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_Resumo

Os estudos populacionais de associagdo genotipo-fenotipo com base
em genes candidatos (Candidate gene Association Studies - CGAS)
conhecem um recente incremento resultante das abordagens baseadas
na sequenciagdo de nova geracdo. Este artigo resume os principios
gerais do método CGAS que tem vindo a contribuir para a identificagéo
de variantes genéticas causais e para a nossa compreensao da arquite-
tura genética das doengas humanas.

_Abstract

Population based genotype-phenotype association studies using the
candidate gene approach (Candidate Gene Association Studies - CGAS)
have seen a recent increase resulting from the use of next generation
sequencing methodologies. This article summarizes the general princi-
ples of CGAS, that have contributed to the identification of causal
genetic variants and to our understanding of the genetic architecture of
human diseases.

_Introducéo

Os estudos populacionais de associacao gendtipo-fenétipo
com base em genes candidatos (Candidate gene Associa-
tion Studies — CGAS), tais como os estudos de associacao
do genoma completo (Whole genome Association Studies -
WGAS), integram o ambito da epidemiologia genética, uma
vaste area de interface cientifica nas Ciéncias da Saude.
Estes estudos tém vindo a contribuir significativamente para
a identificacdo de variantes genéticas causais e para o au-
mento da nossa compreensao da arquitetura genética das
doengas humanas.

Vérios fatores contribuem para o recente incremento da utili-
zacdo do CGAS em estudos populacionais, sendo que um
dos maiores incentivos resulta das abordagens baseadas na

sequenciacao de nova geragao (Next generation sequencing
- NGS), que se tém revelado eficazes na determinagao das
sequéncias de ADN dos genes (regides codificantes, regides
flanqueadoras, locais de splicing e locais regulatérios) e de
regides nao codificantes. Este avanco tecnoldgico foi deter-
minante para a genética humana na encruzilhada da investi-
gacao em genética clinica com as abordagens baseadas em
estudos populacionais.

_Objetivo

Este artigo resume os principios gerais do método CGAS
aplicado a estudos populacionais como um incentivo para
esta abordagem no contexto favoravel atual.

_Método CGAS
CGAS versus WGAS

Estudos de associacdo genoétipo-fendtipo recorrem tipica-
mente a métodos de CGAS ou WGAS. Ambas as abordagens
resultaram em importantes contributos para o conjunto
de modificadores genéticos hoje conhecidos em medicina
humana. Considerando que WGAS é uma estratégia de
associacéao livre de hipdteses a priori e ndo direcionada para
a totalidade do genoma, a abordagem CGAS do gene candi-
dato é racional na medida em que o(s) gene(s) e a(s) varian-
te(s) sao selecionados com base numa hipdtese a priori
sobre a sua implicagéo causal na doenga (7). Estes estudos
envolvem a genotipagem destes genes candidatos em gru-
pos de individuos com fenétipos cuidadosamente definidos,
e a analise funcional subsequente de variantes identificadas
como estando em associagao.



Etapas na realizacédo de CGAS

Existem varias etapas criticas para os CGAS (figura 1). Estas
incluem a elaboragdo do protocolo cientifico, o projeto de
estudo, a definicdo de fendtipo, a selegao dos genes candida-
tos, a selecdo de variantes candidatas, a analise de haplétipos
e de desequilibrio de ligacéo (linkage desiquilibrium - LD),
a estimativa do tamanho de amostra, a significancia estatis-
tica e valor-p, o controle de qualidade dos dados de genoti-
pagem, a analise exploratéria dos dados (AED), os testes de
associagao estatistica e a subsequente andlise funcional.
Estas etapas sdo seguidamente detalhadas:

= (O protocolo cientifico

O protocolo cientifico, estabelecido antes da realizagcdo dos
testes de associacéo, deve especificar a pergunta cientifica
e 0s objetivos, o desenho do estudo, a hipbtese a priori e

7

;
.q

a selegao dos genes candidatos e/ou variantes. Deve ainda
incluir os testes estatisticos que seréo utilizados na analise
de associacao, a estimativa do tamanho da amostra e a ana-
lise do seu poder estatistico.

= Desenho do estudo

Quer a abordagem seja a de um estudo de caso-controlo ou
de coorte, individuos afetados sdo comparados a individuos
nao afetados. Os estudos de caso-controlo s&o retrospetivos,
sendo menos caros e de duragao mais curta do que os estu-
dos de coorte. Por sua vez, estes Ultimos sdo geralmente
prospetivos e de longa duragao. A implicagao de variantes
genéticas na doenca requer que 0 alelo de risco seja mais
frequente, do que seria de esperar apenas pelo acaso, no
grupo de individuos afetados em compara¢do com 0 grupo
de individuos nao afetados (figura 2).

a logica do estudo, incluindo a definigdo do(s) fendtipo(s) e

Figura 1: [ Etapas dos estudos populacionais de associacdo genétipo-fenétipo com base em genes candidatos.

Projeto de estudo

—> (Caso-controlo/coorte Qual é a variante causal?

Definicao de fenétipo
—> Enriquecer o alelo de risco no grupo dos casos

Selecdo dos genes e variantes candidatos
—> Revisao da literatura

Ferramentas bioinformaticas

Andlise de haplotipos e de desequilibrio de linkage
—> Utilizacdo de SNPs “marcadores” (tag SNPs)

Estimativa do tamanho de amostra e do valor-p
Genotipagem

Controle de qualidade dos dados de genotipagem
—> Verificacao dos pressupostos de Hardy-Weinberg

Andlise exploratéria dos dados
—> Identificar tendéncias e possiveis deficiéncias

Testes estatisticos
—> 0 alelo de risco é mais frequente do que seria de esperar no grupo dos casos?
Resultados incluindo a medida do efeito e o intervalo de confianca

Qual é a funcao?

Andlise funcional
> Validacao da hipotese causal
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Figura 2: Implicacdo de variantes genéticas na doenca
- alelo de risco é mais frequente no grupo de
individuos afetados (casos) do que no grupo de
individuos nao afetados (controlos).

Caso0s Controlos
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® Alelo/Gendtipo comum

Alelo/Genétipo de risco

= Definicdo de fendtipo

O objetivo dos CGAS ¢é detetar a base molecular de uma
doenca ou ainda das suas demais caracteristicas biolégicas
podendo ser traduzidas em termos fenotipicos, como recen-
temente exemplificamos (12). A selecdo do fenétipo é uma
etapa decisiva porque diferentes definigdes de fendtipo
podem levar a resultados diferentes (11). Da mesma forma,
para garantir o sucesso de um estudo poderéa nao ser sufi-
ciente garantir apenas um tamanho de amostra adequado
para os testes a realizar. Serd também necessario todo o
cuidado para reduzir a heterogeneidade nas amostras, resul-
tante, por exemplo, da origem geografica da populacéo, de
fatores ambientais e de diferencas entre grupos de doentes,
e das opcoes de tratamento entre hospitais e servigos hospi-
talares. Os controlos (grupo de individuos nao afetados) séao
selecionados de forma a serem o mais parecidos possivel
com 0s casos (grupo de individuos afetados), relativamente a
todos os atributos relevantes, exceto no caso de nao serem
afetados ou serem afetados mas de forma diferente. Limitar
a definigdo da doenga a um subfendtipo com base em carac-
teristicas clinicas particulares também pode ser Util para
reduzir a heterogeneidade. Tém sido utilizadas com sucesso
varias solugdes para enriquecer o alelo de risco no grupo
dos casos em estudo, incluindo a sele¢do de formas mais
graves da doenca, i.e., "fenotipos extremos", a selecao de
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formas "proximais" da funcao do gene (mais "bioldgicas"), ou
de formas relacionadas com o inicio precoce da doenga em
que se pode esperar uma maior penetrancia da variante (pro-
porcao de individuos portadores do gendtipo que também
expressam a caracteristica associada) (figura 2).

= Selecdo de genes candidatos

Tal como a definicdo do fenotipo, a selegao criteriosa de
genes candidatos é um dos maiores desafios na utilizacao
de CGAS. Como suporte nas estratégias de selecao, véarias
ferramentas de bioinformatica estdo disponiveis (8). Estas
incluem ferramentas para pesquisar informacdes disponiveis
na literatura e analisar as vias biolégicas participantes, para
a priorizagao dos genes, a analise funcional dos genes e das
suas variantes e para explorar correlagdes entre genotipos
e fendtipos. Aqui referimos o Online Mendelian Inheritance
in Man (OMIM) ® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim), que
compila relacdes gendtipo - fendtipo conhecidas (2). Para
uma analise abrangente, que fornece informagdes gerais
sobre a estrutura do gene, a expressao, as variantes trans-
critas, as proteinas codificadas, os elementos reguladores,
0s polimorfismos de nucleotideo Unico (Single Nucleotide
Polymorphisms — SNPs) e a conservagao evolutiva, referimos
o Ensembl (http://www.ensembl.org) (5) e 0 UCSC Genome
Browser (http://genome.ucsc.edu/) (6).

= Selecdo de variantes genéticas candidatas

A selecdo de genes candidatos é frequentemente asso-
ciada a selegao de variantes genéticas candidatas. O 1000
Genomes Project (http://www.1000genomes.org/) (1) e a
sua atualizada montagem do genoma humano, GRCh38
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/assembly/grc/)
¢ um recurso importante que fornece aos investigadores
frequéncias de alelos de SNPs num catalogo que abrange
variantes de vérias popula¢des humanas.

= Andlise de hapldtipos e desequilibrio de ligagéo (LD)
O genoma humano contém um numero importante de SNPs
com tendéncia para a co-segregacao, i.e., serem herdados
em conjunto, de modo que é conceptualmente possivel sele-
cionar um numero limitado de SNPs, ou SNPs “marcadores”
(tag SNPs), que, na sua totalidade, vao reter a grande parte
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da variabilidade genética do conjunto (4.9) Um haplotipo é
um conjunto de alelos em variantes genéticas, num Unico cro-
mossoma, que estdo suficientemente proximos para serem
herdados em conjunto. O desequilibrio de ligagao (linkage
disequilibrium - LD) refere o facto de alelos especificos das
variantes genéticas poderem co-ocorrer no mesmo haplétipo
numa frequéncia maior de que a esperada ao acaso (10),
Uma associagao genétipo-fenétipo pode ser direta, quando
0 locus tag representa a propria mutagao causal do fenotipo
de doenga em apreco, ou indireta, quando este esta proximo
e co-segrega com o locus da doenca. No caso de uma asso-
ciagao indireta, para que a associac¢do entre o alelo marcador
e 0 estado da doenga seja observada, os alelos da doenca e
do locus tag devem estar em LD.

= Fstimativa do tamanho da amostra

No teste estatistico, a analise de poder pode ser utilizada
para obter uma estimativa do tamanho minimo da amostra
necessario para detetar uma associacao, dado o nivel de
significancia desejado, o tamanho do efeito esperado e o
poder estatistico (i.e., a probabilidade de detetar um efeito,
se houver um efeito verdadeiro presente para detetar).

= Significancia estatistica e valor-p

O valor-p (p-value), ou a probabilidade calculada num teste
de hipotese, é a probabilidade de obter uma estatistica de
teste igual ou mais extrema que a estatistica observada,
assumindo a hipétese nula como verdadeira. O resultado do
teste é considerado estatisticamente significativo quando o
valor de p é inferior a um nivel predefinido de significancia,
ou probabilidade de um erro de tipo |, alfa (geralmente defi-
nido como 0,05).

= Controlo de qualidade dos dados de genotipagem

A qualidade dos dados da genotipagem é fundamental para o
sucesso de um CGAS. A qualidade do DNA ¢, claramente, um
fator importante para garantir a qualidade da genotipagem.
No entanto, como os atuais procedimentos de atribuigao de
SNP sdo automatizados, podem ser propensos a introdugao
de genotipos errbneos. Uma das principais adverténcias
sobre esta situacdo é a nao satisfagdo dos pressupostos
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de Hardy-Weinberg (Hardy-Weinberg equilibrium - HWE).
Assim, a verificacdo do HWE é frequentemente utilizada no
sentido de alertar para possiveis problemas na qualidade da
genotipagem.

= Andlise exploratdria dos dados

A analise exploratéria dos dados (AED) é uma etapa funda-
mental utilizada para identificar tendéncias nos dados, bem
como possiveis deficiéncias no conjunto de dados. A AED
inclui a avaliacdo da qualidade dos dados de genotipagem
e é Util na selegao de estratégias para aumentar a poténcia
do estudo, por exemplo, reduzindo o numero de testes a efe-
tuar. Pode assim ser evitado o problema dos testes multiplos
que ocorre quando muitos testes de hipdtese sao realizados
sobre a mesma amostra, 0 que pode levar a um aumento de
resultados falso positivos (11).

= Testes estatisticos

Os métodos estatisticos para testar uma possivel associacao
estdo rigorosamente descritos (11). Assim, a implicagéo de
variantes genéticas na doenca requer que o alelo de risco
seja mais frequente, do que aquilo que seria de esperar ape-
nas pelo acaso, no grupo de individuos afetados (casos) em
comparacao com o grupo de individuos néao afetados (con-
trolos). Inversamente, a frequéncia da variante devera ser
mais baixa no grupo controlo (individuos ndo afetados), bem
como na populacdo geral em que o estudo se realiza, assu-
mindo um valor consistente com o tipo de hereditariedade
proposto. Em regra, os resultados das andlises estatisticas
devem ser relatados com a medida do efeito correspondente
e o intervalo de confianca apropriado para a medida de efeito
subjacente.

= Meta-analise

A meta-analise é um elemento de uma revis@o sistematica,
embora nem todas as revisdes sistematicas incluam uma
meta-analise. A meta-analise é um método estatistico de anéa-
lise de uma grande colecdo de resultados de varios estudos
cientificos independentes. A meta-analise pode ser um recur-
S0, com boa relagao custo-beneficio, para integrar os resulta-
dos de varios estudos e aumentar o seu poder estatistico.
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= Andlise funcional

Quando o critério de significancia estatistica de uma asso-
ciacdo, nao é suficiente para implicar uma relacéo de causa-
lidade, serd necessario realizar uma compilacao abrangente
de evidéncias de fontes genéticas, bioinforméticas e experi-
mentais para a validacdo da hipétese causal (7).

_Conclusdo

A epidemiologia genética, por meio da selecdo de “novos”
genes e variantes candidatos, a analise funcional destes e
a analise das vias bioldgicas em que participam, tem vindo
a aumentar a nossa compreensao das doencas humanas.
A utilizagao generalizada dos estudos de associacdo genoti-
po-fendtipo, CGAS e WGAS, mudou o paradigma dos estudos
convencionais de agregacao familiar para os estudos popu-
lacionais. Houve, assim, uma evolucdo dos conceitos Men-
delianos, de base monogénica com total penetrancia e uma
relacdo causal clara, para a integracao de distdrbios comple-
X0Ss resultantes de componentes poligénicos ou monogénico
geneticamente heterogéneos mas fisiologicamente homogé-
neos, de baixa penetrancia (3). Espera-se que num futuro
proximo estes desenvolvimentos possam ainda contribuir
para novas intervencdes em saude, incluindo no diagnostico,
na previsdo do risco de doenca, na preven¢ao, na tomada de
decisdes terapéuticas, na avaliacdo da resposta terapéutica
e no progndstico, assim como no cumprimento das metas de
salde publica (iniciativa da OMS Human Genomics in Global
Health, https://www.who.int/genomics/about/en/).
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