentassem doencas
fisicas gerais foram igualmente excluidos da amostra.

As familias selecionadas tinham no minimo trés geragdes acessiveis. Os
pacientes que preencheram todos os requisitos de selecdo foram entrevistados e
forneceram as informagdes necessarias para que os desenhos dos heredogramas
pudessem ser feitos.

A faixa etaria dos probandos variou de 7a 7m a 52a 8m. A partir dos 55
probandos, foram acessados mais 2551 familiares, totalizando 2606 individuos

presentes em todos os heredogramas.
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TABELA I: Malformagdes genéticas ou sindromes nas quais o prognatismo mandibular

¢ apresentado como uma das caracteristicas clinicas.

Malformacgoes genéticas ou

sindromes

Principais Caracteristicas fenotipicas

Sindrome de Momes

Geroderma osteodisplasico

(Walt Disney dwarfism)

Sindrome de Gorlin

Osteopetrose

Sindrome de Crouzon

Sindrome Miasténica

Sindrome do retardamento

mental (tipo belga)

Anquilose dental

Retardo mental, obesidade, hipoplasia maxilar,
prognatismo mandibular, dermatite cronica,
alteracdes nos olhos e nas palpebras.

Pele com envelhecimento precoce, osteoporose,
testa larga, hipotelorismo, hipoplasia malar e
prognatismo  mandibular, nariz e orelhas
proeminentes.

Hidrocefalia, displasia vertebral, prognatismo
mandibular, escoliose tordcica congénita, marcas
nas palmas das maos e sola dos pés, alteracdes nas
vértebras e costelas, nevus de células basais.

Genu valgum, prognatismo mandibular, anemia,
hepatoesplenomegalia, retengdo prolongada de
dentes deciduos, malformacao de coroas dentarias.
Craniosinostose,  hipertelorismo,  exoftalmia,
estrabismo, nariz proeminente, hipoplasia de
maxila e terco médio de face, prognatismo
mandibular.

Hipotonia muscular, fadiga excessiva, pitose
palpebral, palato estreito e ogival, prognatismo
mandibular.

Retardo mental moderado, nariz largo, olhos
afundados, prognatismo mandibular, epilepsia
hipogonadismo  hipergonadotréfico,  habitos
eunucoides.

Anquiloses dentais, clinodactilia, mordidas abertas
posteriores, altura facial diminuida, mandibula

proeminente.
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Malformacgoes genéticas ou

sindromes

Principais Caracteristicas fenotipicas

Sindrome de Sotos

Mucolipidose

Sindrome de Waardenburg

Disostose Maxilo-facial

Sindrome de Pfeiffer

Sindrome de Apert

Sindrome Braquio-esqueleto-

genital

Defeito acro-renal

Sindrome de Verloes-Koulisher

Esclerosteose (SOST)

Sindrome do X fragil

Crescimento rapido e excessivo, acromegalia,
retardamento mental, gigantismo cerebral, cranio
aumentado e prognatismo mandibular.

Nevus, pouca mobilidade nas articulagdes, testa
proeminente,  nariz  largo, = macroglossia,
prognatismo mandibular.

Surdez, nariz largo, deficiéncia de pigmentacao,
distancia intercantal aumentada, prognatismo
mandibular.

Hipoplasia de maxila, fissuras palpebrais, atraso
na fala e fala ndo fluente, prognatismo mandibular.
Alteragdes nos dedos das maos e dos pés,
acrocefalia, polisindactilia, hipoplasia de terco
médio de face, surdez, prognatismo mandibular,
escoliose severa.

Craniosinostose, hipoplasia de terco médio de
face, sindactilia, prognatismo mandibular, fusdo
de vértebras cervicais, deficiéncia mental.

Retardo mental, hipoplasia de maxila, prognatismo
mandibular, cistos odontogénicos, nariz largo,
hipertelorismo.

Diabetes, prognatismo mandibular, nariz peculiar,
alteracdes nos dedos, alteragdes nos rins e uretra.
Auséncia da pré-maxila e anodontia de incisivos e
caninos superiores, defeitos nas maos e dedos,
prognatismo mandibular relativo.

Sindactilia, perda de audigdo, paralisia do nervo
facial, estrabismo, exoftalmia, excessivo
crescimento mandibular.

Retardo mental, orelhas largas, mandibula

proeminente, dificuldade de fala, macrocefalia.
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Malformacgoes genéticas ou

sindromes

Principais Caracteristicas fenotipicas

Sindrome de Scheie

Hipospadias, coloboma de
palpebra superior e perda
auditiva do tipo misto
Retardamento mental

ligado ao X

Sindrome de Weaver

Osteogénese imperfeita Tipo 1

Braquimetapoidia, hipotricose

Sindrome de Rieger

Displasia cleido-craniana

Retardo mental, rigidez articular, malformacgdes
cardiacas, prognatismo mandibular, nariz largo e
pescoco curto.

Hipertelorismo, fenda nasal, 1abios proeminentes,
filtro de l4dbio espesso, hipoplasia de maxila e
prognatismo mandibular, perdas auditivas.
Retardamento mental, microcefalia, baixa estatura,
fissuras palpebrais, malformagdes cardiacas,
hipoplasia de malar e prognatismo mandibular.
Crescimento dsseo acelerado, atraso psicomotor,
hérnias, hipotonia muscular, pele flacida,
prognatismo mandibular, orelhas largas.

Fraturas oOsseas multiplas, hipermobilidade nas
articulagdes, prolapso da valvula mitral, perdas
auditivas, prognatismo mandibular, miastenia
grave.

Anodontias congénitas, hipoplasia de maxila
dando a idéia de prognatismo mandibular, baixa
estatura, alteracdes nos dedos, poucos cabelos,
albinoidismo, miopia severa.

Hipodontia ou anodontia, hipoplasia de maxila,
falso prognatismo mandibular, hérnias umbilicais,
alteracdes oftalmoldgicas.

Hipolasia de claviculas, malformacao cranio,

alteracdes nos dedos, displasia mandibular.
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Avaliacao do fenotipo

As histdrias familiares completas de cada probando foram averiguadas e o status
de cada um de seus parentes presentes no heredograma foi acessado. A presenca de
prognatismo mandibular nos afetados foi confirmada pela avaliacdo dos seguintes
registros ortodonticos: telerradiografia com tragado e analise cefalométrica, modelos de
estudo ortodonticos e/ou fotografias intrabucais e faciais, seguindo-se 0s mesmos
critérios utilizados para a selecdo e avaliagao dos probandos.

Os casos no qual o status de afetado ndo pode ser comprovado adequadamente
foram assinalados nos heredogramas como desconhecidos. Os individuos que haviam
sido submetidos anteriormente a algum tratamento ortoddntico tiveram os registros de
sua documentagdo ortodontica solicitados aos profissionais responsaveis pelos
tratamentos. Nos casos em que o registro ndo existia mais ou nunca tivessem sido feitos,
os individuos foram examinados clinicamente e seus registros cefalométricos e
fotograficos foram obtidos. Nos casos de individuos que haviam sido submetidos a
cirurgias ortognaticas para a corre¢do do prognatismo mandibular, foram considerados
tanto os registros pré-operatorios como os pos-operatorios.

As criangas abaixo de 15 anos de idade, ndo afetadas, mas sob suspeita de virem
a desenvolver o prognatismo mandibular mais tarde (presenca de parentes afetados), e
que ndo tinham ainda atingido a puberdade na época do exame, também foram
classificadas como de fenotipo desconhecido. Esse procedimento foi decorrente do
conhecimento do aparecimento tardio do problema em alguns individuos, mais
precisamente durante o surto de crescimento da puberdade (El-Gheriani, 2003; Litton et
al., 1970).

A documentagdo considerada como mais importante na analise dos individuos
foi a telerradiografia cefalométrica (FIGURA 1). Os pacientes foram diagnosticados
como portadores de prognatismo mandibular se tivessem um angulo ANB (posicdo da
maxila em relagdo a mandibula) negativo quando avaliados em posicdo de relagdo
céntrica. O angulo do plano mandibular (SNGoGn) também foi levado em
consideragdo, pois um valor muito elevado do angulo pode sugerir um padrao de
crescimento facial predominantemente vertical ¢ um angulo menor esta relacionado a
um padrdo de crescimento mandibular predominantemente horizontal. O comprimento
total da mandibula foi medido através da distancia Go-Gn (Go6nio-Gnatio) ¢ a forma

mandibular através do angulo goniaco. Os pacientes diagnosticados como portadores de
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severa deficiéncia de crescimento maxilar, avaliados cefalometricamente pela media
ENA-Po (Espinha nasal anterior- Porion), porém com mandibulas normais foram
excluidos da amostra.

As caracteristicas faciais foram avaliadas através de fotografias de perfil. Os
individuos selecionados foram os com perfil facial concavo e prognatismo mandibular,
sendo que maxila e terco médio de face apresentavam um padrdo de crescimento e
desenvolvimento proximo da normalidade (FIGURA 2).

A presen¢a de molares e caninos em relagao de classe III de Angle (levando em
consideracdo as perdas de espago, perdas dentarias, apinhamentos e mal posicionamento
dentario), a presenca de mordidas cruzadas ou mordidas de topo anterior foram
determinadas por exame clinico, andlise dos modelos de estudo ortoddnticos articulados

em relacdo céntrica e/ou através de fotografias intra-bucais (FIGURAS 3 e 4).

FIGURA 1 - Tragado cefalométrico lateral de um paciente da amostra de prognatismo

mandibular, mostrando as medidas angulares e lineares utilizadas.
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FIGURA 2 — Fotografias faciais de perfil e de frente de um paciente da amostra,

evidenciando o perfil facial concavo devido ao prognatismo mandibular.

FIGURA 3 — Fotografia intrabucal com vista frontal de um paciente da amostra
evidenciando a mordida de topo anterior em funcdo do prognatismo

mandibular.

FIGURA 4 — Fotografias intrabucais com vistas laterais esquerda e direita de um
paciente da amostra evidenciando a chave de oclusdo de caninos e
primeiros molares de classe III de Angle em fun¢do do prognatismo

mandibular.
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Obtencao dos heredogramas

Todos os heredogramas foram desenhados utilizando-se o software PELICAN
1.1.0 - (Pedigree Editor for Linkage Computer Analysis) (Dudbridge et al., 2004), que é
uma ferramenta para edi¢do grafica de dados. Simbolos convencionais de heredogramas
foram utilizados. Individuos cujo fendtipo ndo pode ser comprovado foram
representados por um ponto de interrogacao no meio da figura.

A pesquisa nas familias, ap6s a identificacdo dos probandos foi realizada
buscando a maior abrangéncia (numero de parentes acessados) e de maneira sistematica.
Regras de averiguagdo no que se refere a maneira pelas quais as informacgdes para a
geracdo dos heredogramas foram obtidas foram seguidas durante a entrevista com os
probandos e seus familiares. Perguntas como: “Quem tem prognatismo na familia?” nao
foram realizadas por se considerar que poderiam levar a resultados tendenciosos.

O levantamento inicial para o desenho do heredograma foi feito independente do
status fenotipico dos membros da familia. Dessa forma, a mesma pergunta foi feita com
relacdo aos dois lados da familia. Por exemplo, quando se perguntou a respeito dos
primos ¢ avos do lado materno da familia, a mesma pergunta foi realizada para o lado
paterno, independentemente da verificagdo prévia do lado da familia em que estava
ocorrendo a segregacdo do prognatismo mandibular. Desta maneira os heredogramas
foram estendidos de forma simétrica para ambos os lados. Finalmente, de posse dos
heredogramas, questionava-se o status de cada um dos individuos da familia com
relagdo ao prognatismo mandibular, um a um, para ambos os lados, paterno e materno.
Os fendtipos de todos os individuos acessados foram incluidos no heredograma

independentes do ramo em questdo parecer negativo (sem membros afetados).

Avaliacao dos heredogramas

Os heredogramas foram usados para se calcular a incidéncia do prognatismo
mandibular, a distribuicdo dos afetados (probandos e parentes) em relacdo ao género e
para estimar o modelo genético que melhor explicaria a segregacao nas familias
avaliadas. No que se refere ao padrdo familiar, os heredogramas foram avaliados em
busca de indicativos de regido genomica e de dominancia/recessividade. Para tanto,
foram estimados os numeros de casos em que ambos os genitores dos probandos eram

afetados e aqueles nos quais apenas um genitor era afetado e qual o género do mesmo
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(se o pai ou mae). A mesma avaliagdo foi buscada também com relagdo aos avods e, por

1sso, foi necessario coletar dados de no minimo trés geragoes.

Analise estatistica

Para as andlises estatisticas partes de alguns heredogramas foram excluidos
visando ter apenas um fundador por heredograma, de modo que o N total de 2606
individuos foi diminuido para 2050.

Trés tipos de correlacdo familiar foram avaliados - pais-maes, pais-filhos e
maes-filhos. Foram utilizados 484 pares de pais-maes, 1410 pares de maes-filhos e 1402
pares de pais-filhos. A herdabilidade (h?) foi estimada como a soma das correlagdes
maes- filhos e pais- filhos (Gass et al., 2003), e a correlacdo maes-pais serviu para
avaliar se havia casamento preferencial ou nao entre dois individuos afetados.

Para estimar se havia correlagdo entre o sexo do individuo e o status fenotipico,
os individuos afetados e ndo-afetados dos sexos masculino e feminino foram
comparados. Nessa andlise o niumero total de casos processados foi de 2045, pois dos
2050 individuos que passaram a compor o N total da amostra apds o corte nos
heredogramas, cinco apresentavam género e fendtipo desconhecido.

Para se estimar se a informagao sobre o status fenotipico de individuos falecidos
apresentava confianga, foram comparados os individuos afetados e ndo-afetados vivos e
falecidos. Para essas comparagdes foi utilizado o teste de qui-quadrado (x2) de Pearson,
sendo que o nimero de graus de liberdade (g.l.) nas diversas tabelas foi estimado por
g.l.= (nimero de linhas -1) x (numero de colunas -1). Para efetuar todas essas andlises,
foi utilizado o programa SPSS versdo 13.0 (Statistical Package of Social Science —
SPSS Inc.).

Analise complexa de segregacao

Os dados extraidos dos heredogramas foram compilados em planilhas EXCEL
(Microsoft), necessarias para alimentar o programa POINTER, que conduziu a andlise
complexa de segregacdo usando o modelo misto unificado (Lidral e Reising, 2002;
Borecki et al., 1994; Morton et al., 1983; Lalouel ¢ Morton, 1981).

O modelo misto unificado compara a adequacao estatistica de diversos modelos
genéticos alternativos, envolvendo um conjunto de fatores transmitidos dentro das

familias, dentre eles os genes principais e os componentes multifatoriais. A analise
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permitiu também estimar os valores de maxima verossimilhangca e os limites de
confianca para os diversos parametros dos modelos alternativos. Essencialmente, os
pardmetros sdo estimados baseados no modelo que melhor se adapta aos dados
observados. Os parametros avaliados foram: o deslocamento dos individuos Aa com
relacdo aos individuos AA e aa, a dedugdo da penetrancia e da freqiiéncia alélica do(s)
gene(s) principal (is), a herdabilidade do componente poligénico quando da sua
existéncia, a distribuicdo do genotipo na populagdo (para um gene mendeliano principal,
uma fun¢do da freqliéncia alélica) e as probabilidades de transmissdo dentro das
familias. Uma vez que os gendtipos eram desconhecidos, todas as possiveis
combinacgdes de genotipos compativeis com os dados observados e com as leis de
Mendel foram computadas.

Todos os modelos alternativos foram comparados ao modelo mendeliano misto.
Esse modelo assume que o fenotipo ¢ composto de uma escala de predisposi¢ao
subjacente, para a qual poderiam ter contribuido, de modo independente, um locus
autossomico principal, um componente multifatorial e fatores aleatorios do ambiente.
No locus autossomico principal supde-se um par de alelos A/a cujas freqiiéncias sdo
representadas respectivamente por p e g, sendo que p+q = 1, e com os gendtipos AA, Aa
e aa resultantes, os quais se distribuem na popula¢dao segundo o teorema de Hardy e
Weinberg (Lalouel et al., 1983; Morton et al., 1983; Lalouel et al., 1981). Existem
quatro parametros neste modelo:

1) a posi¢do da média do gendtipo heterozigoto (Aa) em relagdo as médias dos

homozigotos ¢ designada por grau de dominancia e representada por (d). No

caso de um dos fendtipos em estudo ser completamente dominante (AA = Aa), d

sera igual a 1 e, em havendo co-dominancia, d serd igual a 0,5. Se a dominancia

for parcial ter-se-a 0,5 <d < 1.

2) A distancia entre as médias dos dois genotipos homozigotos (AA e aa) ¢

denominada deslocamento e representada por (t). E um pardmetro tedrico usado

no calculo da dominancia.

3) A freqiiéncia alélica do gene principal (q).

4) um parametro representando a herdabilidade multifatorial (H) que reflete a

transmissao poligénica (influéncia de outros genes diferentes do gene principal).

Parametros adicionais foram estimados para testar desvios da transmissao

mendeliana do efeito principal de pais aos filhos. Esses parametros, indicados por Taa,

Taa © Taa indicam, respectivamente, as probabilidades de os genotipos AA, Aa e aa
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transmitirem o alelo A. Nas transmissoes mendelianas Top = 1, Thy = 1/2, T, = 0,

transmissoes ndo-mendelianas tém 7, diferentes desses valores € nenhuma transmissao
do gene principal € obtida quando os trés 7; sdo iguais (7,, = 7, = 7).

Foram testadas diferentes hipoteses por fixacdo ou estimativa de parametros do
modelo completo. Os testes das hipoteses para modelos relacionados foram realizados
utilizando o teste da razdo da verossimilhanga, onde a diferenga do —2InL (menos duas
vezes o logaritmo neperiano da verossimilhanca) de dois modelos alternativos ¢
distribuido como * com graus de liberdade igual a diferenca do nimero de pardmetros
independentes. Para modelos ndo relacionados, foi usado o AIC (Akaike's information
criterion) que ¢ calculado como menos duas vezes a verossimilhanga do modelo mais
duas vezes o numero de parametros estimados. O modelo com o menor AIC indica o
modelo mais adequado para os dados observados (Lalouel et al., 1983; Morton et al.,
1983; Lalouel et al., 1981).

No modelo misto, apenas os parametros, indicados por Taa, Taa © Taa foram
fixados, respectivamente em 1, /2 e 0. Todos os demais parametros foram deixados
livres para serem estimados pelo programa.

No modelo aleatério, que assume que o fenotipo ocorre ao acaso na populagdo
estudada, ou seja, sem a presenca de um gene principal ou de componentes
multifatoriais, os valores de d, t, q ¢ H foram fixados em [0].

O modelo denominado “sem gene principal” tenta explicar o fendtipo somente
pela presenga de um componente multifatorial. Nesse modelo, os parametros de d, t e q
foram fixados em [0]. O parametro herdabilidade multifatorial (H) foi estimado,
testando-se mil valores diferentes entre 0 e 1 espacados de 0,001 em 0,001 pontos, a fim
de saber qual valor seria mais adequado, ou em outras palavras qual seria a participagdo
de outros genes secundarios sem que houvesse um gene principal.

Para o modelo sem componente multifatorial, que assume que a distribuicao
familiar do fenotipo se deve unicamente a presenga de um gene principal, o valor de H
foi fixado em [0] e os valores de Taa, Taa € Taa fixados respectivamente em [1], [0,5] e
[0]. Os parametros d, t e q ficaram livres para serem estimados.

Também foram testados os modelos estritamente recessivo, aditivo e
estritamente dominante, onde os valores de d foram fixados respectivamente em [0],

[0,5] e [1] e os valores de Taa, Taa € Taa €m [1], [0,5] e [0], de acordo com a
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probabilidade dos referidos genotipos transmitirem o alelo A. Os valores de t e q foram
estimados.

O modelo denominado “zs livre” comparou os valores encontrados para Taa, Taa
€ T, com os valores esperados 1, 2 e 0, encontrados em casos de padrdo de heranca
mendeliana. Neste modelo o H foi fixado em [0] e os outros seis parametros foram
estimados.

O modelo “7s iguais” testa a hipotese de influéncia ambiental importante. Nesse
caso, quando os valores de taus (1) tendem a ficar iguais, a agregacao familiar estudada
ndo ¢ mais considerada genética, uma vez que ndo ha transmissao do gene principal.

Foram feitas duas analises: 1. utilizando a amostra total, fracionada em nucleos
familiares (pais e filhos); 2. usando um subconjunto da amostra, considerando apenas as
familias nucleares (pais, maes e filhos), onde um dos individuos era o probando. Nesta
segunda andlise acrescentou-se um dado ao programa: a incidéncia do prognatismo

mandibular na populagdo brasileira, estimada em 2%.
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IV-Resultados

Avaliacio dos heredogramas

Os heredogramas das 55 familias foram construidos a partir das informagdes
coletadas nas entrevistas com os probandos. Informacdes relativas a ambos os lados da
familia, paterno e materno, foram incluidos independente do lado no qual o fenotipo
estava segregando. Os 55 heredogramas obtidos encontram-se no ANEXO 2. Na
TABELA 1I esta apresentada a distribui¢do dos individuos afetados e ndo afetados e a
sugestdo do modelo genético pela andlise visual dos heredogramas para cada familia
avaliada a partir de probandos afetados com prognatismo mandibular. Um resumo
desses dados quanto ao niimero de individuos de acordo com o fendtipo e o género
encontra-se na TABELA III. O total de individuos acessados foi de 2606 e a incidéncia
do prognatismo mandibular nessas familias foi estimado em 14,3%.

Os resultados sugerem haver um componente hereditario para a expressao do
prognatismo mandibular. O padrdo familiar observado visualmente nos 55
heredogramas sugere a predominancia de um modelo autossomico dominante
(TABELA 1II). Os resultados indicaram que 50 familias (91%) mostraram um padrao
autossomico dominante (FIGURA 5), sendo 33 familias com penetrancia incompleta e
17 com penetrancia completa.

Em quatro familias, representando 7,2% da amostra, o prognatismo mandibular
foi um caso esporadico, o que poderia sugerir um modelo autossomico recessivo, uma
mutacdo dominante nova ou mesmo fenocopias. Dessas quatro familias, trés
apresentaram uma situagdo caracteristica na qual somente o probando era afetado
(FIGURA 6). Em uma das familias foram observados dois individuos afetados
(FIGURA 7). Em duas familias, representando 1,8% da amostra, ambos os padrdes de
heranga foram encontrados, dominante e recessivo, indicando, provavelmente, a

segregacdo de dois ou mais diferentes genes ou grupos de genes na mesma familia

(FIGURA 8).
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TABELA II — Distribui¢ao dos individuos afetados e ndo afetados, de acordo com o género e modelo genético sugerido, observada em 55

familias brasileiras avaliadas a partir de probandos com prognatismo mandibular.

Familia Modelo Probando Parentes afetados Parentes nao afetados Fendtipo desconhecido Género/fenétipo Total

Masculino Feminino Masculino Feminino Masculino Feminino desconhecido

1 AD F 1 4 4 1 - - - 11
2 AD F 2 4 14 16 - - - 37
3 AD/AR* M 3 3 13 14 2 2 - 38
4 AD* F 3 3 13 16 - - - 36
5 AD M - 8 19 5 - 2 - 35
6 AD* F 2 2 14 19 - - - 38
7 AD* M 4 1 20 23 - - - 49
8 AD* F 3 1 13 15 - - - 33
9 AD* F 2 1 21 23 - - - 48
10 AD F 2 21 14 1 - - 39
11 AD* F 3 12 9 - - - - 25
12 AD M - 3 6 4 1 1 - 16
13 AR* F - - 13 9 - - - 23
14 AD* F - 4 43 35 - - - 83
15 AD F 7 3 12 19 - - - 42
16 AD* M 1 1 25 24 - - - 52
17 AD F 3 2 19 27 - - - 52
18 AD* M 3 1 5 6 - - - 16
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Familia Modelo Probando Parentes afetados Parentes nio afetados Fenotipo desconhecido Género/fenétipo  Total

Masculino Feminino Masculino Feminino Masculino Feminino desconhecido

19 AD* M 3 - 6 11 - - - 21
20 AD M 6 3 20 13 - - - 43
21 AD* M 2 5 19 13 - - - 40
22 AD* F 4 4 29 40 1 2 - 81
23 AD* F 4 - 14 14 - - - 33
24 AD* F 2 3 10 8 - - - 24
25 AD F 9 3 31 28 - - - 72
26 AR F - 1 28 31 - - 1 62
27 AD* F 10 6 28 35 3 1 - 84
28 AD* M 1 1 14 12 - - - 29
29 AD* F - 1 43 35 1 1 - 82
30 AD* F 2 3 29 36 2 1 - 74
31 AD F 6 1 18 25 4 2 - 57
32 AD* F 1 4 31 29 - - - 66
33 AD* F 3 9 34 34 - - - 81
34 AD* F 1 2 21 21 3 1 - 50
35 AD M 5 4 17 10 - - - 37
36 AD* M 3 4 15 14 - - - 37
37 AD M 2 4 26 16 1 - - 50
38 AD* F 1 - 16 10 - - - 28
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Familia Modelo Probando Parentes afetados Parentes nio afetados Fenotipo desconhecido Género/fenétipo  Total

Masculino Feminino Masculino Feminino Masculino Feminino desconhecido

39 AD* M - 5 16 15 2 2 5 46
40 AD* F 2 3 22 19 2 5 . 54
41 AR* F - - 15 20 - 1 - 37
42 AD F - 4 15 14 - - - 34
43 AD* F 4 9 38 36 1 1 - 90
44 AD* F 1 3 22 31 3 1 . 62
45 AD* F 1 1 20 17 - 1 - 41
46 AD M 1 3 12 9 - - - 26
47 AD* F 3 6 17 15 - - - 42
48 AD* F 5 4 18 24 ; - . 52
49 AD* F 2 3 17 17 - - 35 75
50 AR* M - - 28 17 - - - 46
51 AD M 2 2 16 13 1 2 - 37
52 AD F 3 2 15 19 - : . 40
53 AD* F 3 3 35 34 3 3 - 82
54 AD F 9 14 31 19 3 3 - 80
55 AD* M 2 2 5 13 8 4 3 38
Total 140 177 1075 1037 42 36 44 2606

Nota: AD — autossdmico dominante com penetrancia completa;, AD* — autossomico dominante com penetrancia incompleta; AR* -

heredogramas onde somente o probando era afetado (autossdmico recessivo ou nova mutagao).
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TABELA III - Niimero de individuos de acordo com o fenotipo e o género em 55 familias
avaliadas a partir de probandos afetados com prognatismo

brasileiras,
mandibular.
Fenotipo Afetados
Niao afetados Desconhecido Total
. Probandos Parentes
Género
140 44,2% 1075 509% 42 34,4% 1275 48,9%

Masculino 18 32,7%
Feminino 37 67,3% 177

55,8% 1037 49,1% 36  29,5% 1287 49,4%

- - 44 36,1% 44 1,7%

Desconhecido -
2112 100,0% 122 100,0% 2606 100,0%

Total 55 100,0% 317 100,0%
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FIGURA 5 — Heredograma mostrando um padrdo de heranca autossémico dominante com

penetrancia completa (Familia 17).
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FIGURA 6 - Heredograma mostrando um caso esporadico de prognatismo mandibular, que

poderia ser uma heranga autossomica recessiva, uma nova mutacdo dominante

ou uma fenocopia (Familia 13).
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FIGURA 7 — Heredograma mostrando dois casos esporadicos de prognatismo mandibular em
uma mesma familia, que poderiam representar um padrdo de heranca
autossdmico recessivo ou a presenca de mutagdes dominantes novas ou

fenocopias (familia 26).

FIGURA 8 —Heredograma mostrando dois padrdes distintos de heranca. O lado direito do
heredograma mostra uma heranca autossémica dominante. O individuo 15 nao
pertence a esta familia e seu status de afetado provavelmente seja devido a um
gene diferente com caracteristicas recessivas, a uma nova mutacdo ou mesmo

seja uma fenocopia (familia 3).

Dentre os 372 individuos com prognatismo mandibular (probandos e familiares)
observados, 158 eram do sexo masculino e 214 do feminino. Considerando apenas os
probandos, 18 sdo do sexo masculino ¢ 37 do feminino. A relagdo sexo masculino/sexo
feminino na amostra como um todo foi de 1:1,35. A avaliacdo quanto a distribui¢do de
afetados/ndo afetados entre os dois sexos foi estatisticamente significante quando considerou-
se o N total de 2045 (cinco casos do total de 2050 individuos que restaram apos o corte de
parte dos heredogramas apresentavam género e fendtipo desconhecido) (TABELA IV) e nao

significativo quando exclui-se os probandos da analise (3* = 4,153; GL =2; p = 0,125).
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A TABELA V mostra a prevaléncia do prognatismo mandibular entre os irmaos, pais €
avos de probandos. Para 28 dos 55 probandos (51%), um dos pais também era afetado
(exatamente 14 maes e 14 pais) e em uma Unica familia (familia 54) ambos os pais eram
afetados. Em 25 familias de um total de 51 (50%) nas quais informagdes de no minimo duas
geragdes acima dos probandos estavam disponiveis, um dos quatro avds também era afetado, e
em um heredograma, um bisavo era afetado e nenhum dos avos era afetado. Esses percentuais
de prevaléncia entre pais e avos apodiam a idéia do padrdo autossdmico dominante com
penetrancia incompleta, pois era esperado que 100% dos probandos apresentassem pelo
menos um dos pais afetados se a heranca para todas as familias fosse autossdmica dominante
com penetrancia completa, mas somente 53% dos probandos encontravam-se nessa situagao.
A andlise dos irmaos dos 55 probandos revelou um equilibrio na prevaléncia do prognatismo
mandibular entre os individuos do sexo masculino e do sexo feminino: 21 irmdos afetados em
um total de 64 irmaos (32,9%) vs. 16 irmas afetadas em um total de 58 irmas (27,6%).

Considerando o conjunto dos dados e ndo apenas os probandos, o numero de filhos
afetados nascidos de um casal onde um dos pais era afetado (96 maes e 77 pais) e o outro era
ndo afetado, foram observados 206 filhos afetados, 367 ndo afetados e 25 criangas (nao
afetadas, mas abaixo de 15 anos). A taxa de 206:367 (1: 1,78) ¢ na verdade quase a metade da
taxa de 1:1 esperada em um padrdo autossomico dominante tipico, considerando o casamento
entre um heterozigoto e um homozigoto recessivo para a caracteristica. Quando se incluem os
filhos mais novos, a indicagdo de penetrancia incompleta se mantém, tanto considerando esses
individuos como sendo afetados (231 afetados: 367 ndo afetados ou 1: 1,58) como ndo sendo
afetados (206 afetados:392 nao afetados ou 1:1,90).

De acordo com os resultados obtidos quanto a distribuicdo observada dos individuos
vivos e falecidos de acordo com o status fenotipico (TABELA VI), as informag¢des fornecidas
a respeito dos de parentes ja falecidos podem merecer confianga, pois nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre o observado e o esperado. Para essa andlise, foi
considerado o N total de 2050 individuos, sem excluir os cinco casos de género e fendtipo
desconhecido.

As andlises de correlacdo familiar estdo apresentadas na TABELA VII. A estimativa
da herdabilidade (hz) do prognatismo mandibular nas familias analisadas foi de 0,316 com um
desvio- padrdao de 0,059, que representa a soma das correlacdes e dos desvios-padrdes de

maes-filhos e pais-filhos (Gass et al., 2003; Mauchamp, 1979).
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TABELA 1V - Distribui¢ao observada e esperada dos 2045 individuos de acordo com o fenotipo

e o género nas 55 familias brasileiras apos a exclusao de partes dos heredogramas

e dos cinco casos com género e fenotipo desconhecidos.

Fenétipo  Afetados  Niao afetados Desconhecido Total
Género Obs Esp Obs Esp Obs Esp Obs Esp
Masculino 152 174,6 811  790,1 40 38,3 1003 1003,0
Feminino 204 181,4 800 8209 38 39,7 1042 1042,0
Total 356 356,0 1611 1611,0 78 78,0 2045 2045,0
v*=6,981 (GL =2); p=0,030

TABELA V - Prevaléncia do prognatismo mandibular entre os irmdos e pais dos 55 probandos e
os avos de 52 probandos, sugerindo a existéncia de um padrdo de heranca

autossomica dominante e penetrancia incompleta.

Irmaos
Pais afetados Avos afetados

Masculino Feminino

Mies Pais Ambos Avés Avoes Mais de um Afetado Nio afetado Afetado Nao afetado
14 14 2 12 11 2 21 43 16 42
30 25 64 58

TABELA VI Distribui¢do observada e esperada para os 2050 individuos de acordo com o
fenotipo e a condi¢ao de vivo ou falecido nas 55 familias brasileiras, incluindo os

cinco casos com género e fendtipo desconhecido.

Fenétipo  Afetados  Niao afetados Desconhecido Total
Vivos Obs Esp Obs Esp Obs Esp Obs Esp
Vivos 300 312,8 1430 14153 71 72,9 1801 1801,0
Falecidos 56 432 181 1957 12 10,1 249  249,0
Total 356 356,0 1611 1611,0 83 83,0 2050 2050,0
¥*=5,954 (GL =2); p= 0,051

TABELA VII — Correlagdes familiares entre maes-pais, maes-filhos e pais-filhos nas 55 familias

analisadas, com relagdo a presenca do prognatismo mandibular.

Relacionamento Nimero de pares Correlacao Desvio padrao
Maes-pais 484 -0,201 0,030
Maes-filhos 1410 0,170 0,030

Pais-filhos 1402 0,146 0,029
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Analise complexa de segregaciao

Os resultados encontrados quanto a andlise complexa de segrega¢do considerando a
amostra total pode ser vista na TABELA VIII. De acordo com a analise, no modelo misto os
valores de d e H atingiram seus limites, respectivamente um e zero. Isto significa que, na
tentativa de estimar os parametros, a melhor solucdo em termos de resolucdo do algoritmo
teve valor maior do que o possivel, no caso de d, e menor que o possivel, no caso de H, dado o
modelo biologico. Por exemplo, 1,1 para d e -0,01 para H. Quando isso acontece,
automaticamente o programa converge os valores para o limite de cada um deles.

Comparado ao modelo misto, os modelos denominados de “aleatério”, “sem gene
principal” e “ts iguais” ndo convergiram, isto ¢, ndo se adequaram ao padrdo dos
heredogramas. Dessa forma, as hipoteses de inexisténcia de associa¢do familial e de influéncia
ambiental importante devem ser rejeitadas. Por outro lado, os dados indicam que ndo ¢
possivel explicar a segregacdo do fendtipo sem a presenga de um gene principal ¢ de um
componente multifatorial.

As hipodteses de auséncia de componente multifatorial (p=0,0104), de padrdes de
heranca mendeliana estritamente recessiva (p=0,0000), aditiva (p=0,0002) e estritamente
dominante (p=0,0000) foram rejeitadas. O modelo com “ts livre” ndo pdde ser rejeitado
(p=0,4710), o que demonstra a existéncia de um padrio de heranga mendeliana com
caracteristicas dominantes (d=1), pois os valores de Taa, Taa € Taa €stimados respectivamente
em 1,01; 0,46 e -0,17 estdo muito proximos dos valores esperados de 1, 1/2 ¢ 0.

Os resultados obtidos na segunda analise de segregagao, utilizando somente os nucleos
familiares (pais-maes-filhos) onde um dos membros era o probando, e acrescentando a
incidéncia do prognatismo mandibular na populagdo brasileira como sendo de 2% estdo
apresentados na TABELA IX.

De acordo com os dados dessa segunda analise de segregagdo, tem-se que, em
comparagdo com o modelo misto, podem ser rejeitados os modelos denominados de
“aleatorio” (p=0,0000), “sem gene principal” (p=0,0400), sem componente multifatorial
(p=0,000) e com heranca mendeliana aditiva (p= 0,0200). O modelo que mais se adequou foi
o modelo estritamente dominante (p=1,0000), embora o modelo estritamente recessivo

também ndo possa ser rejeitado (p=0,5700).
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TABELA VIII. Analise de segregacao da ocorréncia do prognatismo mandibular em familias brasileiras (amostra total), onde foram feitas

comparagdes de todos os modelos com o modelo mendeliano misto.

MODELO d t q H 1Tus Tas Taa 2InL ¥ PE. p teste AIC
1. Mendeliano misto 1,00* 1,80 0,10 0,00* [1] [0,5] [0] 1397,50 - 4 - - 1405,50
2. Modelo Aleatério [0] [0] [O0] [O] - - - NC - - - - -
3. Sem gene principal [0] [0] [O] - [1] [0,5] [0] NC - - - - -
4. Sem componente 0,74 1,92 0,21 [0] [1] [0,5] [O] 1404,06 6,56 3 0,0104 4vs1 1410,06
multifatorial
5. Mendeliano recessivo [0] 3,95 0,13 [0] [1] [0,5] [O] 1525,18 127,68 2 0,0000 5vs1 1529,18
6. Mendeliano aditivo (AA#Aa#aa) [0,5] 2,44 0,26 [0] [1] [0,5] [0] 1414,32 16,83 2 0,0002 6vs1 1418,32
7. Mendeliano dominante [1] 2,06 0,07 [0] [1] [0,5] [0] 1430,24 32,74 2 0,0000 7vs1 143424
8. 7 livre 1,00 1,65 0,13 [0] 1,01 0,46 -0,17 139599 1,51 6 04710 8vs1 1407,99
9. s iguais - - - [0] - - - NC - - - 9vs 8 -

Os parametros colocados entre [ ] foram fixados no valor indicado.

* parametro estimado atingiu o limite

d= grau de dominancia do gene principal; t = deslocamento; q = freqiiéncia alélica do gene principal; H = herdabilidade multifatorial ; Tas, Taa e Taa = probabilidades de
transmissdo do alelo A para os gendtipos AA, Aa e aa..

-2InL = indice de verossimilhanga maxima; y* = qui quadrado; P.E. = numero de pardmetros estimados; p = significincia; A.I.C. = usado para comparar modelos nio

relacionados; Ts ou Taus= parametros de probabilidade de transmissao
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TABELA IX. Analise de segregacdo da ocorréncia do prognatismo mandibular em familias brasileiras, considerando a incidéncia de 2% do

prognatismo mandibular na popula¢do brasileira e considerando apenas familias nucleares com probandos.

MODELO d t q H 1as tas Taa -2InL ¥ PE. p teste AIC

1. Mendeliano misto 1,00* 2,70 0,06 0,20 [1] [0,5] [0] 95,89 - 4 - - 103,89

2. Modelo Aleatorio [0] [0] [O0] ([O] - - - 24458 148,69 0 0,00 2vs1 244,58

3. Sem gene principal [0] [0] [O0] 0,98 [1] [0,5] [0] 104,35 846 1 0,04 3vsl 106,35

4. Sem componente 0,465 5,67 0,01 [0] T[1] [0,5] [0] 104,21 8,32 3 0,00 4vs1 110,21
multifatorial

5. Mendeliano recessivo [0] 2,50 0,26 0,60 [1] [0,5] [0] 96,21 0,32 3 0,57 5vs1 102,21

6. Mendeliano aditivo (AA#Aataa) [0,5] 2,70 0,29 0,20 [1] [0,5] [0] 98,72 549 3 0,02 6vs1 104,72

7. Mendeliano dominante [11 2,70 0,06 0,20 [1] [0,5] [0] 95,89 0,00 3 1,00 7vs1 101,89

Os parametros colocados entre [ ] foram fixados no valor indicado.

* parametro estimado atingiu o limite

d= grau de dominancia do gene principal; t = deslocamento; q = freqiiéncia alélica do gene principal; H = herdabilidade multifatorial ; Taa, Taa ¢ Taa - probabilidades de
transmissdo do alelo A para os genétipos AA, Aac aa..

-2InL = indice de verossimilhanga maxima; x> = qui quadrado; P.E. = nimero de parimetros estimados; p = significincia; A.I.C. = usado para comparar modelos nio

relacionados; Ts ou Taus= parametros de probabilidade de transmisséo.
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V — Discussao

Avaliacido dos heredogramas

A frequéncia do prognatismo mandibular no Brasil ndo foi muito pesquisada até
a presente data. Porém, considerando que a populagdo brasileira foi constituida
predominantemente pela miscigenacdo de descendentes de europeus, africanos e
amerindios, sendo que este ultimo ¢ o grupo com menor representacao, podemos
estimar que a prevaléncia no pais deva ser intermedidria a dos seus fundadores. Dessa
forma, partindo do conhecimento da prevaléncia em populagdes africanas sub-saarianas
(3 a 8%) ¢ européia (0,48 a 4%) (El-Gheriani et al., 2003; Jorgensen, 1990; Garner et
al., 1985; Newman, 1965; Emrich et al. 1965; Davidov et al., 1961), é possivel inferir
que a frequéncia dessa caracteristica no Brasil deva ser proxima de 2%. De fato, os
poucos trabalhos existentes mostram um percentual entre ¢ 1 ¢ 3% (Martins et al.,
1994).

A frequéncia encontrada em nossa amostra foi muito maior (14,3%) do que a
encontrada em qualquer das populagdes parentais (desconsiderando Amerindios), o que
reflete uma agregacdo familiar do prognatismo mandibular e sugere uma contribui¢do
genética. Valor semelhante (11,2%) foi encontrado em 105 familias japonesas coletadas
a partir de probandos afetados, somando uma amostra de 1480 individuos (Watanabe et
al., 2005). Porém, esse valor foi bem inferior ao estimado considerando outras 243
familias (1362 individuos), também do Japao, onde foi observado que quando o
probando era portador de prognatismo mandibular, havia uma incidéncia
significantemente mais alta dessa caracteristica em outros membros da sua familia
(34,3%), quando comparado com familias de individuos com oclusdo normal (7,5%)
(Suzuki, 1961).

Em relagdo a distribui¢do entre os sexos, o nimero de probandos e familiares
afetados do sexo feminino foi maior que os do sexo masculino nas familias avaliadas e
essa diferenga foi estatisticamente significante. Porém, quando os probandos foram
excluidos da andlise a diferencga ndo foi estatisticamente significante. Muitas desordens
ou disturbios apresentam diferenca de taxas de incidéncia entre os individuos do sexo
masculino e do sexo feminino. As razdes para tais diferengas sao multiplas incluindo
localizagdo gendmica do gene em questdo (cromossomos X, cromossomo Y ¢ DNA

mitocondrial), diferengas hormonais, que estdo particularmente sob controle genético, e
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diferengas de desenvolvimento ou ambientais, como, por exemplo, as exposi¢cdes
ocupacionais e habitos.

Desta maneira, exceto para doencas recessivas simples ligadas ao X, ¢ dificil
interpretar os efeitos do género especificamente a luz dos fatores genéticos e
ambientais. No presente trabalho nenhuma das familias apresentou caracteristicas que
remetessem a um padrao de heranga uniparental ou ligado ao X. De fato, alguns autores
acreditam que apesar do cromossomo X ter algum papel no prognatismo mandibular, a
caracteristica mendeliana nao esta ligada a ele (Thompson e Winter, 1988).

Associagdo entre a presenca do fenotipo e o sexo dos individuos ndo foi
confirmada por uma revisdo dos dados da literatura a esse respeito (Litton et al. 1970).
Por outro lado, uma maior prevaléncia do prognatismo mandibular entre os parentes do
sexo masculino (11,9%) do que do sexo feminino (10,4%) foi encontrada na avaliagdo
de trés geracdes de familiares de 105 pacientes japoneses que tinham sido submetidos a
cirurgias ortognaticas para corre¢cao do prognatismo mandibular, sendo 45 probandos do
sexo masculino e 60 do feminino (Watanabe et al., 2005). Essa diferenga de prevaléncia
poderia ser decorrente de uma possivel diferenca na penetrancia entre os dois sexos,
sugerindo que a penetrancia pudesse ser dependente do género, como foi proposto para
algumas outras caracteristicas, como para a puberdade precoce (Vries et al., 2004).

Na analise de distribuicdo da caracteristica entre os sexos deve-se levar em
consideracdo que a amostra foi coletada a partir de probandos que haviam procurado
tratamento ortodontico ou ciriirgico para a corre¢ao do prognatismo mandibular (18 do
sexo masculino ¢ 37 do feminino). Isso pode explicar a diferenca de significancia nas
duas andlises realizadas. Sabe-se que um maior nimero de mulheres adultas procura
esse tipo de tratamento quando comparado ao niimero de homens adultos (Yang, 1990),
e essa deve ter sido a razdo de uma maior quantidade de pessoas do sexo feminino entre
os probandos. As mulheres procuram ter seus problemas orto-cirurgicos avaliados duas
vezes mais freqiientemente que os homens e, uma vez examinadas, estdo mais
propensas a serem operadas para a corre¢do do problema (Proffit et al.,1990). Isso
talvez ocorra por estarem mais preocupadas em mudar seu perfil facial (Watanabe et al.,
2005) e porque o prognatismo, pelas proprias caracteristicas anatomicas, ¢ mais
perceptivel nas faces femininas que masculinas (Arienza, 1971).

Na construcdo dos heredogramas, os relatos de historias familiares sdo muito
importantes, mas tendem a ser inexatos, incluindo tanto falsos positivos quanto falsos

negativos. Pouco se pode fazer a respeito dos falsos negativos (as informagdes podem
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ser muito dificeis de serem obtidas, sobretudo a respeito dos familiares ja falecidos). Os
falsos positivos sdo talvez a maior problema, porque ha uma tendéncia para as familias
superestimarem os relatos de doencas, particularmente quando o diagnostico € incerto
(Thomas, 2004). Para minimizar os possiveis erros devido a falta de informacao a
respeito dos status fenotipicos das terceiras e quartas geracdes de parentes (avos e
bisavos), alguns autores usam somente duas geracdes em suas analises de segregagdo e
usam os dados obtidos das terceiras e quartas geragdes somente para calcular os valores
de penetrancia (Vries et al., 2004). Entretanto neste trabalho, todas as trés geragdes, no
minimo, foram consideradas nas avaliagdes, pois desta forma os heredogramas
poderiam ser mais informativos.

Os poucos trabalhos na literatura a respeito de validag@o das historias familiares
sugerem que a especificidade ¢ alta para parentes de primeiro grau (tipicamente 80-
90%), mas muito menor para parentes de segundo grau. Além disso, ¢ importante a
consulta de outros membros da familia que podem reportar casos omitidos pelos
probandos (Thomas, 2004). Nesta pesquisa, aparentemente os probandos nas entrevistas
se lembraram mais de reportar os casos de parentes falecidos afetados do que os ndo—
afetados, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significante a ponto de prejudicar a
avaliacdo dos resultados. Talvez isso tenha ocorrido em fungdo do prognatismo
mandibular ser uma caracteristica marcante na face de um individuo e por isso mais
dificil de ser esquecida.

Um exemplo de como uma informacdo a respeito do status fenotipico de
parentes falecidos pode ser importante pode ser visto na familia 35 (ANEXO 2), onde o
padrao de heranga no heredograma parecer ser autossomico dominante, apesar dos
individuos 1 e 2 aparentemente ndo serem afetados. Nesse tipo de heranca, espera-se
que todos os individuos que apresentem um determinado fenotipo possuam ao menos
um dos pais afetados, a ndo ser que a penetrancia seja incompleta. No caso em questao,
a penetrancia poderia ser completa se a informacdo relatada a respeito do status
fenotipico de ao menos um dos dois individuos estivesse errada, mas essa informagao
ndo pdde ser comprovada uma vez que os individuos ja haviam falecido na época da
investigacao.

Para evitar que um erro de diagnostico incluisse um probando sindromico na
amostra, todos os individuos analisados passaram por uma inspec¢ao visual. No entanto,
casos relatados na literatura mostram que, as vezes, mesmo apds um exame clinico

genético cuidadoso, algumas sindromes podem ndo ser detectadas sem que se faca
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também um exame citogenético (Satge et al., 1996). Por exemplo, pode-se citar o caso
de uma mulher de 22 anos de idade, que procurou assisténcia médica para
hipofertilidade apds dois abortos espontaneos. Clinicamente a paciente possuia
inteligéncia normal e um discreto prognatismo mandibular, sem nenhum outro caso
relatado na familia. Entretanto, estudos citogenéticos mostraram um leve mosaicismo
para trissomia do 18, embora se saiba que, geralmente, essa alteracdo cromossdmica
esta associada a um severo retardo mental, atrasos no desenvolvimento, déficit de
crescimento, malformagdes craniofaciais e malformagdes cardiacas graves, de maneira
que somente 10% dos bebés sobrevivem ao primeiro ano de vida (Satge et al., 1996).

A analise cefalométrica ¢, sem duvidas, a melhor ferramenta disponivel
atualmente para caracterizar e definir Classe III esquelética, até que as analises
tomograficas tridimensionais se tornem mais acessiveis. As varidveis cefalométricas
devem ser medidas angulares e lineares cléssicas, bem conhecidas, ficeis de serem
manuseadas e de utilidade clinica (Bui et al., 2006). Das sete medidas utilizadas em
estudo semelhante, quatro coincidem com as utilizadas em nosso estudo (SNA, SNB,
ANB e angulo goniaco) (Watanabe et al., 2005)

Porém, além de realizar medicdes precisas, ¢ fundamental saber interpretar os
valores encontrados. Por exemplo, tdo importante quanto a posi¢cdo da mandibula em
relagdo a maxila (angulo ANB) ¢ a posicao relativa da mandibula em relagdo a base do
cranio, e também quais aspectos da morfologia esquelética parecem estar associados
com o prognatismo mandibular relativo (El-Gheriani 2003; Milicesco, 1968), por
exemplo, os individuos que ndo apresentavam angulos ANB tdo negativos, mas que
tinham um angulo do plano mandibular extremamente elevado (SNGoGn) e mandibulas
muito longas (GoGn) foram classificados como afetados e incluidos na amostra, se os
demais critérios de inclusdo apontassem na mesma dire¢ao.

As analises cefalométricas realgam as dificuldades no estudo dessa
caracteristica, pois as medidas lineares e angulares variaram bastante mesmo entre os
individuos com prognatismo. Diferengas perceptiveis nas medidas cefalométricas
garantem a no¢ao de que hd mais de um tipo de prognatismo mandibular (El-Gheriani
2003; Jacobson, 1974). De fato, alguns autores definiram recentemente cinco padrdes
diferentes de Classe III esquelética (Bui et al., 2006).

Em termos praticos, ¢ dificil coletar somente casos de prognatismo mandibular
isolado, sem que haja o envolvimento do crescimento maxilar, uma vez que o

crescimento ¢ o desenvolvimento dessas duas estruturas estdo intimamente ligados
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(Singh, 1999). Um estudo experimental do cranio e exames com raios-X mostrou que o
prognatismo mandibular geralmente envolve anormalidades de dimensdo, posigdo,
orientacao e crescimento vertical da maxila (Cadenat et al., 1971). O ideal seria que os
estudos genéticos restringissem a amostra somente a um determinado sub-fenotipo,
dentre os cinco padrdes existentes de classe III esquelética (Bui et al., 2006). Desta
maneira se poderia ter uma amostra mais homogénea. Porém em nosso trabalho, se
fossem feitas tais restri¢des, a quantidade de familias e de individuos a serem analisados
seria insuficiente para se ter resultados estatisticamente significantes. Além disso,
muitas vezes em uma mesma familia foram encontrados diferentes padrdes fenotipicos.

Um outro aspecto levado em consideracdo durante a selecdo da amostra foi em
relacdo ao prognatismo mandibular funcional, que a primeira vista pode apresentar os
mesmos aspectos clinicos do prognatismo mandibular verdadeiro, mas que se incluidos
erroneamente na amostra poderiam causar desvios sérios nos resultados estatisticos
(Leal, 1970). Para evitar esse risco, tanto a historia familiar e clinica, como a avaliagdo
cefalométrica, onde as radiografias sao tomadas sempre em relagdo céntrica, foram
usadas para ajudar no diagnostico diferencial (Leal, 1970; Milicesco, 1968). Os
problemas funcionais se devem a uma alteragdo na posicdo e atividade muscular
causadas por interferéncias oclusais; o comprimento mandibular é normal (Milicesco,
1968), enquanto que o prognatismo verdadeiro € causado por um maior crescimento
6sseo da mandibula. Prognatismos funcionais ndo tratados em pacientes em crescimento
podem levar a prognatismos verdadeiros, mas nesses casos aparentemente nao ha
envolvimento genético (Leal,1970).

A selecdo da amostra e caracterizagdo do fendtipo também levou em relagdo a
idade de ocorréncia do prognatismo mandibular. Um padrdo distinto de Classe III
poderia ser detectado em criangas ainda na fase de denti¢do decidua completa (4-6 anos
de idade). Porém, ¢ bem conhecido que a mandibula segue a curva geral de crescimento
esquelético, que atinge seu pico maximo durante a puberdade (12-16 anos de idade), e
que esse crescimento continua até o final da puberdade e inicio da idade adulta, até a
terceira década de vida (Tollaro et al., 1994; Cruz e Bolognese, 1994; Behrents, 1985).

Estudos de analise de segregacdo similares a este, que avaliavam puberdade
precoce, simplesmente excluiram da amostra os meninos com idade abaixo de 9 anos e
as meninas abaixo de 8 anos de idade, uma vez que eram muito novos para se
determinar a presenca do fenotipo (Vries, 2004). Em nosso estudo usamos o ponto de

corte de 15 anos de idade, proposto por Litton et al. (1970), de forma que todas as
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criangas nao afetadas abaixo dos 15 anos de idade foram classificadas como de fenotipo
desconhecido, pois tinham possibilidade de desenvolver o problema mais tarde. Uma
outra importante consideragdo no que diz respeito ao fator idade ¢ que para muitas
doencas que ocorrem tanto de forma familiar (multiplos casos em uma mesma familia)
quanto esporadica (um ou outro caso na familia), uma observagdo comum ¢ que a forma
familiar tende a ocorrer em idades mais precoces. A literatura mostra que varias doengas
seguem esse padrdo, tais como o cincer de mama, o colo-retal e o retinoblastoma
(Thomas, 2004). Dessa maneira, ¢ razoavel dizer que deve existir uma tendéncia geral
para que o prognatismo mandibular familiar se manifestasse mais cedo que aquele que
ocorre de forma esporadica.

No que se refere a formagdo da amostra, populagdes isoladas e geneticamente
homogéneas sempre foram consideradas ideais em estudos genéticos. Na auséncia
dessas populacdes ideais, uma estratégia seria a estratificagdo da populagdo (probandos
e seus familiares) por afinidades quanto a ancestralidade quando se faz a coleta da
amostra, buscando assim evitar um viés nos resultados (Gass et al., 2003). Essa
recomendacdo se baseia no conhecimento de que os alelos, de uma forma geral, se
originam em populagdes e/ou regides geograficas especificas, sendo esperado uma
maior ocorréncia desses alelos em individuos descendentes dessas populagdes
apresentando, por conseqiiéncia, diferentes taxas de doencas e diferentes freqiiéncias
genotipicas (Cavalli-Sforza, 1994). Na mesma linha de pensamento, existem inimeros
exemplos de respostas diferenciadas a agentes ambientais ou drogas nos diversos grupos
populacionais (Wilson et al., 2001; Wood, 2001). Entretanto é complexo aplicar essa
estratégia.

A primeira razdo para isso ¢ que algumas populagdes sdo muito complexas em
termos de miscigenacdo racial e seria muito dificil dizer quem pertence a que grupo. A
populacdo brasileira, por exemplo, apresenta uma alta diversidade étnica, sendo que a
cor da pele, principal caracteristica morfologica utilizada em estratificacdes, € um pobre
indicador de ancestralidade genética (Parra et al., 2003). A segunda razdo é que mesmo
que se buscasse conhecer a ancestralidade genética dos individuos cujos dados fossem
acessados, em um pais tdo miscigenado quanto o Brasil seria extremamente dificil
coletar uma amostra uniforme que seja suficientemente grande para ser estatisticamente
significante.

O padrao familiar do prognatismo mandibular observado na inspe¢do visual dos

heredogramas sugere a predominancia de heranca autossdmica dominante. A
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observacao de uma familia (familia 3) com mais de um padrdo de heranga, uma
associacao de autossdmico dominante e casos esporadicos, poderia sugerir a segregagao
de dois ou mais diferentes genes ou grupos de genes na mesma familia. Esse resultado
estd de acordo com os encontrados por outros autores (Watanabe et al., 2005; El-
Gheriani et al., 2003; Wolff et al. 1993; McKusick, 1972; Grabb et al., 1968; Kraus et
al., 1959; Stiles e Luke, 1953; Strohmayer, 1937; Rubbrecht, 1930).

Mas nem sempre ¢ facil estabelecer o padrdo de heranga apenas visualmente.
Andlise semelhante realizada em uma populagdo da Libia também encontrou um padrdo
de heranca predominantemente dominante, mas os autores sugerem que, assim como
outras malformagdes faciais, a heranca deve ser poligénica e multifatorial (El-Gheriani
et al., 2003). Isto ocorre quando os fenotipos sdo produto de uma interacdo de diferentes
genes, cada um com um pequeno, mas substancial efeito, com componentes ambientais,
ou seja, esses genes tornariam os individuos suscetiveis aos agentes ambientais
(Mossey, 1999%).

Além disso, pode haver uma significativa heterogeneidade etioldgica, ou seja,
um mesmo defeito em um gene pode produzir diferentes anomalias fenotipicas e uma
caracteristica qualquer pode ocorrer em fun¢do da atividade génica defeituosa em
diferentes células. De maneira inversa, diferentes defeitos genéticos ou combinagdo de
defeitos genéticos podem produzir anomalias fenotipicas similares. Outros agentes
coadjuvantes podem fazer um defeito génico “saltar” uma gera¢do e com isso também
complicar o cenario de diagndstico. Exemplo disso sdo os heredogramas pequenos, em
funcdo da baixa atividade reprodutiva, e os fendmenos de impressdo gendmica
(imprinting genomico), isto é, ativagdo diferencial de genes por efeito de origem
parental (Mossey, 1999%). Esses fatos poderiam explicar alguns eventos encontrados em
alguns heredogramas desta amostra onde, embora apresentando um padrdo de heranca
autossdmico dominante, algumas geracdes foram “saltadas”.

Outro ponto a ser levado em consideragdao na avaliagdo dos heredogramas ¢ a
ocorréncia de consangiiinidade. Essa questdo, muitas vezes negligenciada durante a
anamnese, ¢ um fator que pode auxiliar na definicdo do padrdo de heranca e explicar
alguns padrdes complexos onde individuos afetados, posicionados distantes no mesmo
heredograma, podem compartilhar os mesmos alelos. Apesar de ter sido raramente
relatado durante as entrevistas, acredita-se que muitos individuos, a principio sem grau
de parentesco, posicionados em nossos heredogramas em diferentes ramos de uma

mesma grande familia, poderiam ser primos distantes. Existiriam duas razdes principais
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para isso: por se tratar de familias muito numerosas, e pelo fato que muitas das familias
pesquisadas eram oriundas de pequenos vilarejos na regido do entorno de Brasilia, onde
0 casamento entre parentes ¢ um fato relativamente comum.

A consangiiinidade poderia explicar padroes complexos de heranga do
prognatismo mandibular encontrados em algumas familias de nossa amostra, onde
individuos afetados, posicionados distantes no mesmo heredograma, poderiam estar
compartilhando os mesmos alelos; desta maneira o modelo genético poderia ser
considerado autossdmico recessivo se os mesmos fossem primos distantes. E o caso do
heredograma da familia 6 (ANEXO 2), que claramente apresenta um padrdo de heranga
dominante com penetrancia incompleta. Porém, se considerassemos os individuos 4 e 8
como primos (informac¢do desconhecida), poderiamos dizer que este modelo genético
poderia ser autossdmico recessivo e que ambos seriam portadores do mesmo alelo no
mesmo locus génico.

Em trés familias (5% da amostra), o fendtipo foi encontrado em uma unica
pessoa, o probando, cujos pais nao eram afetados e onde ndo havia nenhuma historia
familiar, como por exemplo, na familia 13 (ANEXO 2). Esse resultado ¢ bem diferente
do valor encontrado por Watanabe et al. (2005) em um estudo semelhante, onde 31,4%
das 105 familias estudadas apresentaram apenas o probando com prognatismo
mandibular. Nesses casos esporadicos, uma primeira conclusao ¢ de que se trate de um
padrao de heranga autossdOmica recessivo com rara historia familiar. Porém, pode ser
também fruto de uma etiologia ndo-genética (fenocdpias) ou de uma mutacdo nova
dominante (Vries et al., 2004), pois apesar dos genes serem usualmente transmitidos
inalterados de uma geracao para a outra, podem ocorrer eventos (mutagdes) que causam
alteragdes nos mesmos (Mossey, 1999%).

Uma outra explicagdo possivel para esses casos esporadicos seria incluir o
prognatismo mandibular no rol de fendtipos chamados de caracteristicas multifatoriais
descontinuas. A explicagdo mais aceita repousa na suposicdo de que hd uma escala
basica de variacdo continua da susceptibilidade para desenvolver uma dada condicao,
resultante de uma combinagdo de todas as influéncias genéticas e ambientais. A
condicdo estd presente somente quando a susceptibilidade excede um valor limiar
critico e quanto maior o nivel de susceptibilidade além desse limiar mais severo € o
problema.

Um exemplo classico de caracteristica multifatorial descontinua ¢ a fenda labial

e palatina. Os pais de um probando afetado sdo geralmente normais, ¢ pode ndo haver
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nenhuma histéria familiar, mas por produzir um filho afetado, supde-se que os pais
carreguem alguns alelos inativos relacionados a esse disturbio. Entretanto, esses pais
devem apresentar também alelos que permitem a ocorréncia do fenotipo normal.
Somente quando esse equilibrio ultrapassa certo limiar a malformagao ocorrera. Para os
familiares (parentes de primeiro grau) de uma crianga afetada, existe uma tendéncia de
aumento da susceptibilidade ao fendtipo anormal, de modo que poderiamos esperar
encontrar uma freqiiéncia aumentada dessa malformagdo entre eles. A medida que o
grau de parentesco vai ficando mais distante, a tendéncia a susceptibilidade diminui e se
aproxima dos valores normais para a populacdo em geral, com uma redugdo
correspondente na incidéncia. Quanto mais severa a malformagdo em uma crianga
afetada, maior a susceptibilidade de seus pais e maior serd a incidéncia em parentes
mais proximos (Rao e Province, 2001; Mossey, 1999%).

A FIGURA 9 mostra um grafico que ilustra bem essa curva de susceptibilidade.
Para os familiares (parentes de primeiro grau) de uma crianga afetada, graficamente a
curva de susceptibilidade esta deslocada para a direita, de modo que poderiamos esperar
encontrar uma freqiiéncia aumentada dessa malformagdo entre eles. A medida que o
grau de parentesco vai ficando mais longe, a curva de susceptibilidade se desloca para
esquerda e se aproxima da curva para a populagdo em geral, com uma redugdo
correspondente na incidéncia. Quanto mais severa a malformagdo em uma crianga
afetada, mais deslocada para a direita estd a curva de susceptibilidade de seus pais e
maior sera a incidéncia em parentes mais proximos (Rao e Province, 2001; Mossey,

1999°%).

Limiar além do qual ha risco
de malformacao

Populagéo geral
I
| | Parentes de 3¢ grau I

| | Parentes de 1° grau

Tendéncia para aumento da susceptibilidade
em fun;do de fatores genético e ambientais

FIGURA 9 - Grafico mostrando as curvas de susceptibilidade para caracteristicas

multifatoriais descontinuas (Adaptado de Mossey, 1999%).
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Analise complexa de segregacio

Na andlise de segregacdo considerando a amostra total, excluido alguns ramos
dos heredogramas para que houvesse apenas um fundador, o célculo do valor da
penetrancia, ficou comprometido em funcdo do valor de d ter atingido o limite (d =
1,00) e foi estimado em 100%. Esse resultado de 100% ¢ apenas um valor estatistico em
relacdo ao gene principal para os ntcleos familiares retirados dos heredogramas, onde
um dos elementos ¢ o probando ou um parente afetado.

No entanto, uma analise visual cuidadosa de todos os heredogramas mostrou que
das 49 familias que apresentaram um padrao de heranga autossémico dominante, 32
familias, ou 65,3% delas, apresentou penetrancia incompleta, uma vez que o status de
afetado ndo estava presente em todas as geracdes. Essa informacao estd mais de acordo
com o que ja foi descrito quanto ao padrao de heranga do prognatismo mandibular (El-
Gheriani et al. 2003). Os baixos percentuais de prevaléncia entre os pais ¢ avos de
probandos também apdiam a sugestdo de padrao de heranca dominante com penetrancia
incompleta. (Vries et al. 2005). Outro indicativo foi a observagdo de uma baixa taxa de
filhos afetados nascidos de um pai ou mae afetada com um esposo ou esposa nao
afetado (1:1,78). A taxa esperada seria de 1:1 se fosse um padrio de heranga
autossdmico tipico com penetrancia completa, considerando um cruzamento entre um
heterozigoto € um homozigoto recessivo para a caracteristica analisada.

A herdabilidade ¢ definida como a propor¢ao da varidncia fenotipica total que
pode ser atribuida a fatores genéticos (Gass et al., 2003; Mauchamp, 1979). As vezes
ela ¢ mal interpretada. Nao esté relacionada a causa da variancia de uma maneira geral,
mas ¢ dependente de fatores como a populacdo e a época em que uma determinada
caracteristica estd sendo avaliada. Sendo definida como a taxa entre a varidncia
genotipica total e a variancia fenotipica total, pode-se dizer que o numerador tem um
significado genético simples, mas o denominador ndo. A varidncia fenotipica total inclui
a variancia atribuida aos genes, ao compartilhamento de condi¢des ambientais, residual
(atribuida a determinantes ndo compartilhados e ndo medidos) e os erros de medigdo
(Thomas, 2004). Nesse estudo, a herdabilidade foi estimada em 31,6% +/- 0,059,
corroborando a observacdo de que o prognatismo mandibular tem caracteristicas
multifatoriais. Esse valor estd bem abaixo do valor encontrado por Watanabe et al.
(2005) para os parentes de primeiro grau (pais, maes e irmaos) de probandos afetados

(84,3%), mas ¢ mais alto que o estimado para avos (7,4% ) e tios (7,7%), na mesma



Avaliacdo de Heredogramas e Andlise de Segregacao 58

pesquisa (Watanabe et al., 2005). A correlagdo negativa encontrada entre maes e pais
poderia indicar um casamento preferencial com nao-afetados, isto ¢, a tendéncia de dois
individuos prognatas evitarem formar um casal de duplos afetados.

De acordo com os dados da andlise de segregacdo, tem-se que, em comparacao
com o modelo misto, deve-se rejeitar a hipotese de inexisténcia de associagdo familial
(modelo aleatorio ndo convergiu), bem como aquela que propde a inexisténcia de um
gene principal (modelo sem gene principal ndo convergiu). Pode-se também aceitar a
presenca de um componente multifatorial, pois quando se compara o modelo misto e o
modelo sem componente multifatorial, deve-se rejeitar o modelo maior (sem
componente multifatorial) em favor do menor (misto). Além disso, enquanto a hipotese
de transmissdo mendeliana € aceita, pois os modelos misto e de ts livres podem ser
considerados estatisticamente iguais e ambos podem ser aceitos, a hipdtese que afirma
haver uma influéncia ambiental importante ¢ facilmente rejeitada (modelo ts iguais ndo
convergiu). Por fim pode-se dizer que os modelos estritamente recessivo, aditivo e
estritamente dominante para o fenotipo “prognatismo mandibular” foram rejeitados em
favor de um modelo misto.

Geralmente, as andlises de segregacdo trabalham com amostras coletadas
aleatoriamente em uma determinada populacdo. No caso deste trabalho, como é comum
nos estudos de caracteristicas com baixa incidéncia na populagdo, a averiguagdo foi
feita a partir de individuos probandos que haviam procurado um tratamento clinico para
seu problema. Essa diferenca de metodologia na coleta da amostra levou a duas
implicacdes diretas: 1) ndo havia ocorréncia de familias sem nenhum individuo afetado,
e 2) quanto maior o nimero de individuos afetados em uma familia, maior seria a
chance dessa familia estar incluida na amostra. Como conseqiiéncia direta dessas duas
implicagdes, ndo seria adequado fazer inferéncias precisas sobre a epidemiologia do
prognatismo mandibular.

Portanto, decidiu-se fazer uma segunda analise de segregagdo, considerando
apenas os nucleos familiares (pais, maes e filhos), onde um dos individuos era o
probando. Havia entdo duas possibilidades, usar 20 familias nucleares com probandos,
irmaos e pais, ou 54 familias nucleares tipo probandos, conjuges e filhos. O uso de
probandos e seus irmaos poderia facilitar os calculos, mas em razao de sé existirem 20
familias nucleares desse tipo, muitas familias amostradas seriam perdidas. Por isso
optou-se por utilizar os 54 nucleos familiares de probandos, conjuges e filhos. Em

funcdo disso e em fungdo de se ter considerado a incidéncia do prognatismo mandibular
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em 2% da populacdo geral, a freqii€ncia do gene nessa segunda analise foi mais
proxima da freqiiéncia nas familias estudadas (6%).

Nesta segunda andlise, em comparacdo com o modelo misto, 0 modelo que mais
se adequou foi o modelo estritamente dominante. A hipdtese de inexisténcia de
associacdo familial foi rejeitada, bem como a que propde a inexisténcia de um gene
principal, podendo-se aceitar a participacdo de um componente multifatorial. Porém,
nao foi possivel calcular os modelos de taus (ts livre e ts iguais), pois para estimar os
taus, o tamanho das amostras deve ser maior. Por isso foi importante calculd-la na
primeira analise, onde o “N” era maior. O modelo estritamente recessivo ndo pode ser
descartado pois mostrou ser estatisticamente igual ao modelo misto. Mas o modelo
aditivo foi rejeitado. O calculo do valor de penetrancia também ficou comprometido
nessa segunda andlise, pois trés modelos diferentes foram aceitos: o misto, o
estritamente dominante € o modelo recessivo; e sabe-se que para que o calculo da
penetrancia tenha sentido, precisa-se de um modelo genético bem estabelecido. Por isso,
para a estimativa de penetrancia deve-se considerar a primeira analise.

Na segunda andlise, a idéia de considerar em 2% a incidéncia do prognatismo
mandibular na populagdo e ainda indicar quem s@o os probandos, através da utilizacdo
de nucleos familiares, ¢ uma forma de compensagdo para tentar corrigir o0 modelo de
averiguacdo empregado para formar a amostra. O uso da freqiiéncia do gene na
populagdo tenta cobrir a lacuna de achar que os individuos de fora que chegam a familia
ndo tem o alelo da caracteristica estudada.

Quando se compara a primeira ¢ a segunda andlises complexas de segregagao
realizadas, observas-se que a segunda ¢ mais cuidadosa no momento que tenta corrigir o
modelo de averiguagdo, mas € discutivel no momento que tenta extrapolar os resultados
da amostra desse estudo para a populacdo em geral. A primeira andlise apresenta um
numero maior de individuos, entdo ¢ capaz de apresentar maiores diferencas entre os
valores de verossimilhanca maxima. Os resultados finais de uma e de outra ndo sao

discrepantes, pode-se dizer até que sdo complementares.
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VI — Concluséao

A avaliagdo dos 55 heredogramas e os resultados encontrados nas duas analises
de segregacdo realizadas indicam que ha fortes evidéncias de um gene principal
determinando o acometimento do prognatismo mandibular nas familias estudadas, com
um padrdo de heranga mendeliano, de carater principalmente dominante, com
penetrancia incompleta. Sugere-se a existéncia de fatores ambientais e a acdo de genes
secundarios (componentes multifatoriais), mas ndo ¢ possivel quantifica-los ou
discriminar o papel de cada um deles, nem dizer qual ou quais sdo os responsaveis pela
penetrancia incompleta do gene principal.

Estudos prospectivos maiores sdo necessarios para confirmar esses achados.
Analises de ligacao de casos familiares podem ajudar a buscar indicagdes da localizagao
cromossdmica do gene candidato e com isso, ajudar a esclarecer os mecanismos
fisioldgicos envolvidos no aparecimento do prognatismo mandibular, contribuindo para

uma melhor compreensao de sua patogénese.
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CAPITULO 2

Andlise de ligacao de seis loci microssatélites situados
préximos a genes candidatos ao prognatismo mandibular
em familias brasileiras
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| - Introducao

Uma vez que existe uma especificidade intra-especifica na ordem dos genes,
distribuidos ao longo de cada um dos 22 cromossomos autossémicos humanos e dos
dois sexuais, € possivel construir os chamados mapas génicos. Nos ultimos anos varios
genes responsaveis por doengas ou malformacgdes estdo sendo mapeados com a ajuda de
marcadores moleculares.

Dentre os marcadores mais utilizados estdo os microssatélites ou STR (Short
Tandem Repeats), descritos em 1985 (Jeffreys et al., 1985). Os microssatélites sdo
repeti¢oes em tandem de mono, bi, tri e tetranucleotideos, multialélicos, que apresentam
alta heterozigose (a maioria entre 70 ¢ 90%) (Jeffreys et al., 1985). A descrigdo de
multiplas regides gendmicas contendo STR ao longo de todos os cromossomos esta
viabilizando a realizagcdo de estudos de ligacao utilizando genes candidatos ou
escaneamento do genoma total (Rao e Province, 2001).

No presente trabalho, testou-se a ligacdo gé€nica entre seis marcadores do tipo
microssatélites localizados proximos a regides candidatas ao prognatismo mandibular
em familias brasileiras portadoras dessa malformacao. Desses seis marcadores, trés
STRs mostraram previamente resultados positivos quanto a ligagdo com o prognatismo
mandibular em familias japonesas e coreanas (Yamaguchi et al., 2005) e os outros trés
estdo localizados préoximos a genes também relacionados com o desenvolvimento
craniofacial ((Jacob et al., 2006; Rump et al., 2006; Freitas et al.; 2006; Stevens e
Roeder, 2006; Stein et al., 2004; Yoshida et al. 2004).

Ligacdo génica

Os genes que estdo situados no mesmo cromossomo sdo ditos sinténicos,
enquanto que os genes sinténicos que estdo fisicamente proximos sdo ditos ligados. Os
genes sao considerados completamente ligados caso os alelos dos mesmos ndo possam
ser separados por recombinacgdo e parcialmente ligados quando hd recombinacao entre
eles em uma taxa inferior a 50%. Loci em diferentes cromossomos segregam juntos
somente ao acaso (Teare e Barret, 2005).

Analise de ligacao € o processo de busca da localizagdo aproximada de um gene
pela observagdao de evidéncias de co-segregacdo com marcadores genéticos cujas

localizagdes ja sdo conhecidas. Co-segregacdo ¢ a tendéncia de dois ou mais genes
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serem herdados juntos e, conseqiientemente, de individuos com fendtipos similares
apresentarem os mesmos alelos para o locus do marcador (Thomas, 2004).

A idéia basica da analise de ligacdo ¢ determinar os gendtipos de varios
marcadores, cujas localizagdes sejam conhecidas, para varios membros de uma familia
com multiplos casos da doenca e averiguar a co-segregacdo com a caracteristica de
interesse. Familias extensas com muitos casos de afetados ainda vivos sdo altamente
informativas para esse proposito. Apos a genotipagem ¢é possivel extrapolar como € a
constitui¢do alélica dos individuos com relagdo aos loci analisados. Para tanto, os dados
mais informativos sao aqueles dos individuos cujos pais sdo heterozigotos para os loci
em questdo e cujos genotipos ja sejam conhecidos, pois dessa forma ¢ possivel inferir
com relativa certeza de onde veio cada um dos alelos dos filhos. Com a utilizagdo dos
microssatélites como marcadores as analises tornaram-se mais factiveis, pois o nimero
de individuos heterozigotos ¢ maior.

O marcador e a variante genética causal ndo estdo necessariamente localizados
dentro do mesmo gene. Ao incorporar a biologia da formacdo dos gametas e
recombinagdes cromossOmicas nos modelos matematicos que calculam a extensdao na
qual um dado marcador tende a ser transmitido em conjunto com uma dada
caracteristica em uma determinada familia, pode-se estimar se uma variante genética
causal pode estar localizada perto daquele marcador e, se estiver, quao perto esta.
(Burton et al., 2005).

A analise de ligagdo se baseia em dois principios. O primeiro € que genes em
diferentes cromossomos segregam independentemente, de tal maneira que nao pode
haver ligag¢do entre eles. O segundo principio € que a fragdo 0 de recombinagdo entre
dois loci no mesmo cromossomo aumenta com o aumento da distancia fisica entre eles,
eventualmente atingindo o valor limite de 0,5, ou seja a mesma probabilidade de
recombinagdo de dois cromossomos ndo homoélogos. E exatamente esse gradiente de
probabilidades de recombina¢do que permite que a andlise de ligagdo determine a
provavel localizagdo de um gene (Thomas, 2004; Rao e Province, 2001). Isso pode ser

mostrado graficamente na FIGURA 1.
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FIGURA 1 - Mapa de Haldane, que mostra a relagdo entre a distancia fisica (x) em

pares de base (pb) e a fracdo de recombinacdo () em Morgans (M), e o

Mapa de Kosambi, que faz uma correcdo no mapa de Haldane, levando em

consideragdo o fendmeno da interferéncia (adaptado de Thomas, 2004).

As distancias no mapa (FIGURA 1) expressam a localizacdo dos marcadores em
relacdo a uma lista estabelecida de outros marcadores cuja ordem e localizagdes ja
foram estabelecidas previamente (a0 menos aproximadamente). Essas distdncias x sao
expressas em centiMorgans (cM), onde 1 cM representa a distancia na qual o numero
esperado de eventos de recombinagdo ¢ 1%. As fracdes de recombinagdo, sendo
probabilidades, sdo quantias ndo dimensiondveis, geralmente expressas em percentuais,
apesar do termo cM e percentuais serem freqiientemente utilizados de maneira
indistinta, com o mesmo significado. A distancia fisica ¢ medida em pares de base (pb)
de DNA, de tal maneira que 1 ¢cM corresponde em média a aproximadamente 1 milhdo
de pb, apesar desse fator de proporcionalidade variar ao longo do genoma e de acordo
com o0 sexo e com outros fatores (Thomas, 2004).

Porém, dado que um evento ocorreu em um determinado local, a probabilidade
de que um outro aconteca nas imediacdes ¢ mais baixa que a taxa global, um fenémeno
conhecido como interferéncia. Baseado em teorias matematicas sobre interferéncia,
derivou-se uma variacao de outro mapa de fung¢do, talvez o mais utilizado, chamado de
mapa de Kosambi (FIGURA 1) (Thomas, 2004).

Portanto, se um marcador genético apresenta uma baixa taxa de recombinacao
com relagdo a um gene de uma doenga, pode-se inferir que o gene dessa doenca deve

estar bem perto daquele marcador. Na pratica, em principio, procuram-se os nucleos
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familiares pai-mae-filhos (meioses), nos quais os pais sdo duplamente heterozigotos
(para o gene da doenca e para o marcador) e conta-se o nimero de ocasides na qual o
haplotipo transmitido ¢ um recombinante ou um ndo-recombinante. No método direto
calcula-se a propor¢ao de recombinantes em relacdo ao nimero total de meioses; o
resultado ¢ uma estimativa direta da fracdo de recombinagao (0) (Thomas, 2004; Rao ¢
Province, 2001). Esta fragdo de recombinagdo, ou seja, propor¢do de meioses que
resulta em recombinagdo, indica quio distantes estdo dois genes (Burton et al., 2005;
Teare e Barret, 2005; Rao e Province, 2001).

A dificuldade ¢ que a ndo ser que o gene da doenga seja totalmente penetrante,
sem a presen¢a de fenocopias, ndo se podem determinar os genotipos dos individuos
nos locus da doenga, e mesmo se fosse possivel, nem sempre seria possivel descobrir as
fases. Na pratica, muitas meioses ndo sao totalmente informativas, entdo métodos mais
complexos sdo necessarios para explorar os dados disponiveis, como por exemplo, o

Lod score (Thomas, 2004).

Lod scores

Do mesmo modo que em qualquer estudo estatistico, deve-se ter cautela em
garantir que os resultados obtidos em um estudo de ligagdo nio sdo devidos apenas ao
acaso. Por exemplo, considerando a analise de um locus marcador bialélico para uma
dada familia afetada com uma determinada caracteristica ou malformagao, ¢ possivel
que toda a prole afetada herde um dado alelo enquanto que a prole ndo afetada herde o
outro alelo, mesmo quando este ndo esta ligado ao gene da doenca, por acaso. Esse
resultado enganador torna-se menos provavel a medida que aumenta o nimero de
individuos analisados (Thomas, 2005; Burton et al., 2005; Rao ¢ Province, 2001).

O método padrao utilizado, ainda considerado como a ferramenta mais eficaz em
analises genéticas para determinar se o resultado de uma analise de ligagdo nao ¢ fruto
apenas do acaso, foi inicialmente descrito por Morton (1955). Basicamente ¢ a
comparacdo da probabilidade de que dois loci estejam ligados com uma determinada
fragdo de recombinagdo versus a probabilidade de que os dois loci ndo estejam ligados.
A hipétese nula representa auséncia de ligagdo entre a caracteristica e o locus do
marcador (fragdo de recombinacdo = 50% ou 0 = 0,5) e a hipdtese alternativa pressupde
que essa ligacdo exista (0 < 0.5) (Teare e Barret, 2005; Thomas, 2004; Rao e Province,
2001).
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Por exemplo, para testar a hipdtese de que dois loci estejam ligados com uma
fragdo de recombinagdo de 6 = 0,1 versus a hipotese de que eles ndo estejam ligados (0
=0,5), usam-se os dados de heredograma para calcular uma taxa de probabilidade. Se os
dados indicarem que 6 ¢ mais provavelmente igual a 0,1 que a 0,5, entdo a taxa de
probabilidade serd maior que 1,0. Se, entretanto, os dados de heredograma sdo contra a
ligagdo dos dois loci, entdo o denominador sera maior que o numerador, ¢ a taxa sera
menor que 1,0. Por convengao, usa-se o logaritmo dessa taxa, chamado de logaritmo das
chances (Logarithm of the odds) ou Lod score (Rao e Province, 2001).

Valores altamente positivos de Lod score (LOD) sdo evidéncias de ligagdo, e
valores negativos sdo evidéncias contra a mesma (Teare e Barret, 2005). Quanto mais
alto o valor do LOD, maior a evidéncia de ligagdo. Convencionalmente, um valor de +3
¢ considerado como uma evidéncia de ligacdo significante em casos de andlises
paramétricas para caracteristicas monogénicas. Esse valor indica que a probabilidade a
favor da ligacdo ¢ mil vezes maior que a probabilidade contra a ligac¢do. E a hipotese de
ligacdo ¢ considerada descartada para todos os valores de 0 nos quais o LOD é menor
que -2 (Teare e Barret, 2005).

As referéncias dos LODs para os critérios de inclusdo ou exclusdo (- 2 e + 3)
foram originalmente estimadas para ligagdo de dois pontos para um unico marcador
com uma fracdo de recombinagdo fixa. Esses valores foram derivados da teoria de
analise seqiiencial e tem uma eficicia de 99% com uma taxa de 5% de falsos positivos
(Thomas, 2004). Com os métodos multipontos, com mapas densos de marcadores e com
a possibilidade de estudar doengas complexas com muitos genes envolvidos, critérios
mais restritivos foram necessarios o que visa maximizar o valor de LOD sobre a fra¢ao
de recombinagdo. Isso aumenta o potencial de detectar ligagao (Teare e Barret, 2005).
Esse limiar varia nos casos de doengas complexas, podendo chegar a um valor de LOD
igual a 4,0, nos casos de andlises ndo paramétricas que usam pares de irmaos afetados
(Kruglyak e Lander, 1995).

O Lod score ¢ calculado somando-se as contribuigdes das probabilidades sobre
todas as combinagdes de marcadores e genotipos da caracteristica (incluindo as fases
dos duplos homozigotos). Em razdo de existir muito mais combinacdes que as
existentes nas andlises de segregacdo, um modelo de expressdo do fenotipo deve ser
especificado (Teare e Barret, 2005; Thomas, 2004; Rao e Province, 2001). Esse modelo

inclui o padrao de heranga e a freqiiéncia do alelo da caracteristica e ¢ geralmente
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estabelecido fixando-se os pardmetros de penetrancia e freqiiéncia alélica em valores
determinados em andlises de segregacdo prévias, realizadas na mesma amostra, e depois
avaliando os LODs sobre um conjunto de valores de 6 (Teare e Barret, 2005).

O objetivo final da andlise ¢ estimar a fracdo de recombinacdo entre um unico
gene da caracteristica ¢ um unico locus marcador (analise de dois pontos) ou a posi¢ao
do locus da caracteristica em relagdo a um mapa fixo de marcadores. Nesse caso, dois
ou mais loci de marcadores sdo usados simultancamente (analise de multiplos pontos)

(Teare e Barret, 2005).

Estratégias utilizadas na identificacio de loci relacionados a

caracteristicas complexas

Existem duas estratégias basicas para se identificar loci para caracteristicas
complexas. Uma dessas ¢ o escaneamento do genoma inteiro, onde polimorfismos
andnimos uniformemente distribuidos ao longo do genoma sdo testados em busca de
ligagdo com um locus da caracteristica. A segunda estratégia usa genes candidatos, que
a partir do conhecimento prévio a respeito das bases bioldgicas do problema a ser
estudado, traca hipdteses para testar varios genes ja conhecidos que possam ter alguma
participa¢cdo na manifestacdo do fenotipo (Rao e Province, 2001).

A busca sistematica pelo genoma humano de ligagdo entre o locus de uma
caracteristica e loci de marcadores moleculares de localizagdo conhecida é denominada
escaneamento do genoma total. Essa metodologia, quando familias extensas sao
utilizadas, tem permitido identificar os loci principais de susceptibilidade para uma
doenga especifica (Sharma et al. 2000).

Os primeiros escaneamentos foram feitos rastreando o genoma total com 70 ou
80 marcadores e nos casos em que houvesse indicagdo de uma regido de possivel
liga¢do, aumentava-se o conjunto de marcadores proximos a regido. Porém, com essa
abordagem deixava-se de examinar regides importantes. Atualmente, com o
desenvolvimento da roboética e de métodos de andlise em larga escala, sdo utilizados os
mapas de alta resolugdo que empregam de 300 a 500 marcadores simultanecamente
(Teare e Barret, 2005; Mah, 2001).

Quando uma regido especifica demonstra evidéncia de ligagdo (LOD positivo),
estreita-se a busca excluindo todas as regides com valores de LOD altamente negativos,

concentrando os esforgos apenas nas regides estudadas que mostraram indicios de
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ligagdo. Para isso adicionam-se marcadores para gerar um mapeamento mais denso
capaz de cobrir aquela regido, deixando-a com menos de 5cM (aproximadamente 5
milhdes de pares de bases).

Buscas adicionais nas regioes de exclusdo sao um desperdicio de recursos, a nao
ser, ¢ claro, que o modelo genético tenha sido erroneamente estimado, e nesse caso,
poder-se-ia obter evidéncias espurias contra a ligagdo mesmo se um gene principal
estiver localizado naquela regido. Naturalmente, ¢ melhor concentrar os esfor¢os em
regides que ja foram previamente estudadas e que mostraram indicios de ligacao
(Thomas, 2004).

Nos casos de rastreamentos genomicos utilizando pares de irmaos afetados, e
onde ndo se conhece o modo de heranga, recomenda-se que se exclua de consideragdes
futuras qualquer regido com Lod score menor que -2 ¢ que se investigue mais qualquer
regido com Lod score maior que 1 (Hauser et al., 1996; Rish, 1990). Essa investigacdo
pode incluir a genotipagem de outras familias, de outros membros das mesmas familias,
marcadores adicionais ou analises adicionais.

Quando existem fortes indicativos da presenga de um gene principal envolvido e
regides ja foram excluidas, o limiar para excluir outras regides pode aumentar, uma vez
que o gene que se estd procurando deve estar localizado em algum outro local. Para
fenotipos complexos, deve-se ter mais cautela quanto aos mapas de exclusdo, pois uma
dada regido pode conter um gene que esteja segregando relacionado com a caracteristica
somente em parte das familias enquanto nas demais familias outra regido do genoma
esta envolvida. Dessa forma, o Lod score total para um marcador genético ligado pode
ser negativo mesmo que algumas familias contribuam com um Lod score positivo
(Thomas, 2004).

Uma vez que as evidéncias acumuladas apontam para um resultado positivo, ¢
necessario ainda, antes de proclama-lo, se certificar que ndo se trata de um falso
indicativo. As vezes, um locus pode ser identificado em uma familia, mas nao
confirmado em outras. Nesse caso, poder-se-ia pensar em uma heranga poligénica ou
heterogeneidade de locus (Thomas, 2004). Por outro lado, se for observado indicios de
ligagdo com uma regido candidata em vdrias familias, o banco de dados do genoma
humano pode ser acessado para a busca de genes candidatos de acordo com sua posi¢ao

no cromossomo. Nesse caso, ¢ necessario que haja uma repeti¢do dos resultados em
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varios outros testes antes que uma clonagem posicional se justifique (Sharma et al.,
2000).

Em relacdo ao tipo de andlise a ser realizada, essa dependerda da estratégia
escolhida e se enquadra em duas categorias: andlise paramétrica ou nao paramétrica. No
caso das caracteristicas que possuem um ou mais genes principais, com um modelo
genético definido, usam-se as andlises paramétricas. Porém, quando a caracteristica for
multifatorial, onde ndo se tem no¢ao do modelo genético envolvido, usam-se as analises

ndo paramétricas ou model-free (Teare ¢ Barret, 2005; Rao e Province, 2001).

Analises paramétricas de ligacao

As andlises paramétricas de ligagdo, baseadas no modelo genético, sdo aquelas
que analisam a co-segregacdo de alelos especificos em loci génicos especificos dentro
de familias com heredogramas bem conhecidos (Teare e Barret, 2005; Thomas, 2004;
Rao e Province, 2001; Mossey, 1999%). Se o componente genético de uma doenga é
devido a poucos genes principais, ¢ possivel buscar evidéncias de ligagdo com os loci
dos marcadores desta maneira. Entretanto, se o componente genético ¢ formado por um
grande numero de genes distintos, as andlises paramétricas de ligacdo podem ficar
seriamente comprometidas e as alternativas model-free se tornam necessarias (Rao e

Province, 2001).

Analises nio-paramétricas de ligacao (model-free)

Para doencas multifatoriais, onde varios genes e fatores ambientais podem
contribuir para aumentar o risco a doenga, em geral ndo ha um padrao claro de heranga.
M¢étodos para investigar a ligacdo foram entdo desenvolvidos de modo que nao
exigissem a especificagdo do modelo genético, do grau de penetrancia ou da freqiiéncia
alélica (Almasy e Blangero, 1998). Tais métodos sdo conhecidos como ndo-
paramétricos, ou model-free. Possuem menor potencial para detectar evidéncias de
ligacdo, quando comparados aos modelos paramétricos, se os parametros deste ultimo
sdo especificados corretamente. Métodos nao-paramétricos sdo particularmente uteis
para um escaneamento rapido de um grande ntimero de loci de marcadores na busca por
ligagdo, mas sdo menos Uteis para mapeamento fino (Thomas, 2004).

Os métodos ndo-paramétricos se baseiam no principio de que entre os familiares

afetados espera-se encontrar um excesso de compartilhamento de haplotipos que sao
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idénticos por descendéncia (identical by descent ou IBD) na regido do gene causador da
doenga, independente do padrido de heranca. Esses métodos ndo estimam a fracdo de
recombinagdo, mas testam se o compartilhamento de IBD em um locus é maior que o
esperado sob a hipdtese nula de auséncia de ligagao (Teare e Barret, 2005; Rao e
Province, 2001).

Se uma caracteristica ¢ rara, entdo um individuo afetado tem muito mais
probabilidade de carregar um ou mais alelos mutantes do que qualquer outro membro
nao afetado da populagdo. Desta maneira, principalmente para fenotipos dicotomicos, 0s
pares de afetados sdo muito mais informativos que os pares de afetados/ndo afetados ou
de ndo-afetados/ndo-afetados (assumindo que o alelo mutante € raro) (Thomas, 2004).

As trés abordagens mais usadas sdo:

Pares de familiares (relative pairs) — Considera todas as possibilidades de
parentes em um tipo particular de relacionamento e determina se os pares com fendtipos
similares tendem a ter os mesmos alelos para os marcadores, mais do que seria esperado
ao acaso, dada a natureza do seu relacionamento. S3o uteis nos casos de fendtipos
continuos, onde todos os individuos sdo potencialmente informativos. A eficacia do
método de pares de familiares depende de um niimero de fatores, incluindo o niimero de
pares, seu relacionamento ¢ o grau de polimorfismo do locus do marcador (Burton et
al., 2005; Thomas, 2004; Sharma et al., 2000; Morton, 1983).

Pares de irmaos afetados (Affected sib pairs ou ASP)- A analise de pares de
irmdos afetados ¢ uma ferramenta cada vez mais importante para o estudo de
caracteristicas complexas (Kruglyak e Lander, 1995). Essa abordagem testa a hipotese
de que tais pares, que possuem fendtipos similares (e tém por essa razdo maior
probabilidade de compartilharem alelos do locus da doenga), compartilhem alelos na
vizinhanga do locus da doenga, mais do que seria esperado em pares de irmaos
escolhidos randomicamente (Burton et al., 2005).

Espera-se que pares de irmdos compartilhem ao acaso dois alelos IBD
(derivados do mesmo avd) um quarto das vezes, um alelo IBD em metade e que ndo
compartilhem nenhum alelo um quarto das vezes. Essa situagdo ¢ considerada
verdadeira, independente do fenotipo, se os marcadores estudados ndo estiverem ligados
a nenhum locus relacionado a doenga. Se dois irmaos sdo ambos afetados pela doenga, ¢
um gene relacionado a doenga esta ligado a um determinado marcador, entdo se espera

ver um maior compartilhamento de alelos marcadores IBD do que seria esperado ao
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acaso. Por essa razdo tabula-se simplesmente o nimero de alelos compartilhados IBD
por todos os pares de irmaos afetados e compara-se essa distribuicdo com a distribuicao
esperada usando um teste qui-quadrado. Esse procedimento prové um teste para a
hipotese nula, mas nao estima o valor de 6 (Thomas, 2004; Teare & Barret, 2005).

Na prética, o compartilhamento de IBD entre um par de irmaos pode ser dificil
de ser obtido quando os genotipos dos pais sdo desconhecidos e nos casos em que 0s
marcadores selecionados ndo sdo suficientemente informativos para distinguir entre o
compartilhamento de IBD ou de IBS (identical by status). Em tais casos, podem-se
estimar somente as propor¢des de compartilhamento de IBD. Um algoritmo geral para o
calculo dessas proporgdes considera todos os genotipos parentais possiveis que sejam
consistentes com os dados (Teare e Barret, 2005). Apesar dos pares afetados serem os
mais informativos para a ligagdo, os irmaos nao afetados podem também ser uteis nos
caso em que ndo ha disponibilidade dos genotipos parentais ou esses ndo forem
informativos. Dessa forma, a inclusdo dos irmdos ndo afetados pode auxiliar na
determinagao do status IBD.

Pares de familiares afetados (Affected relative pair methods) — Em principio,
o método de pares de irmdos afetados pode ser generalizado para qualquer forma de
pares de familiares. Métodos alternativos tém sido desenvolvidos para analisar familias
com grande nimero de individuos afetados com diferentes graus de parentesco, também
se baseando no grau de compartilhamento de IBD. E atribuido um score a cada
heredograma de acordo com o compartilhamento de IBD e o teste de ligacdo ¢ baseado
na comparac¢do desse score com o valor esperado de acordo com a hipétese nula (Teare
e Barret, 2005; Rao e Province, 2001). O valor desse score aumenta a medida que o
numero de membros afetados que compartilha os mesmos alelos IBD aumenta
(Kruglyac et al., 1996).

Na pratica, os relacionamentos IBD podem ser dificeis de se determinar para
parentes mais distantes, entdo os métodos IBS (identical by status) sao mais comumente
usados. Se as freqiiéncias dos alelos marcadores na populagdo sdo conhecidas, pode-se
simplesmente formar uma tabela de eventualidades para cada tipo de relacionamento,
derivando as distribui¢des esperadas do compartilhamento de alelos seguindo os
procedimentos gerais usados nos casos de irmdos afetados. Em geral, entretanto, as
freqliéncias dos alelos ndo s3o conhecidas ¢ devem ser estimadas dos dados, entdo o

teste de significancia deve refletir a variabilidade da amostra nessas estimativas. Testes
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mais eficazes podem ser empregados usando grande quantidade de parentes afetados,

porém sao métodos bem mais complexos (Thomas, 2004).

Abordagem para analise de ligacdo utilizando marcadores

proximos a regioes candidatas ao prognatismo mandibular

Apesar do grande numero de trabalhos publicados a respeito do diagndstico e
tratamento clinico/cirargico do prognatismo mandibular, poucos estudos até agora tém
se dedicado a busca da localizagdo gendmica do(s) gene(s) responsavel(veis). Até o
momento, apenas um trabalho nessa direcdo foi publicado. Uma analise ndo-paramétrica
foi realizada no Japdo, utilizando 90 pares de irmdos afetados, em uma amostra
composta de familias japonesas e coreanas. Foi feito um escaneamento do genoma total
com 405 microssatélites simultancamente e a melhor evidéncia de ligagdo ao
prognatismo mandibular foi detectada proxima ao marcador D1S234. Também foram
encontradas evidéncias mais sutis de ligagdo com os marcadores D6S305 e D19S884
(Yamaguchi et al., 2005).

O marcador D1S234 se localiza na regido 1p36.11, que ¢ a localizacdo gendmica
do gene RUNX3 (1p36). J& o marcador D6S1689 se localiza na regido 6pl2, muito
proxima da localizagdo gendmica do gene RUNX2 (CBFAI) que ¢ 6p21. A familia
RUNX ¢ responsavel pela expressdo de proteinas importantes para o processo de
osteogénese em mamiferos (Stein et al. 2004). Os subtipos mais importantes sao
RUNXI1, RUNX2 e RUNX3. RUNX2 ¢ considerada a principal chave-mestre da
osteogénese, enquanto que RUNXI1 e RUNX3 sdo expressos nas células Osseas e
parecem participar do desenvolvimento e diferenciacdo das mesmas (Stein et al., 2004).
RUNX2 também parece ser essencial para a diferenciacdo dos osteoblastos. Por outro
lado, RUNX2 e RUNX3 parecem estar envolvidos também na diferenciacao de células
mesenquimais em condrocitos, bem como na proliferacdo e maturagdo dessas células,
etapas fundamentais no desenvolvimento esquelético (Yoshida et al., 2004).

Um estudo que tenha o objetivo de buscar evidéncias de ligagdo para uma
determinada caracteristica utilizando genes candidatos deve utilizar os resultados
conseguidos em outras pesquisas, além de procurar englobar outras regides candidatas.

No presente trabalho foi realizada uma abordagem dessa natureza para a busca
da localizagdo gendmica de locus relacionado ao prognatismo mandibular. Nesse caso,
foram utilizados os marcadores genéticos que mostraram evidéncias de ligagdo em

trabalho prévio (Yamaguchi et al., 2005), assim como foram testados outros marcadores
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localizados proximos a provaveis genes candidatos para a Classe III esquelética, os
marcadores D4S3038, D7S503 e D10S1483.

A localizagao de D4S3038 ¢ 4p16.3, que também ¢ a localizagdo de FGFR3. Ja o
marcador D10S1483 estd localizado na regido exata do FGFR2 (10g26). As proteinas
expressas por esses genes fazem parte da familia dos receptores para os fatores de
crescimento dos fibroblastos. Nesse grupo de genes, a seqiiéncia de aminoacidos ¢
altamente conservada entre seus membros assim como ha conservag¢do evolutiva
também. Um produto génico se diferencia de outro quanto as afinidades de ligacao e na
sua distribui¢do pelos tecidos. A porcao extracelular da proteina interage com os fatores
de crescimento dos fibroblastos, colocando em movimento uma cascata de sinais a
jusante, que ao final influenciam a atividade mitogénica e a diferenciagdo dos mesmos
(Jacob et al., 2006).

O gene FGFR3 est4 relacionado ao hormonio de crescimento dos fibroblastos e
tem um papel importante no desenvolvimento e manutencdo Ossea. Mutacdes nesse
gene levam a craniosinostose e a multiplos tipos de displasias esqueléticas (Jacob et al.,
2006; Rump et al., 2006). Ja o FGFR2 tem relagdo com o aparecimento de algumas
sindromes, como as de Saethre-Chotzen e de Pfeiffer, que também apresentam como
caracteristicas clinicas a craniosinostose e a hipoplasia de ter¢o médio de face. Estudos
tém mostrado que mutagdes nesse gene foram encontradas em familias onde essas
sindromes segregavam (Freitas et al., 2006; Stevens e Roeder, 2006). Uma possivel
hipotese seria de que alguns efeitos mais sutis dos genes FGFR2 e FGFR3 na base do
cranio e no crescimento maxilar poderiam resultar numa Classe 111 esquelética.

O marcador D7S503 estd localizado junto ao gene TWIST, em 7p21.2. Esse
gene também estd relacionado a etiologia da sindrome de Saethre-Chotzen e as
craniosinostoses. Na realidade, parece haver uma interacdo entre este e os genes FGFR

durante o desenvolvimento das malformacgdes do cranio ¢ da face (Kress et. al., 2006).
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Il Proposicao

O objetivo deste estudo foi realizar uma analise de ligacdo paramétrica em 10
familias brasileiras com historia de segregacdo autossdmica dominante do prognatismo
mandibular, usando seis marcadores do tipo microssatélites - D1S234, D4S3038,

D6S305, D7S503, D10S1483 e D19S884 - localizados proximos a regides candidatas.
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Il Material e Métodos

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Brasilia (CEP-UnB) ¢ o
Comité Nacional de Etica em Pesquisa aprovaram o protocolo deste estudo. Todos os
pacientes e familiares analisados assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) para poderem participar do projeto (ANEXO 1).

Amostragem

Para os calculos gerais de probabilidades, antes de realizar a analise de ligacao
propriamente dita, deve-se langar mao de simulagdes para avaliar a eficacia do estudo.
O programa SIMLINK (SIMLINK software package) (Ploughman e Boehnke, 1989) fez
os calculos necessarios para o conjunto de heredogramas coletados, que continham o
fenotipo estudado e a referéncia de quais membros tinham sido genotipados, com o
objetivo de avaliar qual ou quais familias tinham probabilidade de serem informativas
para a analise de ligagdo.

Dessa maneira, as familias onde seria mais provavel encontrar evidéncias de
ligagdo puderam ser identificadas, assim como os individuos que tinham mais
probabilidade de ser os mais informativos. A simulagdo com a replicacdo dos
heredogramas sob as hipdteses de ligacdo foi feita usando os mesmos parametros de
freqiiéncia alélica, penetrancia e status fenotipico dos dados reais.

A avaliagdo foi também baseada nas analises cefalométricas, exames clinicos,
modelos ortodonticos e/ou fotografias faciais e intra-bucais.

Da amostra utilizada previamente na andalise de segregacao contendo 55 familias
coletadas a partir de probandos afetados com prognatismo mandibular, foram entdo
recrutados 42 individuos afetados pertencentes a 10 familias. Os heredogramas
escolhidos (familias 4, 10, 19, 25, 33, 35, 37, 43, 51 e 54) foram aqueles que mostraram
um numero elevado de individuos afetados e um padrdo de heranga autossomico
dominante (ANEXO 2). Todos os heredogramas tinham no minimo trés geragdes, pois
desta maneira ¢ mais facil ter informagdes diretas sobre a fase dos individuos (Rao e

Province, 2001).
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Os familiares selecionados para a genotipagem foram esclarecidos com relagao a
pesquisa e caso aceitassem participar, eram chamados para que fossem tomadas as
providéncias necessarias. Os status fenotipicos de cada probando e familiar afetado ja
haviam sido comprovados anteriormente para o estudo de segregacao.

Os dados cefalométricos dos 42 individuos distribuidos nas 10 familias podem
ser vistos na Tabela I. As medidas cefalométricas ajudaram na determinagdo do status
de afetado ou ndo de cada individuo, ndo s6 como medidas quantitativas da discrepancia
sagital, mas também como indicadores qualitativos para determinar os individuos

minima ou moderadamente afetados.

Extracao de DNA

O DNA total foi isolado de células do sangue. O sangue venoso coletado foi
separado em plasma, fracdo leucocitaria e eritrocitos. Os eritrocitos receberam um
tratamento especial com glicerol antes de ser estocado (ANEXO 3). Para a extracdo do
DNA, foi utilizado o método “Salting out”, modificado por Miller et al (1988)
(ANEXO 3). O DNA foi quantificado em gel de agarose 1% (ANEXO 3) e depois todas

as amostras foram diluidas para uma concentragao de 20ng/pl.

TABELA 1 — Dados cefalométricos dos 42 individuos analisados para os marcadores
genéticos situados proximos a regides gendmicas candidatas ao

prognatismo mandibular.

Familia Individuo Idade SNA SNB ANB Po-ENA Go-Gn SNGoGn Angulo Goniaco

4 18* 47allm 83 84 -1 105 102 44 135
4 22 36a3m 83 84 -1 86 86 36 142
4 32 15a2m 79 80 -1 82 85 41 137
4 34 12alm 77 80 -3 85 88 50 145
4 35 4al0m 78 79 -1 74 65 34 132
4 36 9alm 75 77 -2 77 78 42 133
10 10 S55allm 80 82 -2 85 87 41 136
10 23" 29al0m 85 86 -1 91 92 40 138
19 11 42a3m 86 87 -1 100 94 29 135
19 18 6a9m 85 86 -1 90 80 27 133
25 13 80am 80 86 -6 90 87 27 130

25 22 55allm 87 90 -3 88 85 25 129
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Familia Individuo Idade SNA SNB ANB Po-ENA Go-Gn SNGoGn Angulo Goniaco

25 37 39a2m 83 86 -3 89 85 24 131
25 58 I1la2m 80 81 -1 84 78 37 135
33 13 72a0m 83 85 -2 86 85 32 133
33 40 45a7m 82 84 -2 97 89 31 136
33 57 27al0m 78 79 -1 82 80 35 127
33 69 1289m 78 81 -3 78 78 35 130
35 16 54a2m 74 75 -1 79 79 39 125
35 28 19alm 82 83 -1 92 84 36 130
35 29 16a5Sm 73 77 -4 82 77 49 134
37 23 44al0(m 91 94 -3 104 83 13 130
37 40 19a6m 79 81 -2 98 89 32 126
37 41 23abm 82 84 -2 97 82 32 137
43 52 38allm 81 84 -3 94 92 35 137
43 54 36allm 80 82 -2 85 81 39 137
43 62 39a2m 81 83 -2 85 75 38 136
43 81 16abm 81 82 -1 93 81 35 131
43 83 27a4m 82 84 -2 87 80 34 132
43 84 l6allm 78 77 -1 84 77 25 125
43 86 1387 m 78 79 -1 82 82 45 135
51 14 39a9m 75 77 -2 94 93 39 136
51 18 38a9m 77 78 -1 81 78 44 134
51 28 17allm 85 88 -3 93 92 32 134
51 29 16al0m 78 80 -2 89 82 37 129
54 15 56abm 86 &9 -3 90 84 24 134
54 16 48a6m 80 81 -1 85 77 37 135
54 21 58a3m 76 77 -1 85 70 43 144
54 23 58a3m 81 82 -1 90 80 41 148
54 50 25a¢4m 76 79 -3 82 81 32 129
54 51 2la4dm 82 85 -3 &9 92 30 125
54 52 19a8m 83 85 -2 90 94 31 128

*dados da avaliagdo cefalométrica pos-cirtirgica ortognatica

Marcadores Genéticos Utilizados

Seis iniciadores para marcadores polimorficos bem documentados no GenBank

foram escolhidos para serem analisados nessa amostra (TABELA II). Esses marcadores
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foram escolhidos em fun¢do de sua heterozigose e pela sua ligacdo ou proximidade com
regides candidatas a Classe Il esquelética indicadas por trabalhos prévios (Jacob et al.,
2006; Rump et al., 2006; Freitas et al.; 2006; Stevens e Roeder, 2006; Yamaguchi et al.,
2005; Stein et al., 2004; Yoshida et al. 2004). O processo de purificagdo foi feito pelo
método de dessalinizagdo e foi realizada uma dilui¢do para se ter uma solucdo de
trabalho com uma concentragdo de 10uM (ANEXO 3).

Todos os iniciadores forward foram marcados com fluoroforos de cores
diferentes, de acordo com o tamanho do produto da PCR. O objetivo foi facilitar a
leitura dos resultados de genotipagem, pois, dessa maneira, os picos dos marcadores que
apresentassem coincidéncia no nimero de pares de base poderiam ser distinguidos
facilmente. Assim sendo, foram usados os fluor6éforos 6-FAM (azul) para os marcadores
D4S3038, D6S1689 ¢ D19S566, HEX (verde) para o D1S234 ¢ D7S503 e NED
(amarelo) para o D10S1483-F NED (130-158pb).
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TABELA II: Caracteristicas dos marcadores genéticos do tipo microssatélites com repeticdes de dinucletotideos utilizados na andlise de ligacao

génica.

Tamanho do
Locus Localizacio Gene candidato Iniciadores utilizados Codigo GenBank
produto (pb)

Forward: GCCAGGAGGTTGAGG
D1S234  1p36. 11 RUNX3 (1p36) 226-238 716889
Reverse: AAGGCAGGCTTGAATTACAG

Forward: GAAGACCAGCATTCGG
D4S3038  4pl6. 3 FGFR3 207-229 751777
Reverse: GGTTTAATACACAGTAATTGTTCA

Forward: AGTTGTTTGATGNCCAGG
D6S1689  6p21 RUNX2 (CBFAL1) (6p21) 279-319 751650
Reverse: AGCTCTCCTACTTCTAGCAGATGAC

Forward: CTTGGAGTAATGGGAGCAG
D7S503 Tp21.2 TWISTT1 279-319 751750
Reverse: TCCCTGAAAACCTTTAATCAG

Forward: CAATGCTATCCCGGCTATG
D10S1483 1026 FGFR2 130-158 752448
Reverse: TCAAGACTGCAAGCGTGT

Forward: AGCTTCAGAGGCCATAGC
D19S566  19p13. 1 COMP (19p13.2) 139-169 752152
Reverse: CAGGTAGGGCTGGAATGTT
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Reacoes de PCR (Polymerase Chain Reactions)

Os seis microssatélites foram amplificados separadamente e analisados juntos
em um seqiienciador automatico ABI377. As rea¢des foram realizadas com um volume
final total de 12,5ul, contendo 40 ng de DNA gendmico, 0,3uM de cada iniciador
(forward e reverse primers), 0,250 mmol de dNTPs, 1 mmol de MgCl,, 1 unidade de
Taq polimerase e tampao de amplificagdo 1X. As amplificagdes dos marcadores
D1S234 e D10S1483 foram realizadas em termociclador com um passo inicial a 95°C
por 5 minutos, 29 ciclos de 94°C por 1 min, 51°C por 1 min, 72°C por 1 min e um passo
adicional de extensdo a 72°C ap0s a finalizagdo dos ciclos por 30°. Para os demais loci,
o programa da PCR variou de acordo com a temperatura de pareamento dos iniciadores
que foram de 50°C, 53°C, 53°C e 52°C para os marcadores D4S3038, D6S1689,
D7S503 e D19S566 respectivamente.

Verificacdo de amplificacio

Os produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo para verificagdo de amplificagdo. Foram aplicados 5 pl de cada
produto de PCR e 3 ul de tampao de carregamento em cada pogo. A eletroforese foi de
cerca de 45’ com 100V de corrente. As bandas foram avaliadas e fotografadas sob luz
ultravioleta. Todas as amplificagdes que ndo obtiveram sucesso e/ou apresentavam um

padrdo inadequado de bandas foram repetidas.

Genotipagem

Para genotipagem, 2ul dos produtos de amplificagdo dos seis marcadores para
cada individuo foram transferidos para microtubos de polipropileno e homogeneizados.
lul dessa mistura foi transferida para outro microtubo onde foram adicionados 0,8ul de
Rox (marcador) e 3,2l de tampao de carregamento com formamida. A mistura final foi
desnaturada, 1ul foi aplicado em gel de poliacrilamida e a eletroforese foi realizada em
um seqiienciador ABI prism 377 (Perkin Elmer). O tempo de cletroforese foi de cerca
de 2h 30°. Os dados de cada genotipagem foram analisados com a utilizagdo de dois
programas de computador: Genescan e¢ Genotyper (Perkin Elmer). E importante
ressaltar que as informagdes nessa etapa foram analisadas independentemente do

conhecimento da estrutura do heredograma.
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Apds a conclusdo da coleta dos dados de genotipagem foi realizada uma
checagem dos gendtipos encontrados para cada individuo, dessa vez utilizando as
informagdes de cada heredograma, no intuito de encontrar inconsisténcias de heranca
mendeliana. As inconsisténcias encontradas foram solucionadas com a repeti¢do da
genotipagem para aquelas amostras determinadas ou, em caso de impossibilidade de

repeticao por qualquer motivo, através da exclusao dos individuos da analise.

Analise de Ligacao

A andlise de segregagdo prévia indicou um padrdo de heranga autossomico
dominante para o prognatismo mandibular nesse conjunto de familias, entretanto, a
presenca de muitos portadores obrigatorios nao afetados sugeriu que um modelo com
penetrancia reduzida seria o mais apropriado.

Desta maneira, foi feita uma andlise de ligagdo paramétrica, com uma
penetrancia ajustada para 90% para um padrio de heranca autossomico dominante e
uma freqiiéncia de 1% para os alelos do gene principal. Essa freqiiéncia alélica foi
extrapolada da estimativa de aproximadamente 2% de prevaléncia do prognatismo
mandibular. A estimativa da prevaléncia foi baseada na prevaléncia estimada para as
populacdes parentais brasileiras (Martins, 1994).

A analise realizada foi do tipo dois pontos, avaliando os Lod scores sobre um
conjunto de valores de 6 usando o programa MLINK (Lathrop e Lalouel, 1984) como
implementado no pacote FASTLINK, versdo 3.0 (Cottingham et. al., 1993).

O programa gerou um grande numero de possiveis conjuntos de dados de
marcadores para cada familia, dado o nimero de alelos, suas freqiiéncias, um valor
postulado de 6 e avaliou os Lod scores para cada conjunto. Os Lod scores médios para
cada familia ou a probabilidade que o LOD fosse maior que 3 (ou qualquer outro valor),
pode ser obtida e utilizada para avaliar a inclusdo ou exclusdo de ligacdo nessas familias
para os marcadores selecionados.

Teoricamente, as amostras avaliadas seriam suficientes para mostrar liga¢ao
significante (LOD = +3,4) ao locus principal para o prognatismo mandibular nessas
familias se o marcador polimdrfico estivesse essencialmente na mesma localizacdo do
locus (8 igual a zero). Seriam suficientes para mostrar uma indicacdo de ligagao (LOD =
+2,3), se 0 fosse igual a 0,05, com o marcador polimérfico 5 cM ou aproximadamente 5

milhdes de pares de bases afastado do locus principal em uma diregdo ou na outra.
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Em caso de auséncia de ligacdo, areas de exclusdo foram calculadas em ambas
as diregoes a partir do locus do marcador, baseado no valor do Lod score para cada

valor de 0.
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IV Resultados

Os resultados da genotipagem para os seis marcadores microssatélites para os 42
individuos selecionados estdo apresentados TABELA III. Os valores de Lod scores
estimados para cada marcador, em cada uma das familias, para um conjunto de valores
para 6 podem ser vistos no Anexo 4. Na TABELA 1V estao apresentados os Lod scores
para o conjunto das 10 familias analisadas. Os dados indicaram que, nas familias
estudadas, nao houve evidéncia de ligagdo para cinco dos marcadores avaliados a um
locus do prognatismo mandibular. Para o locus D4S3038, com os dados observados,
nao se pode concluir ou excluir que haja ligacao.

Para o marcador D1S234, o LOD foi -15,84 para um 6 de zero. Também nao
houve evidéncia de ligagdo até¢ um 6 de 0,1 (LOD igual a -3,28). Esses resultados criam
uma area de exclusdo para um locus dominante de prognatismo mandibular em uma
regido de 10cM do D1S234 em ambas as dire¢des, no conjunto de familias avaliadas.

Com relacdo ao D4S3038, o LOD estimado foi de -1,44 para um 6 de zero,
aumentando para 0,44 com um valor de 0 igual a 0,1. Nao houve area de exclusdo pois
poucas familias mostraram ser informativas para esse marcador em particular.

No caso de D6S1689, o LOD foi -7,06 para um 0 de zero. A regido excluida foi
de pouco mais de 1 cM para cada lado do marcador.

J& para o marcador D10S1483, o LOD ficou em -7,73 para um 6 de zero. Esse
resultado exclui ligacdo ao FGFR2 e outros genes em uma area de 1cM do marcador
para ambos os lados.

Para D7S234, o LOD foi -8,94 para um 6 de zero. Também nao houve evidéncia
de ligagdo até um 0 de 0,01 (LOD igual a -3,77), excluindo genes em uma regido que se
estende aproximadamente 2,5 ¢cM do D7S234 em ambas as direcdes.

Os dados de todas as familias analisadas indicaram que nao ha evidéncias de
ligagdo do D19S566 ao locus da Classe 111, com um valor de LOD igual a -9,21 para um
0 de zero. Nao ha evidéncia de ligagdo até um valor de 6 igual a 0,01 (LOD igual a -
4,71), excluindo uma regido de aproximadamente 4 cM em ambas as dire¢des a partir

do marcador.
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TABELA III — Genotipos dos 42 individuos para os seis microssatélites analisados

(D1S234, D4S3038, D6S1689, D7S503, D10S1483 ¢ D19S566).

Familia Individuo

Genotipos

D1S234 D4S3038 D6S1689 D7SS503 D10S1483 D19S566
4 18 226 236 207 209 307 311 148 180 130 144 145 157
4 22 226 236 207 221 307 327 148 180 142 144 145 157
4 32 230 236 207 221 307 307 148 170 130 136 145 159
4 34 226 228 207 221 311 311 148 174 130 144 145 157
4 35 226 226 207 221 277 327 180 180 130 142 145 155
4 36 226 226 207 221 307 307 148 174 130 142 145 157
10 10 232 236 225 225 311 311 170 172 142 146 161 165
10 23 226 232 207 225 311 311 170 172 142 146 159 16l
19 11 230 234 219 223 289 291 170 172 148 150 141 153
19 18 226 230 209 219 289 313 170 172 142 150 141 159
25 13 230 234 219 219 291 311 170 180 130 146 153 161
25 22 230 236 219 219 309 311 148 170 130 146 153 155
25 37 234 236 207 219 309 311 148 170 130 144 155 16l
25 58 226 236 211 219 311 311 148 180 130 144 161 161
33 13 226 230 219 219 311 311 158 168 130 130 155 159
33 40 226 230 203 219 293 311 168 168 130 130 155 167
33 57 226 236 219 221 311 311 156 170 148 152 145 159
33 69 226 236 203 219 311 311 156 168 130 144 155 167
35 16 224 230 219 219 311 311 168 180 140 140 157 168
35 28 224 228 219 223 311 311 180 180 140 140 157 157
35 29 228 230 219 223 311 311 172 180 140 144 157 168
37 23 228 232 207 223 279 311 162 170 144 144 159 165
37 40 228 234 219 223 287 311 162 162 132 144 155 159
37 41 226 232 219 223 287 311 162 162 142 144 155 159
43 52 224 226 207 221 311 311 148 180 130 156 161 163
43 54 224 226 219 221 299 311 148 180 140 140 161 163
43 62 230 236 207 221 311 311 150 170 130 156 161 161
43 81 224 228 217 221 299 311 148 180 130 156 155 161
43 83 224 228 217 221 299 311 148 180 130 144 159 161
43 84 226 238 219 219 291 299 148 180 140 140 163 163
43 86 230 238 219 221 299 299 180 180 130 148 145 16l
51 14 226 232 219 223 311 315 170 180 130 156 141 157
51 18 226 226 219 219 311 311 170 172 130 144 145 16l
51 28 226 232 219 223 311 311 170 180 130 144 141 145
51 29 226 232 219 223 311 311 170 172 130 144 141 145
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Genotipos
Familia Individuo

D1S234 D4S3038 D6S1689 D7S503 D10S1483 D19S566
54 15 230 236 221 223 311 311 170 180 138 142 157 161
54 16 226 228 209 223 293 307 148 170 124 130 157 165
54 21 226 228 209 223 293 311 148 162 124 144 159 165
54 23 226 230 211 223 277* 277* 170 172 124 144 165 165
54 50 228 236 209 221 293 311 170 180 130 142 157 161
54 51 226 230 209 221 307 311 148 180 124 138 157 165
54 52 226 236 209 221 307 311 148 180 130 142 157 165

*Amostra descartada devido a inconsisténcia no padrdo de heranga mendeliano e impossibilidade de

repeticdo da genotipagem.

TABELA IV — Lod scores resultantes da analise de ligagdo de seis marcadores
microssatélites (D1S234, D4S3038, D6S1689, D7S503, D10S1483 e
D19S566) com o locus do prognatismo mandibular para o conjunto das
familias brasileiras analisadas para um conjunto de valores para 6. Os

valores em negrito indicam as areas de exclusao de acordo com 6.

Valores de 0
0,0 0,01 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4

Marcador

D1S234 -15,84 -9,04 -5,12 -3,28 -1,57 -0,73 -0,25
D4S3038 -1,44 -0,17 0,35 0,44 0,31 0,11 -0,01
D6S1689 -7,06 -3,54 -1,15 -0,24 0,34 0,37 0,20

D7S503  -8,94 -3,77 -1,39 -0,51 0,03 0,10 0,05

D10S1483 -7,73 -1,90 -0,63 -0,20 0,07 0,11 0,06

D19Ss66 -9,21 -4,71 -1,94 -0,89 -0,19 -0,02 0,00
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V Discusséao

A populagdo brasileira foi formada basicamente por uma mistura de povos
europeus, africanos e amerindios, fato amplamente comprovado por dados historicos e
genéticos. A contribuicdo asiatica para a formacdo da populagdo brasileira ¢
negligenciavel. Por essa razdo, a auséncia de ligagdo dos loci D1S234, D6S305 e
D19S884 ao locus do prognatismo mandibular, os mesmos que mostraram evidéncias
de ligagdo nas familias japonesas e coreanas (Yamaguchi et al., 2005), pode refletir as
diferencas existentes entre a populagdo brasileira e a asidtica no que se refere aos fatores
etioloégicos que levam ao prognatismo mandibular. Porém, os resultados encontrados
podem também indicar ndo somente uma heterogeneidade genética, como também
podem ser reflexo de uma heterogeneidade no desenho dos dois estudos e nos critérios
de escolha do fenétipo.

Os outros trés loci testados (D4S3038, D7S503 e D10S1483) estdo mais
relacionados a genes que poderiam levar a um quadro de Classe III esquelética devido
ao retrognatismo maxilar. Como em nossa amostra, buscaram-se casos de Classe III
esquelética em fungdo de prognatismo mandibular, tal diferenca pode explicar a
auséncia de evidéncias de ligagdo. Como a literatura relata que, muitas vezes o
retrognatismo maxilar e o prognatismo mandibular sdo dificeis de serem dissociados,
pois o crescimento das duas bases osseas ocorre de forma interdependente (Singh et al.,
1998% Singh et al., 1998°), testar marcadores ligados a genes candidatos ao
retrognatismo maxilar se justifica.

Uma maneira de resolver o problema das replicacdes em doengas complexas ¢
fazer uma meta-analise com o pool dos resultados dos estudos de ligagdo (Teare e
Barret, 2005; Rao e Province, 2001). Entretanto, a meta-analise funciona melhor quando
os estudos sao feitos sob condigdes homogéneas, quando os fenotipos sdo medidos com
0os mesmos critérios € quando as analises estatisticas sdo similares (Rao e Province,
2001.

Em geral, o fracasso na replicagdo de um estudo pode ter varias possiveis razoes:
o estudo original pode ser um falso positivo, a amostra de replicagdo nao teve potencial
suficiente (falso negativo), o estudo de replicacdo foi baseado numa populacdo diferente

da usada no estudo original, pode haver heterogeneidade de locus ou simplesmente pode
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ser uma conseqiiéncia estatistica de se tentar mapear varios genes envolvidos em uma
caracteristica oligogénica (Rao e Province, 2001).

Deve-se lembrar que um trago caracteristico de algumas caracteristicas
complexas ¢ o fato de serem oligogénicas ou poligénicas. A presenca de um gene
principal com grandes efeitos individuais ¢ rara. Por essa razdo, métodos geralmente
utilizados para detectar esse tipo de gene tinico podem nao ser os mais adequados nesses
casos, € por isso terem menos probabilidade de sucesso. Em alguns casos, o efeito
individual de um gene pode parecer pequeno, mas as interagdes com outros genes e/ou
com o ambiente podem dar uma contribuicdo substancial na manifestagdo final da
caracteristica. A falha em reconhecer ou entender tais interagdes podem eventualmente
mascarar os efeitos individuais de um gene (Rao e Province, 2001).

A escolha do método de analise, por exemplo, paramétrico ou ndo-paramétrico,
estd intimamente associado ao desenho do estudo, que por sua vez representa diferentes
filosofias ou suposi¢des sobre a melhor maneira de mapear genes para caracteristicas
como esta. A pega principal que vai levar o investigador a decidir pela analise
paramétrica ou ndo-paramétrica sera a analise de segregacdo. Uma vez encontradas
fortes evidéncias da presenca de um gene principal, especialmente se estd atuando de
forma mendeliana, a andlise paramétrica ¢ a que tem maior potencial. Andlises ndo-
paramétricas, como a do estudo nas familias japonesas (Yamaguchi et al., 2005), fazem
sentido quando se tem alguma evidéncia da contribuicdo genética para a caracteristica,
mas a populacdo a ser estudada apresenta poucas familias com indicativos de
transmissdo mendeliana.

Em um protocolo tipico, o investigador retine familias grandes buscando
indicativos de que a caracteristica seja transmitida naquelas familias de forma
mendeliana, o que deve ser confirmado por andlises de segrega¢do. Caso ndo haja
indicacdo de transmiss@o mendeliana, a melhor estratégia serd mudar a abordagem e
utilizar pares de irmaos afetados (ASP). Assim os mesmos sdo escolhidos geralmente
dentro das proprias familias ja reunidas inicialmente. O problema, nesse caso, ¢ que ha
uma exigéncia de que o niumero de individuos genotipados seja muito maior que o
exigido em analises paramétricas. No trabalho de Yamaguchi et al. (2005), foram
usados somente 90 pares de irmdos afetados, o que representa uma quantidade muito
pequena quando se trata de um escaneamento do genoma total em busca de um gene

para uma caracteristica complexa, onde geralmente centenas de ASPs sdo necessarios.
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Nem sempre a genotipagem da amostra completa se faz necesséria. Pelo
contrario, a maioria dos estudos, em um primeiro momento, realiza a genotipagem
apenas dos individuos afetados. Se os resultados forem promissores, estendem a analise
para o restante. Essa estratégia foi inicialmente sugerida para analises de ligagdo que
trabalham com pares de irmaos afetados (Holmans & Craddock, 1977) e posteriormente
para os estudos de associacdo (Sham, 1994; Sobell et al., 1993). A vantagem ¢
basicamente a reducdao dos altos custos de genotipagem para um grande numero de
marcadores requeridos no estagio inicial, deixando para explorar o potencial da amostra
completa apenas nos estadgios mais tardios, caso seja indicado.

Se a andlise de segregacdo for favoravel, como no caso aqui apresentado, o
indicado ¢ realizar andlise de ligagdo paramétrica. Essa analise utiliza todas as
informacodes disponiveis na estrutura total dos heredogramas, usando cada par afetado
que ocorra (pares de irmaos, primos, avos/netos, etc). Esse método também tem a
vantagem de ser capaz de excluir as regides ao redor dos marcadores com evidéncia
negativa de ligacdo a presenca de genes principais dominantes.

Com a presente amostra era possivel realizar uma analise ndo paramétrica para
os dez heredogramas. Porém, ao contrario da abordagem paramétrica, ndo se poderia
tirar nenhuma conclusdo a partir desses resultados, pois o baixo valor dos LODs poderia
ser devido tanto a auséncia do gene quanto em funcdo da falta de potencial para detectar
ligagcdo no pequeno nimero de familias, quando comparada com as centenas de pares de
familiares de um estudo cléssico.

As abordagens paramétricas, como a executada pelo programa MLINK (Lathrop
e Lalouel, 1984), assumem um modo de transmissdo, no caso especifico autossomico
dominante, que vai determinar algumas expectativas: pais afetados devem passar o alelo
da caracteristica e o fenotipo de afetado para a metade de seus filhos, individuos que
ndo herdarem o alelo da caracteristica ndo o passarao aos seus filhos, dentre outras. O
programa entdo analisa os dados genotipicos e fenotipicos através de todo o
heredograma para verificar se estdo consistentes com tal padrdo e com a presenca do
gene da caracteristica proximo do marcador testado. O Lod score ¢ a medida de
adequacgdo ao padrdo, sendo que um valor negativo indica que o mais provavel ¢ que o
locus do marcador avaliado esteja longe do locus da caracteristica de interesse.

Os métodos ndo paramétricos partem da presungdo genética geral de que

parentes afetados devem compartilhar material genético nas proximidades do gene da



Analise de Ligacdo 89

caracteristica. Essa abordagem ¢ muito menos especifica, mas a vantagem ¢ que se pode
detectar um gene com um modo de transmissdo ndo Obvio nas avaliagdes de
heredogramas e nas analises de segregagdo. O problema é que muitos individuos a mais
sd0 necessarios para detectar um gene através dessa abordagem. O que se faz ¢ descartar
parte do potencial para detectar a ligacdo ao reduzir o interesse pelo compartilhamento
de alelos entre familiares e ignorar as informag¢des dos heredogramas a respeito da
origem daqueles alelos.

O principal e mais importante pré-requisito para se ter sucesso em um
mapeamento de ligacdo ¢ um conjunto de familias nas quais tanto haja a segregacdo do
fenotipo a ser estudado, como também a avaliagdo desse fendtipo seja a menos ambigua
possivel (Rao e Province, 2001). A determinacdo da ligacdo ¢ fundamentalmente um
processo estatistico e incertezas introduzidas pela confusdao acerca do status dos
membros afetados podem levar a algum distirbio nos resultados ou mesmo obscurecer
completamente qualquer sinal de ligagdo. Onde hé erros na selecdo dos marcadores,
erros de diagndstico, grande heterogeneidade, herangas complexas ou presenga de
muitas fenocopias — particularmente quando resultam na inclusdo de individuos com
doengas diferentes ou até sem a doenca no grupo dos afetados — as anélises de ligagao
podem falhar mesmo nas amostras muito grandes (Botstein e Risch, 2003; Rao e
Province, 2001).

Algumas caracteristicas ou doengas apresentam um fenotipo bem definido. Para
essas caracteristicas mendelianas simples, basta identificar individuos afetados e nao—
afetados. Entretanto, para outras doengas, a situagdo ¢ mais problematica. O diagnostico
definitivo geralmente depende de varios sintomas distintos ¢ nem sempre hd um
consenso a respeito. A auséncia de uma defini¢do clara do fenotipo pode gerar duvidas
em relacdo a classificag@o do status fenotipico e gerar inconsisténcias em potencial.

A utilizagdo de caracteristicas quantitativas pode auxiliar a contornar essa
dificuldade. Por exemplo, a presenca de distintos sintomas pode ser usada como uma
medida da gravidade da doenca. Por outro lado, é possivel transformar uma
caracteristica quantitativa em uma caracteristica binaria. Por exemplo, um individuo
pode ser classificado como portador de prognatismo mandibular se o seu angulo ANB
for negativo e como ndo portador se o valor desse angulo for zero ou positivo. No

entanto, simplificar uma caracteristica quantitativa, transformando-a em um fenotipo
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binério pode resultar em perda de eficacia se um limiar inapropriado ¢ usado (Teare e
Barret, 2005).

O fato de que o padrdo de heranga do prognatismo mandibular nas familias
avaliadas ¢ consistente com a presenca de um gene principal ndo significa
necessariamente que somente um gene principal esteja segregando nas familias.
Existem muitos exemplos de doengas causadas por mutagdes herdadas em diferentes
genes. Algumas mutacdes ddo origem as mesmas doengas, mas com diferentes modelos
genéticos. Por exemplo, a doenga de Charcot-Marie-tooth apresenta diferentes padroes
de heranga (autossomico recessivo, dominante e ligado ao X) e mutagdes em mais de 10
genes sao responsaveis pelas suas diferentes formas (Kochanski, 2006).

Esse tipo de heterogeneidade de locus pode afetar seriamente o potencial de uma
analise de ligagao paramétrica. A solugao mais comum ¢ assumir que as mutagdes nos
genes relacionados a doenca sdo tdo raros que cada familia estara ligada a um Unico
gene. Podem também existir outros genes produzindo o mesmo fendtipo, de modo que
enquanto em algumas familias pode estar segregando um determinado gene ligado ao
marcador que estd sendo estudado (todos apresentando essencialmente a mesma fracao
de recombinacdo), em outras familias o fendtipo pode ser devido a outros genes ndo
ligados (Thomas, 2004).

A heterogeneidade de locus para uma série de doengas t€m sido investigada. Foi
demonstrado que um numero muito maior de familias ¢ necessario para detectar ligagao
quando os dados sdo heterogéneos do que o necessario para os homogéneos e ainda
maior para detectar a heterogeneidade (Teare e Barret, 2004; Rao e Province, 2001;
Durner e Greenberg, 1992). A heterogeneidade ¢ ainda mais dificil de ser demonstrada
quando a penetrancia do fenétipo ligado € baixa (Durner e Greenberg, 1992).

Como j& comentado, evidéncias de ligagdo ao prognatismo mandibular nos
cromossomos 1, 6 e 19 foram encontradas para familias japonesas e coreanas
(Yamaguchi et al. 2005). Em geral ambas as populagdes mostraram padrdes similares
de ligagdo, mas algumas discrepancias foram observadas. A avaliacdo dos pares de
irmaos afetados (ASP) nas familias coreanas mostrou ligagdo ao prognatismo
mandibular no cromossomo 4, enquanto que nas familias japonesas, os resultados
apontaram ligacdo para os cromossomos 9 e 10. Essas discrepancias podem ter sido

causadas pela heterogeneidade genética entre as duas populagdes, apesar de que erros
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devido ao tamanho reduzido das amostras também possam explicar essa discrepancia
(Yamaguchi et al., 2005).

Geralmente, quando o fenotipo de interesse ¢ uma doenga ou malformacdo que
requeira registro e/ou tratamento clinico, as familias escolhidas sdo coletadas via
especialistas clinicos. Se por um lado, essa forma de averiguagdo pode causar alguns
problemas na analise de segregacao, por outro lado ¢ um fator importante para reduzir a
heterogeneidade fenotipica nas andlises de ligacdo, pois especialistas clinicos sao
capazes de aplicar rigorosos critérios de sele¢ao das familias, direcionados no sentido de
maximizar a eficacia e reduzir a heterogeneidade (Teare e Barret, 2005).

Outros métodos para reduzir a heterogeneidade de locus incluem a limitagao da
analise a sub-grupos estritamente definidos da caracteristica estudada, onde um
componente genético unico ¢ mais forte possa estar presente. Os varios sub-grupos de
uma mesma caracteristica ou doenga podem ser causados por componentes genéticos
diferentes (Bui et al. 2006; Rao ¢ Province, 2001). Uma forma de se conseguir uma
amostra grande o suficiente para permitir a sua divisdio em varios sub-grupos
relativamente mais homogéneos ¢ através da reunido dos dados de varios estudos
homoélogos de uma mesma doenga, desde que a metodologia empregada seja a mesma
para todos eles (Rao e Province, 2001).

Alguns autores recomendam que os estudos genéticos do prognatismo
mandibular devam levar em consideracao os cinco diferentes sub-grupos existentes para
esse fenotipo (Bui et al., 2006). Mas, nem sempre ¢ facil fazer essa divisdo, pois em
nossa amostra notou-se a presenc¢a de mais de um sub-grupo de prognatismo mandibular
dentro de uma mesma familia. Além disso, a separa¢do do conjunto de familias em
subgrupos distintos poderia causar problemas posteriores ao se tentar extrapolar os
resultados de ligacdo encontrados nos subgrupos para a populagdo geral. Por exemplo,
um estudo que encontra que na metade de um bem selecionado grupo de familias uma
doenga esta ligada a um locus especifico pode ndo ser capaz de predizer a proporgéo de
casos dessa doenga, na populagdo geral, que esteja ligada a esse locus (Teare e Barret,
2005).

Uma das principais razdes para o limitado sucesso nas analises de ligagdo para
caracteristicas complexas ¢ que os estudos sdo muito pequenos para tentar detectar
genes de efeito modesto (Teare e Barret, 2005; Rao e Province, 2001). Para decifrar os

efeitos dos genes e assim auxiliar no melhor entendimento dos componentes genéticos
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para uma dada caracteristica, deve-se prestar atencdo a todos os aspectos relevantes
desse processo de busca, incluindo o desenho do estudo, 6timos métodos de analise e
interpretacdao dos resultados (Rao e Province, 2001). Por exemplo, A interpretacdo de
achados aparentemente negativos depende crucialmente do potencial do estudo. O
tamanho da amostra e os possiveis erros nos gendtipos afetam o potencial do estudo.
Com heredogramas grandes, os erros nos genétipos sdao mais faceis de serem
detectados, pois tais erros levam a inconsisténcias mendelianas dentro das familias, mas
quando apenas ASP ou pares de familiares afetados sdo genotipados, sem nenhum outro

dado familiar, genotipos incorretos podem passar despercebidos (Teare e Barret, 2005).
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VI Concluséao

Os resultados da andlise de ligacdo mostraram nao haver indicativo de ligacao
para cinco dos marcadores avaliados (D1S234, D6S1689, D7S503, D10S1483 e
D19S566) com o locus do prognatismo mandibular. Quanto ao marcador D4S3038, ndo
foi possivel incluir ou excluir ligacdo pois poucas familias foram informativas para esse
locus.

A auséncia de evidéncias de ligacdo pode ser explicada em funcdo da conhecida
heterogeneidade clinica e genética do fenotipo. Foram identificadas regides de exclusdo
para o locus do prognatismo mandibular ao redor de loci de cinco dos marcadores nas
familias analisadas e essa informagdo ¢ muito importante pois exclui essas areas de
futuros estudos de ligacdo. A inclusdo futura de novos membros das familias estudadas
na andlise pode ser de grande ajuda, particularmente se um escaneamento do genoma
completo de cada membro familiar selecionado puder ser realizado, com a utilizagao de

um maior numero de marcadores.
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CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS
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Conclusodes gerais e perspectivas futuras

Os ultimos dez anos tém sido marcados por grandes avangos na compreensao
das caracteristicas moleculares das doencas mendelianas humanas. O recente
sequenciamento do DNA humano ¢ a descoberta das variagdes que podem existir fardo
com que os trabalhos avancem ainda mais na proxima década. Ha esperanga de que a
melhora nos métodos de genotipagem e o desenvolvimento de estratégias de estudos
cada vez mais criteriosas possam levar a genética de fendtipos complexos até ao mesmo
nivel em que se encontra hoje a genética mendeliana (Botstein e Risch, 2003). Afinal de
contas, para as mais complexas caracteristicas, a questdo nao ¢ se ha genes, mas sim
quando e como eles serdo encontrados (Rao e Province, 2001). A identifica¢do de genes
que podem estar implicados na etiologia das doengas complexas explica apenas
parcialmente os caminhos bioldgicos que levam a doenga. O quadro s6 estara completo
apos se conhecer a expressao dos genes e a funcdo de cada produto génico, assim como
o papel do DNA, RNA e das proteinas no ambiente vivo de um organismo integrado
(Burton et al., 2005).

A avaliagdo dos heredogramas e a analise de segregagdo aqui realizados indicou
que ha fortes evidéncias de um gene principal determinando o acometimento do
prognatismo mandibular nas familias estudadas, com um padrao de heranca mendeliano,
de carater principalmente dominante, com penetrancia incompleta. Sugere-se a
existéncia de fatores ambientais e a acdo de genes secundarios (componentes
multifatoriais), mas ndo ¢ possivel quantifica-los ou discriminar o papel de cada um
deles, nem dizer qual ou quais sdo os responsaveis pela penetrancia incompleta do gene
principal.

Os resultados da andlise de ligagdo mostraram ndo haver indicativo de ligagdo de
nenhum dos marcadores avaliados (D1S234, D6S1689, D7S503, D10S1483 e
D19S566) com o locus do prognatismo mandibular, sendo que para o marcador
D4S3038 nado foi possivel incluir ou excluir ligagdo pois poucas familias foram
informativas para esse locus. A auséncia de evidéncias de ligagao pode ser explicada em
funcdo da conhecida heterogeneidade clinica e genética do fenotipo. Foram
identificadas regides de exclusdo para o locus do prognatismo mandibular ao redor dos
loci dos marcadores nas familias analisadas. A inclusdo futura de novos membros das

familias estudadas na andlise pode ser de grande ajuda, particularmente se um
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escanecamento do genoma completo de cada membro familiar selecionado puder ser
realizado, com a utilizacdo de um maior niimero de marcadores.

Apesar de que a determinagdo das bases genéticas das maloclusdes Classe III
esqueléticas possa ndo ter uma aplicacdo clinica direta em um futuro imediato, a
identificacdo dos genes suscetiveis nas regides de ligacdo ird pavimentar o
conhecimento dos caminhos da genética molecular e ajudar no desenvolvimento de
novas ferramentas terapéuticas, melhorando o controle clinico sobre os pacientes.
Apesar da forte sugestdo de envolvimento de fatores genéticos no desenvolvimento do
prognatismo mandibular, ndo ha ainda dados sobre as suscetibilidades genéticas a essa
malformagdo. A identificacao dessas suscetibilidades ¢ o primeiro passo em dire¢ao ao
entendimento completo de sua patogénese molecular (Yamaguchi et al., 2005).

A identificacdo desses genes serda muito Util no estabelecimento de condutas
clinicas preventivas, interceptoras e corretivas mais eficazes. O conhecimento pode ser
usado, por exemplo, para prever com exatiddo as alteragdes do crescimento em longo
prazo e, conseqiientemente, para estabelecer protocolos de tratamento mais adequados.
Além ¢ claro de saber que as descobertas genéticas e moleculares podem direcionar as
intervengdes farmacolédgicas. Enfim, como a Ortodontia continua a se desenvolver tanto
tecnologicamente como filosoficamente, podemos esperar que avangos nos diagnosticos
e planejamentos de tratamento para Classe III sdo iminentes ¢ inevitaveis (Bui et al.,

2006).
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E MORFOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O abaixo assinado,

declara ter sido
plenamente esclarecido, lido e ouvido o presente termo de responsabilidade que lhe
informa estar ciente do seguinte:

a) Que pelo presente documento concordo em participar da pesquisa “Mapeamento
genético do prognatismo mandibular” executado pelo Departamento de Genética da
Universidade de Brasilia, coordenada pela Profa. Dra. Silviene Fabiana de Oliveira
(UnB — IB — GEM - telefone 61 3307-2161), visando tentar identificar e localizar o
gene ou os genes responsaveis pelo prognatismo mandibular (crescimento exagerado do
queixo e da mandibula) e;

b) Que fui convidado a participar deste estudo porque eu ou meus parentes posso ter o
gene de interesse, responsavel pela caracteristica fisica que sera estudada;

¢) Que minha participacdo implicara na retirada de uma amostra de aproximadamente
Sml de sangue de uma das veias do antebraco ou, alternativamente, coleta de esfregago
da mucosa bucal por swab. No caso da coleta de sangue, sera utilizado o sistema de
coleta a vacuo, com agulha estéril (ndo contaminada por microorganismos) e
descartavel. No caso do swab, um material de coleta similar a um grande cotonete, sera
esfregado gentilmente no lado interno da bochecha, também sera utilizado material
estéril (ndo contaminada por microorganismos) e individual. Esses procedimentos sdo
usuais nas pesquisas genéticas, ndo implicando risco para a satde, podendo, porém,
provocar um pouco de dor no local de penetragdo da agulha, no caso da coleta de
sangue;

d) Que minha participacdo também sera na forma de fornecimento de dados pessoais e
familiares que serdo usados para ajudar na defini¢do dos membros da familia que
possuem o problema (prognatismo mandibular), a fim de caracterizar melhor a amostra
(ou seja, tornar o grupo pesquisado mais homogéneo) e, portanto, ndo serao divulgados
de forma a individualizar os participantes que os forneceram;

e) Que esta participagdo implicara também na tomada de uma teleradiografia
cefalométrica lateral (em um segundo momento a ser combinado com o pesquisador).
Essa radiografia mostra todas as estruturas da cabe¢a numa vista lateral. Caso ja tenha
esse material, solicitado em um tratamento ortodontico ao qual tenha sido submetido
anteriormente, e ele esteja em boa qualidade, ndo havera necessidade de novos exames.

f) Que eu vocé estiver gravida e precisar coletar sangue ou fazer tomadas radiogréficas,
esses exames serdo adiados até o nascimento do bebé. A coleta de células da mucosa
bucal através do swab nao oferece nenhum risco a gestagao;

g) Que o material coletado (sangue ou esfregaco da mucosa bucal) seréd utilizado para
estudar as diferengas genéticas que ocorrem entre individuos e grupos de individuos e
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para a tentativa de localizagdo de genes responsaveis pelo prognatismo mandibular
humano (“queixo grande”). A andlise destas diferengas genéticas entre individuos sera
feita usando métodos quimicos e de separagdo de elementos (moléculas) em um campo
elétrico (eletroforese);

h) Que o material genético coletado podera ser analisado em Centros de Pesquisa no
exterior, mas sempre voltando ao Laboratorio de Genética da Universidade de Brasilia,
local onde ficara estocado até o fim de todas as andlises pertinentes;

1) Que minha recusa em participar do projeto podera ser feita a qualquer tempo, mesmo
apos a assinatura do presente termo de consentimento, € que ficarei livre para abandonar
a pesquisa a qualquer momento, bastando para tanto a comunicagdo ao responsavel pelo
projeto, identificado neste termo, sendo que esse procedimento niao implica em
nenhuma despesa para mim ou qualquer outra pessoa;

1) Que os dados genéticos gerados serdo utilizados exclusivamente em pesquisas
cientificas, que poderao ser divulgadas sob a forma de relatorios e artigos cientificos, ou
ainda artigos de divulgacdao voltados para o publico leigo. A divulgag¢do dos dados,
contudo, serd feita sempre de modo global, ndo havendo, portanto, a divulgacdo de
dados individuais;

j) Que minha participag@o no projeto € totalmente voluntaria, ndo acarretando despesa a
qualquer uma das partes, em qualquer tempo;

K) Que ndo terei nenhum beneficio pessoal em participar desta pesquisa, a nao ser a
oportunidade de ajudar a ciéncia a entender melhor o papel da genética no
desenvolvimento do prognatismo mandibular;

1) Que, mediante meu interesse, poderei ter acesso (ver ou examinar), em qualquer
tempo, aos resultados globais e obtidos a partir da anélise de minha amostra, porém nao
aos dados relativos a outros individuos da pesquisa, garantindo a privacidade dos
mesmos.

m) Que, em caso de duvidas ou esclarecimentos adicionais poderei contatar diretamente
a Coordenadora do Projeto, Profa. Dra. Silviene Fabiana de Oliveira (UnB — IB — GEM
— telefone 61 3307-2161) ou o pesquisador responsavel, Dr. Ricardo Machado Cruz
(telefone 61 3245-7500).

, de de 200

Assinatura do paciente (ou responsavel)

Grau de parentesco: Documento de identidade:
Responsavel pela pesquisa:
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ANEXO 2

Heredogramas das 55 familias brasileiras averiguadas por
meio de probandos com prognatismo mandibular com os

padrdes de heranca sugeridos ap0s analise visual.

Familia 01 — Padrao de heranca autossomico dominante.
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Familia 03 — O lado direito do heredograma mostra uma heranga autossomica dominante. O
individuo 15 ndo pertence a esta familia e seu status de afetado provavelmente
seja devido a um gene diferente com caracteristicas recessivas, a uma nova

mutacdo ou mesmo seja uma fenocopia.
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Familia 04 — Esse heredograma mostra um padrdo dominante com penetrancia incompleta

porque o fendtipo “saltou” a segunda geragao.

]

§ B 7 3 9 10 1"

pic| 30 kil 32 33 34 35 36



Anexos 119

Familia 05 - Padrao de heranga autossomico dominante.

Familia 06 — Heredograma mostrando um padrdo autossémico dominante com

penetrancia incompleta, pois todos os individuos afetados tém um
ZTZ[
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Familia 07 — O lado direito desse heredograma mostra um padrio dominante com
penetrancia incompleta. O individuo 1 ndo pertence a essa familia, € como
jé& havia falecido a informacao a respeito de seu status de afetado ndo pdde
ser comprovada. Se realmente era afetado, entdo seu problema poderia ser

autossOmico recessivo ou até mesmo uma nova mutagao.

Familia 08 — Padrao de heranca dominante com penetrancia incompleta.

00

O O Nulluln

23 24 25

Familia 09 — Padrao de heranga autossomico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 10 — Padrao de heranga autossomico dominante.

e

K 79 e ¢
%@mmﬁ%gggfﬁ%’%ﬁ

30 3 32 33 34 35

Familia 11 — Em geral esse heredograma mostra um padrao de heran¢a com penetrancia
incompleta. Se a probanda recebeu seu alelo de seu pai, ela provavelmente
tem o mesmo alelo de sua prima (individuo 17), o que daria a este
heredograma a classificagdo de dominante com penetrancia incompleta.
Mas se ela recebeu o alelo de sua mae, tera os mesmos alelos do resto da
familia do lado direito do heredograma (dominante com penetrancia
incompleta) e o individuo 17 teria outro gene ou nova mutagdo. Nesse caso

teriamos uma heterogeneidade de locus.

Familia 12 - Padrao de heranca autossomico dominante.
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Familia 13 — Somente a probanda ¢ afetada. Pode significar padrao de heranga

autossOmico recessivo ou nova mutagao.

T L

14 14 16 17 18 14 20 z2 2 23

Familia 14 — Padrao de heranca dominante com penetrancia incompleta, uma
vez que o prognatismo mandibular saltou a primeira geragdo e o

individuo 10 ndo ¢ afetado.

Familia 15 — Padrao de heranga autossomico dominante.
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Familia 16 — Padrao de heranga dominante com penetrancia incompleta.

Familia 17 — Padrao de heranga autossomico dominante.

Familia 18 — Padrdo de heran¢a dominante com penetrancia incompleta, pois os

individuos 1 e 2 nao sdo afetados.
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Familia 19 — Padrao de heranga dominante com penetrancia incompleta se os
individuos 1 e 2 realmente fossem nao afetados (essa informagao
pode estar errada e ndo pdde ser provada uma vez que ambos ja

haviam falecido na época da investigacao).

Familia 21 — Duas familias mostrando a segrega¢do do prognatismo mandibular,
possivelmente causados por genes diferentes. Como o0s
individuos 18, 19, 20 e 21 ndo sdo afetados, o padrao de heranca

¢ considerado dominante com penetrancia incompleta.

5 [ 7 8 a 10 " 12
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Familia 22 - Apresenta um modelo dominante com penetrancia incompleta.

Familia 23 — Padrao de heranga dominante com penetrancia incompleta pois os

individuos 1 ou 2 e o individuo 7 ndo sao afetados.

»
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Familia 24 — Apresenta um padrdo dominante com penetrancia incompleta, pois

o individuo 14 nao ¢é afetado.
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Familia 25 — Padrao de heranga autossomico dominante.
gy |

Familia 26 — Como ha somente dois individuos afetados: a probanda e sua prima
de 2° grau, pode-se dizer que houve uma nova mutagio (apesar de
ser extremamente raro haver duas mutagdes novas na mesma
familia) ou se tratar de um modelo autossémico recessivo (se os

individuos 26 ¢ 37 ndo informaram um possivel parentesco).

-
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Familia 27 — Duas familias apresentando um modelo dominante com penetrancia

incompleta.

Familia 28 — Padrdo de heranca dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 29 — Padrao de heranga dominante com penetrancia incompleta.

Familia 30 — Padrao de heranga dominante com penetrancia incompleta.

Familia 31 — Apresenta um modelo autossomico dominante se considerar que a

informagao a respeito do status dos individuos 1, 2 e 13 ndo esta correta

(ndo pode ser comprovado, pois haviam falecido na época da

investigacao).




Anexos 128

Familia 32 — O prognatismo mandibular estd segregando em duas familias diferentes,
provavelmente devido a dois diferentes genes ou grupos de genes. Ambas

as familias mostram um padrao dominante com penetrancia incompleta.

Familia 33 — O prognatismo mandibular estd segregando em duas familias diferentes,
provavelmente devido a dois diferentes genes ou grupos de genes. Ambas

as familias mostram um padrdo dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 34 — Esse heredograma mostra duas familias. A familia do lado esquerdo
mostra um padrdo dominante com penetrancia incompleta, e a familia do
lado direito mostra um padrdo autossémico recessivo ou uma nova
mutagdo, porque somente o individuo 50 ¢ afetado.
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Familia 35 — Foi considerada autossdmica dominante apesar dos individuos 1 e 2 ndo
estarem afetados. Essa informagdo poderia estar errada e ndo pode ser

comprovada (falecidos).
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Familia 36 — Padrdo dominante com penetrancia incompleta porque o individuo 15 nao

¢ afetado.
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Familia 38 — Padrao de heranca autossomico dominante com penetrancia incompleta ou

nova muta¢do no individuo 11, herdada pelo individuo 23.
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Familia 39 — Padrao de heranca autossomico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 41 — Somente a probanda ¢ afetada, entdo poderia ser autossdmica recessiva ou

uma nova mutagao.

g7Q
ol eNeielulsln

5 3 7 [ 10 11 16 17 18
n M 5 7 29 a0
34 35 36 k1

A3 33

Familia 42 —Modelo autossOmico dominante.
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Familia 43 — Padrao de heranca autossomico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 44 — Padrao de heranga autossomico dominante com penetrancia incompleta.

Familia 45 — Padrao de heranca autossomico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 46 — Padrao de heranca autossomico dominante.
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Familia 47 — Padrao autossémico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 48 — Padrio autossomico dominante com penetrancia incompleta porque o

individuo 30 ndo ¢ afetado.
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Familia 49 — Padrao autossémico dominante com penetrancia incompleta.
. .
" L] L ] L]
Familia 50 — Padrao autossdmico recessivo ou nova mutagao.
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Familia 52 — Prognatismo mandibular com um padrdo autossomico dominante no lado
direito do heredograma e provavelmente uma nova mutagdo ou um outro
gene com um modelo autossomico recessivo no lado esquerdo do
heredograma (individuo 5).
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Familia 53 — Padrdo autossomico dominante com penetrancia incompleta
.
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Familia 55 — Padrao autossémico dominante com penetrancia incompleta.
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vortex,

Anexo 3 — Protocolos de laboratério

PROCESSAMENTO DAS HEMACIAS PARA ARMAZENAGEM

1) adicionar 1V de solugdo salina 0,9% e misturar no vortex,
2) centrifugar a 80 rpm por 5°,
3) desprezar o sobrenadante,

4) acrescentar 1V de solugdo tampao de eritrocitos com glicerol e misturar no

5) armazenar em freezer.

EXTRACAO DE DNA - METODO “SALTING OUT”

REAGENTES
Tampao A
0,32M sacarose
10mM de Tris HCI pH 7,6
5 mM MgCl,
1% de triton X 100

Modo de preparo do tampao A

Misturar 109,5 g de sacarose, 10ml de Tris-HC1 1M pH7,6 ¢ 5 ml de MgCl, 1 M
Completar volume para 1 litro

Autoclavar a solucao

Adicionar 10ml de triton X 100

Tampao B
25mM de EDTA pH 8
75 mM NaCl

Modo de preparo do tampao B
Misturar 50ml de EDTA pH 8,0 e 40 ml de NaCl5 M
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Solucio saturada de NaCl

Dissolver 35 gramas de NaCl em 100ml de agua deionizada.

Se a solugdo ndo saturar, adicionar 2 gramas de NaCl e misturar

Repetir o procedimento até satura a solugao

SDS 10%
10 gramas de SDS

Agua deionizada qsp 100ml

1)
2)
3)
4)
S)
6)
7)
8)
9)

PROCEDIMENTOS

volume inicial de sangue - 200ul — adicionar 200 pl de tampaoA,
homogeneizar/misturar e manter em gelo por 2°,

centrifugar a 3000 rpm por 15°,

descartar o sobrenadante com cuidado para nao perder o pellet,
ressuspender o pellet em 200 ul de tampao A e levar ao vortex,
misturar em manter em gelo por 2°,

centrifugar a 3000 rpm por 15°,

descartar o sobrenadante com cuidado para nao perder o pellet,

ressuspender o pellet em 200 pl de tampao B,

10) homogeneizar/misturar no vortex,

11) adicionar 20 pl de SDS 10% e 2,2 pl de proteinase K (estoque de 10mg/ml),

12) homogeneizar e incubar a 37°C overnight ou 55°C durante 60° em banho

seco,

13) adicionar 70 ul de NaCl saturado (aproximadamente 6M) e agitar no vortex

por 157,

14) centrifugar a 4000 rpm por 15°,

15) transferir o sobrenadante para outro microtubo de polipropileno,

16)adicionar 2V de etanol absoluto ou isopropanol 100% (temperatura

ambiente),

17) inverter o tubo até precipitar DNA,

18) centrifugar a 5000 rpm por 3°,
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19) descartar o etanol e deixar o restante de etanol evaporar (tubos invertidos
sobre papel toalha),

20) ressuspender em 100 pl de TE (Ph 8,0),

21) homogeneizar manualmente,

22)incubar a 37°C durante 1 hora, em banho seco.

QUANTIFICACAO DO DNA (gel de agarose 1%)

Reagentes:

Cuba pequena (30ml) — 0,3g agarose

30ml de TBE 1X
4 a 5 pul de brometo de etidio

Cuba média (200ml) — 2g agarose

200ml de TBE 1X
35 pl de brometo de etidio.

Procedimento:

1))
2)
3)

4)
5)
6)
7)
8)

9)

pesar a agarose e colocar no erlenmeyer,

adicionar TBE 1X,

misturar e levar ao microondas até dissolver (2’ para gel médio e 30” para gel
pequeno),

deixar esfriar sob agua corrente,

acrescentar o brometo de etidio,

homogeneizar e verter na cuba,

colocar os pentes e deixar geleificar,

remover os pentes e aplicar as amostras em cada poco (3 pl de tampao de
carregamento e 5 pl de DNA),

usar marcadores de DNA A para 20ng/ul, 100ng/ul, 200ng/ul e 400ng/pl,

10) ligar a corrente elétrica a 100V e deixar correr por 45°,

11) observar as bandas sob luz UV e calcular a concentracdo do DNA.
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DILUICAO DOS ‘INICIADORES ’

Preparo da solugdo de estoque a 100uM:

1) concentracdo inicial: 10000uM (10.000pmol),
2) Dar spin até 13000 rpm,

3) Adicionar 100 pl de TE,

4) Levar rapidamente ao vortex e dar novo spin,
5) Incubar em banho seco a 37° C por 1 hora,

6) Armazenar no freezer.

Preparo da solugao de trabalho a 10 uM:

1) Pipetar 5 pl de solucdo de estoque (100 uM),
2) Adicionar 45 pl de TE,
3) Homogeneizar (vortex + spin),

4) Armazenar no freezer.
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ANEXO 4

Dados da anélise de ligacdo por marcador por familia

TABELA I - Lod scores para o marcador D1S234, para cada familia analisada (1 a 10),

para um determinado conjunto de valores para 0.

Valores de 0

Familias 0,00 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
1 -1.92 -091 -0.32 -0.11 0.01 0,02 0,01

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

3 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00

4 -2,40 -232 -1,64 -1,12 -0,59 -0,30 -0,11

5 -0,27 -0,26 -0,22 -0,18 -0,11 -0,07 -0,03

6 -2,63 -1,38 -0,72 -0,44 -0,19 -0,08 -0,02

7 -2,40 -1,36 -0,71 -0,44 -0,19 -0,08 -0,02

8 -6,20 -2,78 -1,45 -091 -041 -0,17 -0,04

9 -0,05 -0,05 -0,05 -0,06 -0,07 -0,06 -0,04
10 0,02 0,01 -0,01 -0,03 -0,03 -0,02 -0,01
Total -15.84 -9.04 -5.12 -3.28 -1.57 -0.73 -0.25
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TABELA II — Lod scores para o marcador D4S3038, para cada familia analisada (1 a

10), para um determinado conjunto de valores para 6.

Valores de 0
Familias 0,00 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 040
1 0,65 0,63 0,56 0,46 028 0,13 0,03

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,01 -0,00 -0,00
4 0,12 0,12 0,11 0,10 0,08 0,05 0,03
5 -0,74 -0,71  -0,60  -0,49 -0,32 -0,18 -0,08
6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,30 0,29 0,26 0,21 0,13 0,06 0,02
8 -2,01 -0,72  -0,14 0,03 0,09 0,04 0,01
9 0,07 0,07 0,05 0,03 -0,00 -0,02 -0,02

10 0,17 0,16 0,13 0,10 0,06 0,03 0,01

Total -1,44 -0,17 0,35 0,44 031 0,11 -0,01
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TABELA 1III — Lod scores para o marcador D6S1689, para cada familia analisada (1 a

10), para um determinado conjunto de valores para 6.

Valores de 0
Familias 0,00 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
1 -5,08 -2,82 -1,50 -0,94 -041 -0,16 -0,04

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02 0,01
4 0,71 0,69 0,62 0,54 036 0,20 0,06
5 0,23 023 0,22 021 0,18 0,13 0,07
6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,30 0,29 0,26 021 0,13 0,06 0,02
8 -3,55 -2,27 -1,11 -0,61 -0,21 -0,05 -0,01
9 0,57 0,55 0,50 044 032 0,20 0,09

10 -0,26 -0,24 -0,19 -0,13 -0,06 -0,02 -0,00

Total -7,06 -3,54 -1,15 -0,24 0,34 037 0,20
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TABELA IV - LOD SCORES para o marcador D7S503, para cada familia analisada (1

a 10), para um determinado conjunto de valores para .

Valores de 6
Familias 0,00 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
1 -1,88 -0,87 -0,28 -0,08 0,03 0,03 0,01

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

3 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,01 0,00
4 -2,21 -1,24 -0,61 -0,36 -0,15 -0,07 -0,03
5 -0,46 -0,42 -0,30 -0,21 -0,09 -0,03 -0,01

6 0,30 0,29 0,26 0,21 0,13 0,06 0,02
7 0,30 0,29 0,26 0,21 0,13 0,06 0,02
8 -3,77 -1,05 -0,42 -0,21 -0,06 -0,02 -0,00
9 0,36 0,35 0,31 0,27 0,18 0,11 0,05

10 -1,60 -1,15 -0,62 -0,38 -0,16 -0,66 -0,01

Total -8,94 -3,77 -1,39 -0,51 0,03 0,10 0,05
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TABELA V — Lod scores para o marcador D10S1483, para cada familia analisada (1 a

10), para um determinado conjunto de valores para 6.

Valores de 0
Familias 0,00 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
1 -4,10 -098 -0,34 -0,11 0,03 0,05 0,02

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,03 0,03 0,04 0,04 0,03 0,02 0,01
4 -0,50 -0,49 -0,43 -0,36 -0,23 -0,13 -0,05
5 0,10 0,10 0,08 0,06 0,03 0,01 0,00
6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 -4,11 -1,38 -0,68 -0,40 -0,16 -0,06 -0,02
9 0,55 054 049 043 031 0,19 0,09

10 0,30 0,28 0,21 0,14 0,05 0,02 0,01

Total -7,73 -1,90 -0,63 -0,20 0,07 0,11 0,06
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TABELA VI — Lod scores para o marcador D19S566, para cada familia analisada (1 a

10), para um determinado conjunto de valores para 6.

Valores de 6
Familias 0,00 0,01 0,05 0,10 020 0,30 0,40
1 0,64 0,62 055 046 029 0,14 0,04

2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

3 0,02 0,02 0,03 0,03 0,02 0,01 0,00

4 -2,50 -1,16 -0,50 -0,25 -0,04 0,03 0,04
5 -0,34 -0,33 -0,28 -0,24 -0,17 -0,11 -0,05
6 -1,37 -1,10 -0,65 -0,41 -0,18 -0,07 -0,02

7 0,30 0,29 0,26 021 0,13 0,06 0,02
8 -2,04 -0,80 -0,22 -0,04 0,02 0,01 -0,00
9 -2,21 -1,08 -0,46 -0,23 -0,06 -0,01 -0,00

10 -1,71 -1,19 -0,65 -0,42 -0,20 -0,09 -0,02

Total -9,21 -4,71 -1,94 -0,89 -0,19 -0,02 0,00
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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