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informação CCPG/01/2008, com a inclusão de quatro artigos científicos publicados e um artigo 

científico em preparação para publicação. Estes artigos são resultado de mais de quatro anos de 

trabalho, em colaboração com vários outros profissionais. A partir das análises realizadas, pude 

colaborar de maneira significativa na resolução de importantes problemas da ordem de desenho 

experimental e processamento de dados, que culminaram com a elaboração da Tese. 

Apesar do escopo desta Tese referir-se ao desenvolvimento de algoritmos e análises 

estatísticas utilizadas em técnicas de mapeamento genético, minha contribuição no trabalho 

descrito nestes cinco artigos também inclui: a aplicação dos termos de consentimento livre 

esclarecido aos pacientes avaliados no artigo 5, a organização dos dados fenotípicos nos artigos 

1, 2, 3, 4 e 5; a extração de DNA e RNA de sangue periférico nos artigos 1, 3, 4 e 5; a obtenção 

dos genótipos de marcadores microssatélites por meio de técnicas de Polymerase Chain Reaction 

(PCR) no artigo 3; a genotipagem dos Single Nucleotide Polymorfisms (SNPs) por meio de PCR 

em tempo real nos artigos 4 e 5; e ensaios de expressão gênica no artigo 5. 

Entretanto, a avaliação clínica e os respectivos exames dos indivíduos utilizados nestes 

artigos foram realizados por um médico especializado para cada patologia, garantindo ao máximo 

a homogeneidade fenotípica das amostras. Por fim, apesar de uma Tese ser tradicionalmente 

julgada tendo como base a demonstração de erudição pelo candidato e a elaboração de uma 

hipótese que deverá ser refutada, aceita ou ainda não resolvida, esta Tese teve como objetivo 

auxiliar na resolução de várias hipóteses, sendo cada uma delas discutida nos diferentes artigos 

incluídos, que são parte integral da Tese.  
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Fatores genéticos têm sido descritos para diversas doenças do sistema nervoso central. Uma etapa 

importante na identificação de genes responsáveis por estas doenças são os estudos de 

mapeamento genético. Além disso, devido às novas tecnologias de aquisição de dados de 

genótipos dos indivíduos, é necessário o estudo e desenvolvimento de programas de 

processamento de grande quantidade de dados para as análises estatísticas. Os objetivos deste 

trabalho foram: 1) criar uma interface entre os equipamentos de aquisição de dados de genótipos 

e os programas estatísticos, por meio de programas de processamento de dados; 2) aplicar e 

avaliar os modelos estatísticos em amostras de famílias segregando três doenças neuro-

psiquiátricas: epilepsia do lobo temporal mesial (ELTM), polimicrogiria perisylviana bilateral 

congênita (PPBC) e transtorno afetivo bipolar (TAB). A interface foi desenvolvida a partir de um 

algoritmo lógico, o qual adiciona a matriz dos dados dos genótipos provenientes dos 

equipamentos em uma matriz representativa dos dados das famílias. Este algoritmo, denominado 

JINGLEFIX, foi programado em linguagem de computador PERL e ambiente R e utilizado 

posteriormente nos estudos de mapeamento genético da ELTM, PPBC e TAB. Análise de 

segregação foi realizada em 148 famílias nucleares com ELTM, com um total de 698 indivíduos, 

visto que esta síndrome não possui padrão de herança conhecido. Uma família, segregando PPBC 

com um total de 15 indivíduos e um padrão conhecido de herança ligada ao X dominante, foi 

submetida à análise paramétrica de ligação por meio do pacote de programas LINKAGE, 

utilizando 18 marcadores microssátelites na região candidata Xq27-Xq28. Análise não 

paramétrica de ligação realizada em uma amostra de 74 famílias segregando TAB, totalizando 

411 indivíduos, por meio do teste de transmissão de desequilíbrio de ligação (TDT), utilizando 21 

single nucleotide polymosphisms (SNPs) para 21 regiões candidatas. A análise de segregação 
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revelou a presença de um gene de maior efeito com um padrão autossômico dominante, além da 

presença de genes de menor efeito influenciando no fenótipo da ELTM. O posterior mapeamento 

genômico da ELTM, utilizando os parâmetros definidos na análise de segregação, revelou ligação 

genética na região 18p11. A análise paramétrica de ligação genética levou ao mapeamento da 

região Xq27 para a família com PPBC, diferente da região candidata previamente descrita. Esta 

diferença pode ser explicada pelo tipo de amostra familiar utilizada pelos dois estudos. Em 

relação ao TAB, a análise não paramétrica identificou a região candidata 3p22. Posterior estudo 

de refinamento da região 3p21-3p22 utilizando 94 SNPs adicionais e estudo de expressão gênica 

identificou o gene ITGA9 como possível gene de susceptibilidade para o TAB. Comparando o 

poder estatístico entre as análises, foi observado maior poder estatístico na análise paramétrica 

utilizando uma ou poucas famílias, com um número grande de indivíduos por família; enquanto 

que o poder estatístico foi maior nas análises não paramétricas utilizando múltiplas famílias de 

tamanhos moderados e estruturas variadas. Conclui-se que o algoritmo de processamento de 

dados e a adequada aplicação dos modelos estatísticos são fundamentais para sucesso do 

mapeamento genético das regiões e dos genes responsáveis pelas doenças neuro-psiquiátricas 

estudadas. 
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Genetic factors have been described for several central nervous system diseases. A main step for 

disease gene identification is genetic mapping study. In addition, due new genotype acquire 

technology, the development of genotype processing data software is required. The objectives of 

this work were: 1) to generate interface between genotype equipment and statistical software by 

processing data algorithm; 2) to apply and evaluate statistical models in family sample 

segregating three neurological diseases: mesial temporal lobe epilepsy (MTLE), bilateral 

perysilvian polymicrogyria (BPP) and bipolar affective disorder (BPAD). Data interface was 

developed from a logic algorithm, which adds a genotype matrix data from equipment to a family 

data matrix. This algorithm, called JINGLEFIX, was implemented in PERL computer language 

and R environment. In addition, this software was used in genetic mapping study for MTLE, BPP 

and BPAD. Segregation analysis was performed in 148 nuclear MTLE pedigrees, with a total of 

698 individuals, since this syndrome has not known inheritance pattern. One BPP pedigree with 

known X-linked dominant pattern of inheritance, with a total of 15 individuals, was submitted to 

parametric linkage analysis by LINKAGE package, using 18 microsatellite markers on candidate 

region Xq27-Xq28. Non-parametric linkage analysis was performed from 74 BPAD families, 

with a total of 411 individuals, by transmission disequilibrium test (TDT) and using 21 single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) for 21 candidate regions. Segregation analysis revealed a 

major effect gene with an autosomal dominant pattern of inheritance and minor gene effect, 

which could influence MTLE phenotype. Further whole genome analysis mapped the putative 

MTLE major gene on 18p11. Parametric linkage analysis mapped Xq27 locus for BPP, a 

different region compared to the Xq28 previous described. This difference could be explained to 

sample type used by the two studies. Non-parametric linkage for BPAD identified the candidate 
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region on 3p22. Further studies using 94 additional SNPs on 3p21-3p22 and gene expression 

analysis identified ITGA9 as susceptibility gene for BPAD. A comparison of statistical power 

between statistical analyses showed a high statistical power for parametric linkage analysis from 

one or a few large families; whereas a high statistical power was observed for non-parametric 

linkage analysis using several moderate size families. The conclusion of this study is that data 

processing algorithm and adequate statistical model applying are fundamental tools for successful 

of genetic mapping of complex diseases. 
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Os estudos de padrões de herança e mapeamento genético são uma etapa importante 

na identificação de genes responsáveis por diversas doenças (1). Neste contexto, o 

desenvolvimento de modelos estatísticos e programas computacionais tem auxiliado no 

processamento dos dados e na estimativa de parâmetros adequados para estas análises (2), 

principalmente para doenças complexas, incluindo doenças do sistema nervoso central. 

 

1.1. Epilepsia do lobo temporal mesial 

As epilepsias formam um grupo de doenças neurológicas crônicas, caracterizadas 

pela ocorrência de crises epilépticas recorrentes. Essas crises resultam de uma descarga 

neuronal anormal, com início em uma região generalizada ou restrita do cérebro (3). Entre 

as epilepsias, a epilepsia de lobo temporal mesial (ELTM), representando 40% dos casos, 

tem as crises geradas predominantemente pelo acometimento de estruturas mediais do lobo 

temporal, incluindo regiões hipocampais (4; 5). A presença de recorrência familiar (6) 

indica a evidência de fatores genéticos influenciando a ELTM, o que torna necessário 

análises que comprovem estas observações, além de definir o padrão de herança 

Mendeliano presente na ELTM. 

 

1.2. Polimicrogiria perisylviana bilateral congênita 

A polimicrogiria é uma malformação do desenvolvimento cortical, caracterizado por 

um grande número de pequenos giros cerebrais, separados por sulcos mais rasos. A 

polimicrogira perisylvina bilateral congênita (PPBC; OMIM #300388) é a forma mais 

comum de polimicrogiria, caracterizada pelo espessamento do córtex cerebral, ao redor da 

fissura de Sylvius. As características clínicas incluem paresia pseudobulbar, disartria e 

atraso ou dificuldade na fala (7; 8). Episódios de recorrência familiar têm sido descritos 

para a PPBC, sendo que tanto o padrão de herança autossômico recessivo quanto o padrão 

ligado ao X dominante tem sido observado (7-11). Estes achados indicam a necessidade de 

estudos genéticos para a identificação do gene responsável para PPBC. 
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1.3. Transtorno afetivo bipolar 

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB; OMIM %611630) é uma doença psiquiátrica, 

clinicamente caracterizada por episódios de mania (TAB-I) ou hipomania (TAB-II) 

espaçados por períodos de depressão. A prevalência é de 0,8% a 2,6% na população. Em 

pacientes não tratados, a taxa de suicídio pode alcançar aproximadamente 20% (12). O 

TAB também tem sido associado a outras desordens psiquiátricas e outros fatores, tais 

como depressão, esquizofrenia, alcoolismo, abuso de drogas e suicídio. Apesar de que 

estudos familiares demonstram a contribuição de fatores genéticos para o TAB, vários 

trabalhos apresentam resultados de mapeamento genético conflituosos, mostrando a 

complexidade desta patologia do ponto de vista genético (12; 13). 

 

1.4. Tipo de amostra 

Quando há evidência de fatores genéticos relacionados a uma determinada doença, o 

primeiro passo é avaliar qual o tipo de amostra mais adequada para as análises. Neste caso, 

o tipo de amostra pode ser familiar, formada por indivíduos relacionados, ou por 

indivíduos não relacionados, formada por grupos de casos e de controles. Cada amostra 

apresenta suas características. Entretanto, entre os dois extremos há uma gradação de tipos 

de amostras com ambas as características descritas a seguir (Figura 1). 

As doenças tipicamente monogênicas, com padrão de herança Mendeliano 

definido e com baixa prevalência na população possuem alta agregação familiar. Neste 

caso, o possível gene responsável pela doença apresenta um forte efeito genético no 

desenvolvimento da afecção e uma baixa frequência na população em geral (1). Entretanto, 

para doenças complexas comuns e sem um padrão de herança Mendeliano conhecido, Rish 

e Merikangas em 1996 (14; 15) propuseram uma teoria denominada common disease-

common variant. De acordo com esta teoria, os fatores genéticos envolvidos em uma 

doença complexa incluem genes de susceptibilidade com baixo efeito genético e uma maior 

frequência gênica na população.  
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de estudo de associação genética baseada em famílias tem a vantagem de minimizar a 

estratificação da amostra, visto que esta análise considera associação dentro de cada família 

de modo independente (20; 21). 

Devido ao grau de miscigenação da população brasileira (16; 17; 22), as análises 

por meio de amostras de famílias podem levar a resultados mais confiáveis em relação aos 

estudos utilizando indivíduos não relacionados em nosso meio. Neste caso, a definição dos 

padrões de herança Mendeliano em uma amostra familiar é de extrema importância, visto 

que esta informação é um dos principais fatores que influenciam os modelos estatísticos 

utilizados para o mapeamento genético do fenótipo em estudo. 

 

1.5. Definição do padrão de herança: análise de segregação 

O objetivo da análise de segregação é determinar a presença de padrões de herança 

genética de um determinado fenótipo a partir de uma amostra de dados obtidos de famílias 

onde tais fenótipos estão presentes. 

Morton e MacLean (23) desenvolveram um modelo matemático o qual considera 

que um dado fenótipo é uma variável contínua (x), resultante do efeito de um gene principal 

(g), um componente de transmissão multifatorial (c) e um componente ambiental (e), como 

dado na seguinte fórmula: 

ecgx   

Em relação ao gene principal, os autores pressupõem um par de alelos A e a com 

freqüências p e q, respectivamente. Os genótipos AA, Aa e aa, distribuem-se na população 

segundo a teoria de Hardy-Weinberg (24). Ambos os componentes de transmissão 

multifatorial e ambiental têm distribuição normal em torno das médias dos genótipos AA, 

Aa e aa (Figura 2). Portanto, a variância (V) total do fenótipo x é dada pela seguinte 

fórmula: 

ECGV   

Quando o fenótipo apresenta um forte componente ambiental ou multifatorial, a 

coordenada da curva é mais larga. Caso o componente genético seja mais forte, a 

coordenada é mais estreita. 





 

Introdução 

38 

Como mostrado na Figura 2, o deslocamento (t) é a distância entre as médias dos 

dois genótipos homozigotos AA e aa.  A dominância (d) é a posição da média do genótipo 

heterozigoto em relação às média do homozigoto AA. Caso o fenótipo apresente 

dominância completa, d = 1 enquanto que se houver codominância, d = 0,5. Caso exista 

dominância incompleta, 0,5 < d < 1. A herdabilidade (H) é dada pela razão C/V e reflete a 

transmissão multifatorial. As probabilidades de transmissão são parâmetros adicionais, os 

quais estimam desvios da transmissão Mendeliana do gene principal de pais para filhos. 

Estes parâmetros, indicados por AA, Aa e aa, mostram respectivamente as probabilidades 

dos genótipos AA, Aa e aa de transmitirem o alelo A. 

A partir destes parâmetros é elaborado um modelo misto, o qual servirá como 

hipótese nula (H0), além de modelos teste que refletem determinado padrão de herança, 

como mostrado na Tabela 1. Os parâmetros de cada modelo são estimados por meio de 

máxima verossimilhança (Maximum Likelihood Estimation – MLE) e, após esta estimativa, 

cada modelo teste é comparado ao modelo Misto por meio do teste da razão da máxima 

verossimilhança (Likelihood Ratio Test – LRT). Visto que -2ln(LRT) apresenta uma 

distribuição qui-quadrado com um grau de liberdade (2), valores de p podem ser obtidos 

para estas comparações, sendo que valores de p < 0,05 rejeitam o modelo teste, enquanto 

que valores de p > 0,05 não rejeitam o modelo teste (25; 26)  

Em situações onde é encontrado mais de um padrão de herança estatisticamente 

significativo, é utilizado o Critério de Informação de Akaike (Akaike Information Criteria - 

AIC), o qual é dado pela seguinte equação:  

   mLRT 2ln2   

 onde m = número de graus de liberdade de cada modelo. O modelo com menor valor de 

AIC indica o ajuste mais parcimonioso dos dados e, portanto, o mais provável (27). 
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Tabela 1. Modelos para análise de segregação. 

Modelo 
Parâmetro 

d t q H AA Aa aa 

Misto (hipótese nula) est. est. est. est. [1] [0,5] [0] 

Esporádico [0] [0] [0] [0] [0] [0] [0] 

Ausência de gene principal [0] [0] [0] est. [1] [0,5] [0] 

Multifatorial est. est. est. [0] [1] [0,5] [0] 

Autossômico dominante [1] est. est. est. [1] [0,5] [0] 

Autossômico codominante [0,5] est. est. est. [1] [0,5] [0] 

Autossômico recessivo [0] est. est. est. [1] [0,5] [0] 

Presença de transmissão Mendeliana * est. est. est. [1] [0,5] [0] 

Ausência de transmissão Mendeliana * est. est. est. est. est. est. 

est.= valores estimados; * = valor fixado dependendo do modelo de segregação autossômica 

encontrado; [ ] = valores fixados para cada modelo 

 

Todos estes cálculos são realizados por meio do programa POINTER© (25) a partir 

de um arquivo contendo os dados das famílias em estudo e outro arquivo contendo as 

informações do fenótipo estudado. Entretanto, para uma boa estimativa dos parâmetros, é 

necessário um número grande de famílias nucleares (um mínimo de aproximadamente 90), 

além da adequada caracterização do fenótipo. 

O padrão de herança definido pela análise de segregação, juntamente com os 

parâmetros adicionais estimados, são utilizados na escolha da análise de mapeamento 

genético mais adequado para o tipo de amostra avaliado. Há dois tipos de análises: as 

paramétricas e as não paramétricas, as quais serão discutidas adiante. 

 

1.6. Análises paramétricas 

Descrito primeiramente em 1931 por Bernstein (1), a genética reversa tem como 

princípio determinar a posição de um gene a partir de um marcador molecular conhecido 

por meio da frequência de recombinação meiótica () entre eles, sendo que quanto menor a 

distância entre o gene e o marcador molecular, menor será . A ligação é detectada quando 
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ambos o gene e o marcador molecular são transmitidos de uma geração a outra de uma 

mesma família sem que ocorra recombinação meiótica entre eles. Portanto, uma vez 

detectada a ligação genética e conhecendo a posição cromossômica do marcador molecular, 

a posição cromossômica do gene de interesse pode ser inferida. 

Em 1956, a partir das teorias de Bernstein, Morton (28) desenvolveu uma função 

matemática Z() para detecção de ligação genética denominada lod score. Dados os 

genótipos G observados da amostra, esta função é calculada a partir da razão entre a 

probabilidade de ligação gênica, definida pela função L(G | 0,00 <  < 0, 5), e a 

probabilidade de não ligação, definida pela função L(G |  = 0,5), visto que  = 0,5 é 

definido como a freqüência de recombinação entre dois genes situados em cromossomos 

diferentes e, portanto, não ligados entre si. Este conceito se resume na seguinte fórmula: 

   
  












5,0|

5,00|
log10 


GL

GL
Z  

De acordo com Morton (28), valores de Z > 3 indicam ligação, enquanto que 

valores de Z < -2 indicam recombinação aleatória, ou não ligação. Valores de -2 < Z < 3 

indicam resultados não informativos. 

Na prática, visto a complexidade de parâmetros adicionais que podem influenciar 

os cálculos de Z, tais como penetrância incompleta (1), Terwillinger e Ott (21), em 1994, 

desenvolveram um pacote de programas estatísticos, denominado LINKAGE, para 

realização dos cálculos e estimação de Z.  

Estes estudos de ligação genética são utilizados principalmente para mapeamento 

de regiões em doenças tipicamente monogênicas e com padrão de herança Mendeliano 

definido. Apesar de ser uma poderosa ferramenta para genética reversa, o cálculo de Z 

apresenta resultados informativos em situações em que a amostra estudada inclui somente 

uma ou poucas famílias, com um grande número de indivíduos avaliados em cada família. 

Em situações em que a amostra inclui um número grande de famílias com poucos 

indivíduos avaliados por família, um grande número de resultados não informativos é 

observado. 

Para resolver este problema, Kruglyak et al. (29) desenvolveram um modelo 

estatístico de análise paramétrica robusto para famílias de tamanho moderado. Neste 
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modelo, o cálculo de Z utiliza a probabilidade da presença do fenótipo () condicionada a 

um vetor v(x) que indica a transmissão do marcador molecular x de pais para filhos na 

família, como mostra a equação abaixo: 

   
 














uniforme
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xvGL

xvGL
Z

)(,|

)(,|
log10 


  

onde v(x)completo = a probabilidade de transmissão observada dos marcadores; v(x)uniforme = a 

probabilidade de transmissão esperada dos marcadores. 

A estimação destas probabilidades é feita por meio do método de Cadeias de 

Markov Ocultas, visto que os genótipos, bem como a transmissão dos alelos, podem não ser 

diretamente observados em todos os indivíduos (30). Todos estes cálculos foram reunidos 

no pacote de programas GENEHUNTER (29). 

Apesar do alto poder estatístico apresentado por estes dois cálculos, o 

conhecimento do padrão de herança Mendeliano do fenótipo é a premissa principal destes 

estudos. No caso de doenças complexas, onde se espera a presença de genes de 

susceptibilidade e de menor efeito atuando no fenótipo, as análises não paramétricas de 

ligação genética são as mais adequadas para a clonagem posicional. 

 

1.7. Análises não paramétricas 

As análises não paramétricas de ligação tiveram início em 1990 com os trabalhos 

teóricos de Risch sobre análises de pares de irmãos afetados (31; 32). Em 1993, Spielman 

et al. (33) desenvolveram um método denominado Teste de Transmissão de Desequilíbrio 

de ligação (Transmission Disequilibrium Test – TDT), onde a probabilidade de transmissão 

de um alelo A de pais afetados para os filhos afetados é comparada com a probabilidade de 

não transmissão deste alelo A (Tabela 2). 
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Tabela 2. Relação entre a transmissão dos alelos A e a entre uma amostra familiar 

 alelo A alelo a Total 

Transmitido x n – x n 

Não transmitido y n – y n 

Total x+y 2n-x-y 2n 

 

Visto que os dados dos genótipos dos pais podem ser desconhecidos ou não 

avaliados, Gordon et al. (34) propuseram um modelo de TDT baseado em LRT, o qual é 

robusto para este tipo de situação, como é mostrado na fórmula abaixo: 
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onde G = genótipos observados da amostra; Ri = risco relativo do genótipo i; pi = frequência 

do genótipo i; E = categorização erros da amostra. Estes parâmetros são estimados via MLE 

e, visto que o valor de TDT tem uma distribuição 2, valores de p podem ser obtidos para 

avaliar a significância estatística da análise. Estes cálculos foram incluídos em um 

programa chamado TDTAE (TDT allowing errors) (34). Entretanto, um número baixo de 

famílias pode inflar os valores de TDT, gerando resultados falso-positivos (33; 34) 

Devido a este problema, Dudbridge (20) elaborou um modelo onde a 

probabilidade da presença dos genótipos dos filhos fica condicionada à probabilidade dos 

genótipos dos pais em um modelo de regressão logística (26), como mostrado na seguinte 

fórmula: 
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onde c = genótipo do fílho; f = genótipo paterno; m = genótipo materno; y = fenótipo do 

filho; z = covariante do fenótipo do filho; Xc = vetor dos códigos dos possíveis genótipos do 

filho, ou seja, AA, Aa ou aa; e  = coeficientes de regressão (26).  
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As principais diferenças deste modelo em relação ao cálculo proposto por Gondor 

et al. (34) são o maior poder estatístico para um número menor de famílias e a possibilidade 

do uso de covariantes, devido à presença do coeficiente de regressão  (26). Estes cálculos 

são realizados por meio do programa UNPHASED (20), sendo também denominadas de 

estudos de associação baseadas em famílias. 

As análises não paramétricas também são utilizadas para estudos populacionais. 

Nestas análises, denominadas estudos de associação genética populacional, as 

frequências alélicas e genotípicas de um grupo de pacientes não relacionados (caso) são 

comparadas às frequências de um grupo de indivíduos não afetados com o fenótipo e não 

relacionados (controle). A partir destes dados, são montadas tabelas de frequências 

observadas e esperadas das amostras. Portanto, a distribuição de é calculada pela 

seguinte fórmula: 

  


i i

ii

E

EO
2

2  

onde Oi = valores observados na célula i da tabela; Ei = valores esperados na célula i da 

tabela de esperados. Apesar de extremamente poderoso do ponto de vista estatístico, é 

necessário um número muito grande de indivíduos para evitar resultados tanto falso-

positivos quanto falso-negativos. Além disso, o teste de associação alélica tem como 

consequência a perda de informação dos indivíduos heterozigotos, visto que possuem 

ambos os alelos, dificultando a categorização entre as classes. 

Uma alternativa ao teste de é a análise de associação genética utilizando um 

modelo de regressão logística, por meio da seguinte fórmula:  
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de Bonferroni e o False Discovery Rate, levando a um aumento do tamanho da amostra 

necessária, a qual pode chegar a um mínimo de 3000 indivíduos em estudos de associação 

populacional analisando todo o genoma (40; 41). 

 

Tabela 4. Número de resultados falso-positivos por número de testes. 

Número de testes 
Nível de significância  

0,05 0,01 0,001 0,0001 1 x 10
-5

 1 x 10
-6

 

1 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 

20 1 0 0 0 0 0 

100 5 1 0 0 0 0 

1.000 50 10 1 0 0 0 

10.000 500 100 10 1 0 0 

100.000 5.000 1.000 100 10 1 0 

1.000.000 50.000 10.000 1.000 100 10 1 

 

O problema dos múltiplos testes é um dos fatores principais da inviabilidade de 

estudos de associação populacional (40). Apesar de afetar também as análises com 

amostras de famílias, o tamanho necessário da amostra familiar é consideravelmente menor 

em relação a uma amostra populacional, chegando a um mínimo de 400 indivíduos (42). 

A identificação dos genótipos destes marcadores moleculares nos indivíduos é 

realizada por meio de equipamentos de aquisição de dados, tais como MegaBACE© 1000 

(GE Healthcare, Buckinghamshine, UK), ABI® 7500 (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA), bem como chips de microarray (41). Além de gerar uma grande quantidade de 

informação, os dados provenientes destes equipamentos necessitam de um prévio 
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processamento para o uso adequado aos diversos programas estatísticos utilizados nas 

análises. Visto que não há programas para este tipo de tarefa, surge o primeiro problema: 

como realizar a interface entre os dados dos equipamentos e os dados utilizados pelos 

cálculos estatísticos. 

Apesar das vantagens que uma amostra familiar apresenta em relação a uma 

amostra populacional, na prática são observadas várias famílias de tamanhos e estruturas 

familiares diferentes para doenças complexas neuro-psiquiátricas, levando a resultados 

espúrios somente devido ao desenho experimental empregado (2; 40). Neste momento, 

tem-se o segundo problema: qual o melhor teste estatístico para uma amostra familiar 

variada. 
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2.1. OBJETIVO PRINCIPAL 

Aplicar e avaliar os modelos estatísticos e desenvolver algoritmos para 

processamento de dados de genotipagem para as análises de mapeamento genético em 

famílias segregando doenças neuro-psiquiátricas. 

 

2.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Desenvolver algoritmos de interface entre os equipamentos de genotipagem e os 

cálculos estatísticos; 

 Aplicar análises de segregação complexa nas famílias com ELTM; 

 Realizar estudos paramétricos de ligação genética em uma família segregando PPBC; 

 Realizar estudos não paramétricos de TDT em uma amostra de famílias segregando 

TAB 
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ABSTRACT 

In the present study we aimed to identify a putative susceptibility gene from 3p22 candidate 

region, previously described for bipolar affective disorder (BPAD). We evaluated 74 

pedigrees with BPAD, with a total of 411 individuals, including 96 patients who fulfilled 

clinical criteria for BPAD according to DSM-IV classification. Among 94 SNPs evaluated 

by Transmition Disequilibrium Test (TDT), we identified one SNP (rs166508), localized 

within integrin alpha 9 (ITGA9) gene. We observed an increased expression level of ITGA9 

mRNA for mutant AA genotype patients by gene expression analysis. We suggest 

microRNA upregulation could be under ITGA9 susceptibility of BPAD phenotype. 
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INTRODUCTION 

Bipolar affective disorder (BPAD [OMIM # 125480]) is a severe and potentially 

disabling psychiatric illness, with a lifetime prevalence of 0.8-2.6 % in the population. The 

most characteristic clinical features of this disease are episodes of mania or hypomania 

interspersed with periods of depression. In untreated patients, the suicide rate can reach 

approximately 20%1,2. BPAD have been also associated to other psychiatric disorders, such 

as depression and schizophrenia 2-4. 

Family, twin and adoption studies clearly demonstrated the contribution of heritable 

factors BPAD5-8. Indeed, many candidate loci and candidate genes have been reported in 

BPAD, but few of these studies have been replicated in different population 2,8. The 

Wellcome Trust Case Control Consortium9 reported 21 candidate loci with strong or 

moderate evidence of association to BPAD in the British population. In a previous family 

based approach, we found a significant signal on 3p22 region10. In order further our studies, 

we aim to refine the 3p22 region in order to identify a putative susceptibility gene for 

BPAD.  

RESULTS 

Both SNP average genotype call rate and average genotyping success rate of sample 

was 90%. Statistical power for our family sample was higher than 80% for the detection of 

association. SNPs rs3772105, rs35107818, rs11928905 and rs35479964 showed MAF < 

0.05 (Figure 1a); SNPs rs2290528 and rs2685112 were not in Hardy-Weinberg equilibrium 

(Figure 1b); therefore, these SNPs were drop from further analysis. In addition, there was 

not LD between adjacent SNPs.  

Significant signal was found for SNP rs166508, even when adjusted by Bonferroni 

correction for multiple tests (Pcorrected = 0.0187; Figure 1c). Analysis of allele 

transmission for rs166508 revealed that 80% of total found A allele was transmitted to 

affected individuals, whereas only 33% of total found allele G was transmitted to affected 

individuals (Figure 2). 
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This SNP is located on intron 15 within integrin alpha 9 gene (ITGA9), located on 

3p21.3 according the National Center of Biotechnology Information (GeneID: 3680; 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3680). As shown in Figure 3, expression analysis of 

ITGA9 gene revealed a statistically significant increased expression among individuals who 

carry the mutant AA genotype compared with GG and GA genotypes (Kruskal-Wallis P = 

0.0339). 

 

DISCUSSION 

Subsequent to the first GWAS performed by The Wellcome Trust Case Control 

Consortium 9, other GWAS, replication and meta-analysis studies have been strength the 

association between 3p21-3p22 region and BPAD11-13. Thereby, we further our previous 

findings, refining the 3p22 region nearby SNP rs9834970 10. 

According to TDT results, SNP rs166508 is associated to our BPAD family sample, 

with an increase of allele A transmission compared to allele G (Figure 3). This SNP is 

located within intron 15 of the integrin alpha 9 (ITGA9) gene (Figure 4). ITGA9 encodes a 

subunit of the alpha 9 integrin, an integral membrane glycoprotein which is a receptor for a 

nerve growth factor, neurotrophin 3 and brain-derived neurotrophic factor 14. 

Interesting, expression analysis showed an increase in ITGA9 level in the blood for 

mutant AA patients. Despite we did not evaluate human brain tissue, we can suggest that 

ITGA9 level in this tissue could be increased in our AA patients, since we observed 

similarity in expression level for both healthy human blood and brain tissue 15. However, 

further ITGA9 expression studies in account to brain tissues in BPAD patients are necessary 

to confirm these previous results. 

In conclusion, we demonstrated that SNP rs166508, localized within ITGA9 gene, is 

associated with the disease phenotype in BAPD pedigrees. We observed that rs166508 is 

four base pairs downstream a microRNA regulation site (hsa-mir-4271). In fact, several 

studies have associated microRNA regulation and neuropsychiatric diseases 16,17. Since hsa-

mir-2471 has already implicated in human neural precursors regulation 18, we suggest that 

rs166508 could be in linkage disequilibrium with a variant within the increased hsa-mir-
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4271 site and this variant could generate an upregulation in ITGA9 level in BPAD patients. 

However, sequencing analysis of hsa-mir-4271 site is needed to confirm our hypothesis. 

METHODS 

Ascertainment of subjects and SNP genotyping 

We used clinical information and genomic DNA from our previous BPAD familial 

sample 10. This sample consisted of 411 individuals distributed in 74 families with 96 

bipolar I disorder individuals, classified according DSM-IV criteria 19. Further study pilot 

gene expression analysis was conducted from RNA sample from nine unrelated BPAD 

affected individuals within this family data. This study was approved by the Research 

Ethics Committee of our institution and all patients and family members signed a consent 

form prior to entering the study. 

SNP Genotyping 

We choose 94 SNPs using SNPBROWSER© 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, 

California, USA) from the four populations available in phase II HapMap 20. The 

parameters used were: minimum allele frequency (MAF) > 0.05; and linkage 

disequilibrium r2 < 0.8. SNPs were genotyped by Real Time PCR using SNPlex System® 

(Applied Biosystems, Foster City, California, USA). 

Gene expression analysis 

Since ITGA9 gene is expressed in blood 15, we evaluate differential expression 

among the three SNP genotypes from RNA was obtained by direct extraction from 

lymphocytes of peripheral blood according to Ficoll-Plaque Plus (GE Heathcare, Chicago, 

Illinois, USA) and Trizol (Invitrogen, Carlsbad, Califórnia, USA) procedure. RNA samples 

were quantified using NanoVue V1.7.2 Spectophotometer (GE Heathcare, Chicago, 

Illinois, USA). 

Expression analysis was performed in triplicate by real-time PCR using the ABI 

7500 TaqMan System using human GAPDH as endogenous control (probe ID: 

Hs03929097_g1; Applied Biosystems, Foster City, California, USA) and a ITGA9 assay 

(probe ID: Hs00174408_m1; Applied Biosystems, Foster City, California, USA). 
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Fluorescence signals were detected by the 7500 System Sequence Detection Software 

(Applied Biosystems, Foster City, California, USA). 

Statistical analysis 

We used the JINGLEFIX academic software for preprocessing data and MAF 

estimation from SNPlex data 21. Mendelian inconsistencies and Hardy-Weinberg 

Equilibrium (HWE; pvalue threshold = 0.01) were evaluated by PEDCHECK and 

HAPLOVIEW software, respectively 22,23. We used the TDTae program for family-based 

association analysis 24 and Bonferroni correction to account for multiple testing. In order to 

verify statistical power of our sample, we used the TDT POWER CALCULATOR 

program, since this software enables estimation from pedigrees with different family 

structures 22. The parameters used in the TDT POWER CALCULATOR were: dominant 

pattern of inheritance with incomplete penetrance 6; marker frequency = 0.10; allele 

frequency = 0.25; and a Bonferroni adjusted statistical significance level  = 0.00053. 

Kruskal-Wallis rank sum test was used in order to evaluate differential expression by R 

environment 25. 
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Figure 1. Quality control and TDT results from 3p22 region: a) Minor allele frequency 

(MAF) showing three SNPs with MAF < 0.05; b) Hardy-Weinberg Disequilibrium (HWD) 

showing two SNPs with altered distribution; c) TDT P results, showing SNPs rs166508 as 

statistically significant association. 

 

Figure 2. Proportion of transmitted and untransmitted rs166508 alleles within BPAD 

families. 

 

Figure 3. Boxplot of relative quantification analysis from the three different genotypes of 

unrelated BPAD individuals. 

 

Figure 4. Location SNP rs166508 (asterisk) among SNPs evaluated within ITGA9 gene 

(exons = white; introns = black). 
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A escolha do tipo de amostra, do modelo estatístico e dos marcadores moleculares 

é de extrema importância para o correto mapeamento genético. Neste contexto, foram 

levantados dois problemas: 1) visto a grande quantidade de dados gerados para as análises 

estatísticas e a ausência de programas de processamento deste tipo de dados, como realizar 

a interface entre os dados dos equipamentos e os dados utilizados pelos cálculos 

estatísticos; 2) visto que, apesar das amostras familiares serem mais adequadas em nosso 

meio em relação a uma amostra populacional, a heterogeneidade das amostras familiares 

gera dúvidas quanto ao melhor modelo estatístico a ser utilizado. 

O algoritmo LINKGEN (Capítulo 1) foi desenvolvido com o objetivo inicial de 

processar os dados de genotipagem de marcadores microssatélites em amostras familiares, 

sendo utilizado em mais três estudos de mapeamento genético (43-45). Além disso, este 

programa também se mostrou útil para processamento dos dados de genotipagem de SNPs, 

como mostrado no artigo do Capítulo 4. Renomeado para JINGLEFIX, este programa está 

sendo registrado no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI pedido nº 

0000270805133430).  

Visto que, entre as três doenças estudadas, somente a ELTM não possui um padrão 

de herança definido (9; 11; 46), foi realizada uma análise de segregação complexa para 

definição destes parâmetros, como descrito no Capítulo 2. Os resultados apontam para a 

presença de um gene de maior efeito, segregando em um padrão autossômico dominante, 

além da presença de genes de menor efeito influenciando o fenótipo da ELTM. Estes 

parâmetros foram utilizados em posteriores estudos de mapeamento em todo o genoma para 

ELTM, onde foi encontrada ligação genética na região 18p11 (47). 

Entretanto, além do padrão de herança, a estrutura e o tamanho das famílias 

também influenciam os modelos estatísticos de mapeamento genético. A fim de comparar o 

poder estatístico das análises paramétricas e não paramétricas em diferentes tipos de 

amostras, foram realizados cálculos de poder estatístico utilizando um teste paramétrico 

(LINKAGE) e um não paramétrico (TDT), em cada uma das amostras segregando PPBC 

(Capítulo 3) e TAB (Capítulo 4), para a utilização de até 100 marcadores moleculares. A 

análise paramétrica se mostrou mais robusta do que a análise não paramétrica para a família 
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maior de famílias de tamanhos e estruturas variadas é evidente no Capítulo 4, onde foi 

encontrada associação entre a região 3p22 e TAB e posterior identificação do SNP 

rs166508, localizado no intron 15 do gene ITGA9 (Capítulo V). 

Entretanto, diferentes genes foram identificados na mesma região, tais como os 

genes ANK3, GNL3, NEK4, ITIH3 (48) e o gene PBRM1 (49). Estes diferentes resultados 

podem ser explicados novamente pelo tipo de amostra estudada (2), pois incluem tanto 

estudos de meta-análise quanto estudos populacionais e familiares. Barnett e Smoller (50) 

reforçam esta hipótese, sugerindo que casos familiares segregando TAB podem apresentar 

genes de susceptibilidade diferentes dos casos não familiares. Portanto, o gene ITGA9 

continua como um gene de susceptibilidade para TAB em nossa amostra familiar. 

O SNP rs166508 está a quatro pares de bases no sentido 3’ de um provável sitio de 

ligação do microRNA hsa-mir-2471, o qual está relacionado com precursores neurais. Visto 

que indivíduos afetados com TAB portadores do genótipo AA apresentam aumento de 

expressão do gene ITGA9, o SNP rs166508 pode estar em desequilíbrio de ligação com 

uma possível variante no sítio de ligação do hsa-mir-2471. Portanto, esta variação pode 

levar a não ligação do microRNA na região e consequente diminuição na regulação da 

expressão de ITGA9.  

Entretanto, análise da sequência do provável sítio de ligação utilizando os 

indivíduos avaliados no estudo de expressão, juntamente com seus familiares, não revelou 

alteração na sequência entre os indivíduos portadores dos genótipos GG, GA e AA do SNP 

RS 166508. Além disso, a análise dos 10 SNPs não sinônimos presentes na região 

codificante do gene ITGA9 também não revelou associação com o TAB. Portanto, até o 

momento, não foi encontrado um substrato que justifique o aumento de expressão do gene 

ITGA9 para os indivíduos portadores do genótipo AA para o SNP rs166508. A análise da 

sequência dos mRNA a partir de amostras de cultura de linfoblastos dos mesmos indivíduos 

utilizados no estudo de expressão, além da análise das regiões promotora e UTR em toda a 

amostra estão sendo realizadas a fim de identificar o substrato que justifique o aumento de 

expressão do gene ITGA9 em pacientes com TAB. 
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Artigo 1: 

O programa JINGLEFIX é apto para uma adequada interface de dados entre os 

diversos equipamentos de genotipagem (MegaBACE® 1000, ABI® 7500 e chips de 

microarray) e os programas estatísticos mais utilizados para mapeamento genético. 

Artigo 2: 

A análise de segregação complexa mostrou a presença de um gene principal, com 

padrão de herança autossômico dominante, além da presença de genes de menor efeito, 

atuando no fenótipo da ELTM. Este gene foi posteriormente mapeado na região 18p11. 

Artigo 3: 

A análise paramétrica de ligação genética em uma família segregando PPBC 

identificou a região Xq27 como região candidata a possuir o possível gene responsável por 

PPBC nesta família. 

Artigo 4: 

A análise não paramétrica de ligação mapeou a região 3p22 para a amostra de 

famílias segregando TAB. 

Artigo 5: 

O refinamento da região 3p22 identificou o gene ITGA9 como possível gene de 

susceptibilidade para o TAB. 

Conclusão geral: 

Tanto o algoritmo de processamento de dados quanto à adequada aplicação dos 

modelos estatísticos foram fundamentais para o mapeamento genético das regiões e dos 

genes responsáveis pelas doenças neuro-psiquiátricas estudadas. 
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