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RESUMO

Introducdo: A periodontite ¢ uma doencga inflamatdria multifatorial que afeta os tecidos de
suporte do dente, podendo levar a perda dental. A interacdo de complexos bacterianos
especificos envolvidos na periodontite, fatores de risco que interferem na resposta imunolédgica
do hospedeiro, incluindo, por exemplo, a regulagdo celular de fibroblastos, osteoblastos e
osteoclastos, e a suscetibilidade genética e variantes especificas, podem estar associados a
doenca e a dificuldade do tratamento. O sistema RANKL/RANK/OPG esta envolvido na
diferenciagdo e ativagdo dos osteoclastos, regulando as respostas celulares e a reabsor¢ao 6ssea
na periodontite. Variantes genéticas podem influenciar na manifestacao desses genes, que tém
sido associados a doengas, em diferentes populacdes. Objetivos: Descrever a frequéncia e o
potencial regulatério das variantes do sistema RANK, RANKL e OPG; avaliar o seu potencial
como marcadores genéticos informativos de ancestralidade (AIM); avaliar a associagdo de
variantes genéticas em RANK, RANKL e OPG com a presenca de periodontite. Metodologia:
Estudo transversal com 506 individuos adultos participantes de uma coorte, acometidos de asma
e periodontite. Estes tiveram o DNA gendmico extraido e genotipado, utilizando-se a
plataforma Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina). As plataformas NCBI,
Regulome DB, Haploview 4.2 e rSNPBase foram consultadas e utilizadas. Para as analises de
associacdo, foram classificados com presenga (n=117) ou auséncia (n=389) de periodontite; e
a analise estatistica foi realizada com o software PLINK 1.9, mediante regressdo logistica
ajustada por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental, asma e
componente principal de ancestralidade. Resultados: As variantes mais frequentes na
populacdo estudada foram: o rs4941129 em RANK, frequéncia de menor alelo (MAF) 50%; o
1$9525641 em RANKL, MAF 46% e o 1s3102724 em OPG, MAF 46%. Os rs 17069898 (1f)
em RANK, rs2200287 (1d) em RANKL e rs3134063 (1f) em OPG apresentaram maior impacto
funcional. Em OPG e RANK, nove polimorfismos se caracterizaram como AIM, predominando
populacdes YRI (africanos) e CEU (europeus). Foram associados a periodontite no gene RANK,
27 SNV (variante de nucleotideo tnico), sendo 20 positivamente (odds ratio >1) e 16 deles
apresentam alta correlagdo entre si, variando entre 81% e 100%; e 7 negativamente (odds
ratio<1) e 2 deles com alta correlagdo (96%), enquanto 2 em perfeito equilibrio (r*=1,0). Em
RANKL, 11 SNV foram associados positivamente a periodontite, sendo que 6 estdo em perfeito
equilibrio (=1,0) e 4 em alta correlagio, variando de 96% a 100%. Em OPG, 2 SNV foram
associados positivamente a periodontite. Essas variantes estdo em alto desequilibrio de ligacao
(1?=0.99). Foi demonstrado, no gene RANK, 1f (rs4941125), 2b (rs55850220) e 3a (rs34432351,
rs72931591 e no gene RANKL 3a (rs115675044 e rs443188), que ha possibilidade de
envolvimento em regides reguladoras e funcionais. Conclusao: Variantes nos RANK, RANKL
e OPG se mostraram frequentes na populagdo estudada e tiveram seus alelos mais frequentes
associados a doengas em populacdes ancestrais; e 40 variantes delas estdo associadas e positiva
e negativamente a periodontite.

Palavras-chave: Variante de unico nucleotideo. RANK. RANKL. OPG. Periodontite.
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ABSTRACT

Introduction: Periodontitis is a multifactorial inflammatory disease that affects the supporting
tissues of the tooth, which can lead to tooth loss. The interaction of specific bacterial complexes
involved in periodontitis, risk factors that interfere with the immune response of the host,
including, for example, the cellular regulation of fibroblasts, osteoblasts and osteoclasts, and
genetic susceptibility and specific variants, may be associated with the disease and to the
difficulty of treatment. The RANKL/RANK/OPG system is involved in osteoclast differentiation
and activation, regulating cellular responses and bone resorption in periodontitis. Genetic
variants can influence the expression of these genes, which have been associated with diseases,
in different populations. Objectives: Describe the frequency and regulatory potential of RANK,
RANKL and OPG system variants; assess their potential as ancestry informative genetic markers
(AIM); to evaluate the association of genetic variants in RANK, RANKL and OPG with the
presence of periodontitis. Methodology: Cross-sectional study with 506 adult individuals
participating in a cohort, affected by asthma and periodontitis. The genomic DNA was extracted
and genotyped using the Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina) platform. The
NCBI, Regulome DB, Haploview 4.2 and rSNPBase platforms were consulted and used. For
association analyses, they were classified as having the presence (n=117) or absence (n=389)
of periodontitis; and statistical analysis was performed using the PLINK 1.9 software, using
logistic regression adjusted for age, obesity, mouth breathing habit, flossing, asthma and main
component of ancestry. Results: The most frequent variants in the population studied were:
154941129 in RANK, lowest allele frequency (MAF) 50%; the rs9525641 in RANKL, MAF 46%
and the rs3102724 in OPG, MAF 46%. The rs 17069898 (1f) in RANK, rs2200287 (1d) in
RANKL and rs3134063 (1f) in OPG had greater functional impact. In OPG and RANK, nine
polymorphisms were characterized as AIM, predominantly YRI (African) and CEU (European)
populations. They were associated with periodontitis in the RANK 27 SNV gene (single
nucleotide variant), 20 of which were positively (odds ratio >1) and 16 of them showed high
correlation with each other, ranging from 81% to 100%; and 7 negatively (odds ratio<l) and 2
of them with high correlation (96%), while 2 in perfect balance (r2=1.0). In RANKL, 11 SNV
were positively associated with periodontitis, with 6 being in perfect balance (r2=1.0) and 4 in
high correlation, ranging from 96% to 100%. In OPG, 2 SNV were positively associated with
periodontitis. These variants are in high linkage disequilibrium (r2=0.99). In the RANK gene 1f
(rs4941125), 2b (rs55850220) and 3a (rs34432351, rs72931591 and in the RANKL 3a gene
(rs115675044 and rs443188) there is a possibility of involvement in regulatory and functional
regions. Conclusion: Variants of the RANK, RANKL and OPG genes were frequent in the
population studied and had their most frequent alleles associated with diseases in ancestral
populations; and 40 variants are positively and negatively associated with periodontitis.

Keywords: Single Nucleotide Variant. RANK. RANKL. OPG. Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

A periodontite compreende uma condi¢do inflamatdria, iniciada por interagdes
complexas entre microrganismos patogénicos - presentes na microbiota oral - € a resposta
imunologica do hospedeiro. Com a evolugdo dessa doenca, as estruturas de suporte dos dentes,
que sdo a gengiva, o ligamento periodontal e o osso alveolar, ficam comprometidos, o que pode
culminar com a perda dental. Os osteoclastos sdo as principais células envolvidas na reabsor¢ao
Ossea, a qual acontece na periodontite em resposta a diversas citocinas, quimiocinas, fatores de

transcricdo e moléculas coestimuladoras produzidas e liberadas durante a inflamagao. (1, 2)

No processo da osteoclastogénese, ocorre a estimulacao de progenitores de osteoclastos
mononucleares, pelo Fator de Estimulacao de Colonias de Macréfagos (M-CSF), e a ativagao
do Fator Nuclear-kB (NF-kB), por RANKL (Ligante do receptor-ativador do NF-xB). RANKL
liga-se a0 RANK (receptor-ativador do NF-«xB), induzindo a diferenciagao dos pré-osteoclastos
em osteoclastos maduros, que sdo os que reabsorvem a matriz 6ssea. Ja a osteoprotegerina
(OPGQG) previne a ligacdo RANK-RANKL por inibigao competitiva. O aumento da concentragao
de citocinas pré-inflamatorias, que ocorre na periodontite, pode elevar os niveis de RANKL e

ativar os osteoclastos, bem como inibir a atividade de OPG (3).

Além da periodontite, o sistema RANK/RANKL/OPG esta associado a varias doengas
inflamatoérias e dsseas, a exemplo da osteoporose, artrite reumatoide e tumores, como o cancer
de mama (4, 5, 6), bem como se relaciona a densidade mineral 6ssea (7, 8). Uma conjungdo de
fatores ambientais e genéticos esta relacionada com a doenca periodontal. A identificagdo dos
fatores genéticos e o estudo de genes RANK, RANKL e OPG, relacionados com o metabolismo
0sseo, podem ser determinantes para o conhecimento do risco clinico significativo de cada
paciente. Esses genes, localizados nos cromossomos 18 (RANK), 13 (RANKL) e 8 (OPG) podem
ter sua expressdo alterada por variagdes genéticas de nucleotideo unico (SNV), o que pode
resultar numa maior susceptibilidade ou protecdo para o desenvolvimento de uma doenca.
Inimeros estudos mostram a influéncia destes SNV em RANK, RANKL e OPG na patogénese
dessas doencas 6sseo-inflamatorias (7,9,10).

Estas varia¢des genéticas podem ser mais prevalentes em um determinado grupo racial
ou étnico do que no resto da populagdo. Variantes relacionadas a hipertensao, diabetes mellitus
tipo 2, doenca renal e cancer de prostata, por exemplo, mostraram diferengas significativas entre

os grupos étnicos (11). Assim, ao analisar variantes genéticas nesses genes, numa populagdo do
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Nordeste brasileiro, tornou-se relevante pesquisar se essas variantes se comportam como
marcadores de ancestralidade, visto que essa populacdo tem miscigenagdo de americanos,
europeus e africanos, com predominio dos ultimos (12,13).

A identificacdo dos fatores genéticos para a periodontite e o estudo de genes RANK,
RANKL e OPG relacionados com o metabolismo 6sseo podem ser determinantes para o
conhecimento do risco clinico significativo de cada paciente. Sendo assim, tem havido grande
interesse na identifica¢do de variantes genéticas que podem ser usadas para avaliar o risco e/ou
gravidade da periodontite (14,15). Dessa forma, entender acerca da frequéncia de SNV de genes
relacionados a doencas inflamatorias, como a periodontite, em nossa populacao, bem como
desvendar o carater de componentes genéticos, podem explicar a diversidade de fenotipos
clinicos entre grupos populacionais, bem como susceptibilidade a doenca. Isso permitird
direcionar novas estratégias para o tratamento da periodontite, com base em informacdes

genéticas.
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2 JUSTIFICATIVA

A periodontite ¢ a principal causa de perda dental em adultos e esta associada a um
grave impacto na qualidade de vida e na autoestima dos individuos, a dispendiosos gastos com
tratamentos e a reabilitagdes protéticas. Além disso, um conjunto de evidéncias vincula essa
doenca a um risco aumentado de doencas sistémicas, como diabetes e problemas
cardiovasculares. Variantes genéticas nos genes RANK, RANKL e OPG, relacionados com o
metabolismo 6sseo, podem estar associadas a suscetibilidade e gravidade da periodontite. A
falta de resposta aos tratamentos convencionais pode estar relacionada a interagdo de fatores
ambientais e genéticos, criando um fendtipo que dificulta o sucesso na prevengao e tratamento.
Sendo assim, o entendimento do conjunto desses fatores pode ser determinante para o
diagnostico, prognostico € a descoberta de novas estratégias seguras e eficazes na conduta

terapéutica adequada ao tratamento da periodontite.

Ao considerarmos que a populacao brasileira apresenta grande miscigenagdo racial,
acreditamos ser relevante descrever as variantes genéticas em RANK, RANKL e OPG em uma
populacdo de Salvador (BA), em comparagdo com suas populagdes ancestrais, bem como fazer
um levantamento de quais doencas ja foram descritas anteriormente, associadas a essas

variantes, em outras populacoes.

Em um futuro préximo, exames de rastreamento genético podem identificar individuos
que tenham variantes genéticas que podem predispor ao ou proteger o desenvolvimento da

doenga, permitindo que melhores estratégias de tratamento e prevengao sejam implementadas.
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3 OBJETIVOS

Apresentam-se, a seguir, os objetivos a serem alcangados com o desenvolvimento

deste estudo.

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar as variantes dos genes RANK, RANKL e OPG e investigar a sua associacao

a periodontite em uma populagao brasileira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever as frequéncias das variantes genéticas em RANK, RANKL e OPG em individuos da

populacdo estudada;

Avaliar o potencial das variantes genéticas em RANK, RANKL e OPG como marcadores

genéticos informativos de ancestralidade;

Avaliar o impacto funcional in silico das variantes genéticas estudadas em RANK, RANKL e

OPG;

Investigar a associacdo entre variantes genéticas nos genes RANK, RANKL e OPG ¢ a

periodontite;

Avaliar o impacto funcional in silico das variantes genéticas estudadas em RANK, RANKL e

OPG no estudo de associacao com a periodontite.
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4 REVISAO DA LITERATURA

Esta secao compreende o referencial tedrico levantado para dar cobertura ao tema objeto

deste estudo

4.1 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal ¢ uma condicao inflamatdria que afeta os tecidos de suporte dos
dentes (osso alveolar, ligamento periodontal, cemento radicular e gengiva), podendo resultar na
sua perda e at¢é mesmo ocasionar uma condi¢do inflamatdria sist€émica. O inicio e o
desenvolvimento da doenca periodontal dependem da interacdo entre um biofilme dental

disbidtico e as respostas imunoldgicas do hospedeiro (16).

Diversos patégenos estdo envolvidos na composicdo do biofilme dental associado a
periodontite (17). Esses patdogenos vivem em complexos dentro da placa dental e estdo divididos
em grupos de acordo com os que estavam fortemente relacionados entre si: complexo vermelho,
que inclui as bactérias P. gingivalis, B. forsythus e T. denticola; complexo laranja, composto
pela bactérias F. nucleatum, P. intermedia, P. nigrescens, Peptostreptococcus micros,
Campylobacter rectus, Campvlobacter showae, Campylobacter gracilis, E. nodatus e S.
constellatus; complexo verde, composto pelos microrganismos da espécie Capnocytophaga,
Campylobacter concisus, Eikenella corrodens e Actinobacillus actinomycetencomitans; ja
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis e Streptococcus oralis fazem parte do complexo
amarelo e, por fim, o complexo roxo ¢ formado por Actinomyces odontolyticus e Veilonella
parvula. Além da interacdo entre as bactérias de um mesmo complexo, eles estdo relacionados
entre si, como, por exemplo, o complexo vermelho esta fortemente relacionado com o laranja.
As bactérias do complexo vermelho estdo fortemente relacionadas com uma maior
profundidade da bolsa periodontal e maior sangramento a sondagem (18). A presenga de
Porphyromonas endodontalis/ Porphyromonas spp e Tanerella forsythia na bolsa periodontal
é considerada fator de risco para a doenca periodontal. Indices elevados de Porphyromonas
gingivalis podem ser indicativos de progressao da periodontite (19). J& os microrganismos
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Peptostreptococcaceae

sp. € P. alatolyticus foram associados a periodontite agressiva (20).
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Em estado de saude, o ambiente oral tem uma infinidade de bactérias e virus que compoe
0 ecossistema oral e que convivem numa relacdo de simbiose entre as varias espécies do
biofilme dental e entre estas e a defesa do hospedeiro. Ainda ha um conhecimento limitado
acerca dos fatores que mantém esse equilibrio e do papel das bactérias comensais para evitar a
disbiose, que leva ao desenvolvimento da doenca (21). A mudanca do estado saudavel para a
disbiose parece ser conduzida pelos principais agentes microbianos da comunidade. Os
principais patdogenos ativos nas comunidades disbidticas sdo os patdgenos do complexo
vermelho, por exemplo, Porphyromonas gingivalis, a qual apresenta diversos fatores de
viruléncia, como a enzima PAD (peptil arginina deiminase), considerada causadora da forte

resposta autoimune na periodontite (22).

Os patogenos secretam enzimas e metabolitos que desencadeiam o inicio do processo
inflamatoério, causando disfungdo e lesao tecidual que causam a gengivite, caracterizada por
sangramento, hiperemia e edema. Quando ndo tratada, a gengivite pode evoluir e ser um estagio

que precedera a periodontite (17).

A resposta inflamatéria do hospedeiro frente a agressao dos antigenos bacterianos
envolve uma resposta imune inata e adaptativa e ocorre no sentido de defender o organismo de
microrganismos invasores, remover substancias irritantes e estd relacionada com o reparo
tecidual. Nesse sentido, ha o envolvimento de uma complexa cascata de mediadores
inflamatoérios e células; essa resposta geralmente tem inicio com a vasodilatacdo, seguida da
ativacao celular e o aumento da permeabilidade dos vasos. Varios agentes podem promover a
vasodilatagdo: os macrofagos infiltrados no tecido inflamado, secretando 6xido nitrico; os

fibroblastos do tecido gengival; e principalmente os mastocitos secretando histamina (16, 17).

Na lesdo inicial da doenga periodontal, o epitélio juncional do sulco gengival mostra
poucos neutréfilos, macréfagos e células T primdrias. A conversdo do epitélio juncional em
epitélio da bolsa periodontal acontece em menor grau (23). A gengivite apresenta uma disbiose
incipiente, onde o biofilme j& se apresenta mais espesso € 0s seus antigenos vao apresentar os
fatores de viruléncia, como o LPS (lipopolissacarideo das bactérias Gram -). Nesse contexto ha
uma resposta proporcional do hospedeiro, com a manifestacdo de anticorpos,
polimorfonucleares, células B e T (21). Inicialmente, as células T predominam no infiltrado e
eventualmente as células B entram em acao, a medida que a lesdo progride. A conversao em

epitélio da bolsa progride, tanto no epitélio juncional, quanto no epitélio sulcular (23).
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Quando ndo ha tratamento e remogao desse biofilme, a inflamacao persiste na tentativa
de eliminar, geralmente sem sucesso, os agentes patogénicos e fazer o reparo tecidual, com a
conjuncdo de fatores ambientais e genéticos que modulam o processo patogénico. Inicia-se a
perda Ossea alveolar, levando a progressdao da doenga periodontal. Nessa etapa, ha uma franca
disbiose, com um biofilme bastante patogénico e uma resposta desproporcional do hospedeiro
com grande inflamacao (21). Os neutréfilos estdo presentes em grande quantidade, tanto no
sulco gengival, quanto no epitélio juncional. Ha ulceracdo do epitélio da bolsa e degradagdo
Ossea (23). Nessa resposta inflamatoria, ha liberacdo de citocinas, prostaglandinas e
metaloproteinases da matriz (MMP) (21). As metaloproteinases recrutam ainda mais células
inflamatoérias para o local da inflamagdo. Os neutrofilos estimulados sdo as principais células
do sistema imunoldgico que combatem agentes patogénicos e regulam positivamente a
expressdo de varias proteinases e enzimas oxidativas, as quais podem degradar componentes
da matriz extracelular como MMP-8, MMP-9 e elastase de neutrofilos (24). Sendo assim, pode-
se observar na periodontite: vermelhiddo, textura alterada e inchago da gengiva marginal,
sangramento a sondagem, maior profundidade a sondagem, destrui¢do das estruturas de suporte
dos dentes (ligamento e osso alveolar), recessdo da gengiva marginal (que expde a raiz),
aumento da mobilidade e, eventualmente, perda dentaria. A dor geralmente se manifesta com
exacerbagoes agudas devido ao aparecimento de abscessos ou devido a ma oclusdo causada
pelo desalinhamento dos dentes que estdo com o suporte debilitado. Porém, a doenga
periodontal tipica ¢ indolor e geralmente os individuos s6 procuram tratamento nos estagios

mais avancados (16).

4.2 METABOLISMO DO TECIDO OSSEO

O osso ¢ um tecido dinamico que sofre constante remodelagao devido a acdo de células
produtoras de 0sso, os osteoblastos, e de células que reabsorvem a matriz 6ssea, os osteoclastos
(25, 26). Essa remodelacao dssea fisiologica ocorre em resposta as mudangas nos niveis de
eletrélitos ou forgas mecanicas no osso (26), contudo, um desequilibrio entre reabsor¢do e
deposicdo Ossea pode resultar em diversas condi¢des patoldgicas, como a osteoporose (26, 27)

e a osteopetrose, respectivamente (26), além de outras, como a artrite reumatoide (28).

A homeostase do fosfato corporal ¢ controlada por um balango hormonal entre intestino,
osso e rim. Os principais hormonios envolvidos nesse processo sao 0 hormdnio da paratireoide

(PTH), 1,25-di-hidroxivitamina-D e o fator de crescimento de fibroblastos-23 (FGF23). Sao os



23

osteocitos que produzem o FGF23, sendo este hormonio essencial no processo de remodelagdo
ossea. Sua producdo ¢ regulada por fatores locais e sist€émicos. Sao fatores locais os niveis
extracelulares de fosfato inorganico e pirofosfato e a proteina derivada de ostedcitos, a
esclerostina. Também a 1,25-di-hidroxivitamina-D, sintetizada localmente pelas células 6sseas,
pode contribuir para a regulacao da produgdo de FGF23. As fungdes endocrinas de PTH e 1,25-
di-hidroxivitamina-D exercem o controle sistémico. Numa situagao de equilibrio do organismo,
a esclerostina, por sinalizagdo para-autdcrina, regula positivamente a producao de FGF23 pelo

osteocito (29).

As células precursoras dos osteoblastos proliferam em resposta a citocinas, como o fator
de crescimento I semelhante a insulina (IGF-I) e o fator de crescimento transformador (TGF ).
E a diferencia¢do dos osteoblastos ¢ estimulada por citocinas osteogénicas, como a proteina
morfogenética 6ssea (BMP) e a via de sinalizagdo Wnt, bem como ¢ controlada por fatores de
transcricdo relacionados ao Runt (Runx) 2 e Osterix. Essa diferenciagdo ¢ inibida pelos
antagonistas Wnt Frizzled e esclerostina. Osteoblastos maduros ficam embutidos na matriz
Ossea e se transformam em ostedcitos; estes ostedcitos agem orquestrando osteoclastos e
osteoblastos e respondem a estimulos como os do horménio da paratireoide (PTH). A
esclerostina ¢ 0 RANKL estdo entre os reguladores mais importantes produzidos pelos

osteocitos (28, 30, 31, 32).

O osteoclasto se origina da diferenciagdo de células precursoras de
mondcitos/macréfagos na superficie 6ssea ou nas suas proximidades (28). Dois fatores
hematopoiéticos estimulam a osteoclastogénese: a citocina relacionada ao TNF (fator de
necrose tumoral) RANKL e o fator de crescimento do polipeptideo CSF-1. Posteriormente,
ocorre ativacado do RANK na superficie das células precursoras hematopoiéticas. Assim, CSF-
1 ¢ RANKL sao necessarios para induzir a expressdo de genes que tipificam a linhagem
osteoclastica, incluindo os que codificam fosfatase acida resistente ao tartarato (TRAP),
catepsina K (CATK), receptor de calcitonina e b3-integrina7, levando ao desenvolvimento de

osteoclastos maduros (33).

Na presenca de uma inflamagdo crénica ou aguda, ocorre um desequilibrio entre
producdo e reabsor¢ao de osso (26), que ¢ promovido pelo eixo do RANKL/RANK/OPG, o
qual regula a diferenciacao, ativacdo e sobrevivéncia dos osteoclastos (26, 34). A liberacao dos
mediadores inflamatérios induz a ativagdo dos osteoblastos, levando a producdo do RANKL,

diminuindo a produ¢do de OPG e ativando os osteoclastos, através do aumento de fatores
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osteoclastogénicos, como o NFATc1 (fator nuclear das células T ativadas) e TRAP (fosfatase

acida resistente ao tartarato), o que leva a perda ossea (35).

OPG ¢ uma proteina soluvel, membro da familia TNF, codificado pelo gene
TNSFRSF11B, secretado por células de linhagem osteobléstica (28, 32), células mesenquimais
e células B, que age como um chamariz para RANKL através de seus quatro dominios ricos em
cisteina (4), desempenhando, assim, a fun¢do de um inibidor de RANK. Assim, a concentracao
relativa de RANKL e OPG no osso ¢ um dos principais determinantes de massa e de forga 6ssea

(34).

O receptor para RANKL ¢ RANK, codificado pelo gene TNFRSF11A, uma proteina
transmembrana do tipo I, expressa por uma linhagem de células osteoclasticas e por células

dendriticas (28, 32).

A citocina RANKL, também conhecida como fator de diferenciacdo dos osteoclastos,
ODF, TRANCE e TNFSF-1, tem papel importante na diferenciagao de linfocitos, produgao de
c¢lulas do intestino, termorregulacdo em mulheres e desenvolvimento de glandulas mamarias
(28). Trata-se de uma proteina transmembrana do tipo II, expressa em osteoblastos, condrocitos
hipertroficos, células T ativadas e células mesenquimais. Quando o RANKL se liga ao seu
receptor, RANK, nas superficies celulares dos osteoclastos e pré-osteoclastos, promove a

formacdo de osteoclastos, estimulando a proliferacao e diferenciagdo (36).

Mutagdes no TNFRSF11A4, TNFSF11 e TNFRSF11B foram identificadas em individuos
com doencgas como osteodlise expansiva familiar, osteopetrose autossomica recessiva e doenca
de Paget juvenil, respectivamente. Outras doencas associadas ao eixo RANK-RANKL-OPG sdo

espondilite anquilosante, fibrodisplasia ossificante progressiva e doenca inflamatoria intestinal

(28).

A interagdo RANK-RANKL-OPG também estd associada a diabetes, onde ha reducao
das células B pancreaticas, e sabe-se que a osteoprotegerina ¢ capaz de estimular a replicagao
de células B humanas adultas ao impedir a ligacdo de RANK-RANKL. Assim, medicamentos
usados para a osteoporose atuam como anticorpo especifico para RANKL e acabam

estimulando a produg¢ao de células B pancreaticas (37).

RANKL tem um papel numa série de doengas, como na artrite reumatoide, doenga
autoimune onde ha a inflamagdo do liquido sinovial que reveste a articulagdo e que, ao longo

do tempo, promove danos 6sseos. Nessa doenca, RANKL ¢ expresso principalmente por
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fibroblastos sinoviais e células T nas articulagoes de individuos com esse distarbio. Mas ¢ a sua
expressao em fibroblastos sinoviais € ndo em células T que ¢ predominantemente responsavel
pela formagao de osteoclastos e erosdes durante a artrite inflamatéria (38). As células B de
memoria também podem produzir RANKL e aumentar a atividade de osteoclastos

reabsorventes, levando a reabsor¢ao dssea na artrite reumatoide (39).

Outra doenga que apresenta perda 6ssea por uma condi¢do inflamatoria € a periodontite,
onde os tecidos de suporte do dente sdo afetados e a perda Ossea alveolar leva, em muitos casos,
a perda dental. A penetracdo de bactérias através do epitélio oral desperta a resposta imune do
periodonto, com a ativa¢do de células, como a TH17, que produzem IL-17, estimulando
osteoblastos e células do ligamento periodontal a expressarem RANKL, bem como outras

citocinas inflamatdrias, estimulando consequentemente os osteoclastos a reabsorverem 0sso

4.

4.3 O SISTEMA RANK, RANKL E OPG NOS TECIDOS PERIODONTAIS

A destruicao ossea na doenga periodontal ¢ mediada pela resposta imune e inflamatoria
do hospedeiro aos patdgenos periodontais. O infiltrado inflamatério nos tecidos moles
gengivais e no periodonto produz uma série de citocinas que ativam os osteoclastos, células

centrais da reabsorcao ossea (36).

As células residentes do tecido periodontal, incluindo células epiteliais, fibroblastos
gengivais, fibroblastos do ligamento periodontal, osteoblastos e células dendriticas, respondem
pela imunidade inata do hospedeiro. Essas células respondem a ag@o dos patégenos periodontais
através dos receptores foll like, produzindo citocinas pro-inflamatorias € quimiocinas. As
células epiteliais produzem a IL-8, um quimioatraente para neutréfilos, que aumenta a adesao
de monocitos. Os neutrofilos produzem IL-1, IL-6 e TNF-a, ja os mondcitos podem se
diferenciar em osteoclastos. As células dendriticas produzem IL-12 e IL-18 e atuam como
células apresentadoras de antigeno para as células B e T. Os fibroblastos gengivais produzem
IL-8, TNF- a, IL-6, proteina inflamatoria de macrofagos (MIP) -1 alfa e fator derivado do
estroma (SDF) -1, importantes reguladores do processo inflamatdrio e do metabolismo dsseo.
Os fibroblastos do ligamento periodontal expressam MMPs e produzem IL-1B, IL-6, TNF- a e
RANKL. Os microrganismos também podem se aprofundar no tecido periodontal e atingir a
superficie do osso alveolar, promovendo a expressdo da citocina pro-osteoclastogénica RANKL

pelos osteoblastos (40).
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Posteriormente a essa resposta inicial, que dura em torno de 21 dias, inicia-se a resposta
inume adaptativa, onde as células apresentadoras de antigeno ativam as células B ¢ T. A maioria
das células B nas lesdes periodontais expressam RANKL. As células T CD4 produzem as
citocinas pro-osteoclastogénicas RANKL e TNF-ae IL-17, que exercem sua atividade
osteoclastogénica, melhorando a expressao de RANKL nos osteoblastos. Assim, a principal
fonte primaria de RANKL na doenca periodontal sao as cé¢lulas TH1 ou TH17, bem como as
cé¢lulas B, enquanto as células Treg atenuam a expressdo de RANKL por outras células T

ativadas (41).

Nessa fase ativa da doenca periodontal, ha um desequilibrio entre a propor¢do de
RANKL e OPG, com elevada expressdo de RANKL comparada com o OPG, fazendo com que
RANKL fique disponivel para a ligagdo com RANK. Assim, individuos com periodontite,
agressiva ou cronica, apresentam valores mais elevados de RANKL/RANK em relacdo a OPG,

devido a inflamagdo local e a perda ossea (42,43,44,45).

A expressaio de RANKL ¢ maior em um estdgio avangado de periodontite, em
comparacdo a gengivite, demonstrando que RANKL desempenha um papel importante na

reabsor¢ao Ossea alveolar (46).

O eixo RANK/RANKL/OPG ¢ o centro da regulacdo do metabolismo 6sseo e ¢ um alvo
farmacologico atraente para o tratamento da perda dssea patoldgica. O uso de inibidores de
RANKL na periodontite, testado em modelos animais, demonstra um efeito protetor na

reabsor¢ao Ossea alveolar (45).

4.4 FATORES DE RISCO PARA A PERIODONTITE

A presencga de diferentes fatores combinados pode determinar, em individuos distintos,
processos relacionados ao inicio, progressdo e gravidade da DP. Esses fatores podem estar
agrupados em: herdados geneticamente; adquiridos, onde se incluem os fatores sociais,
educacionais e econdmicos; € 0o ambiente, que pode ser influenciado pela microbiota oral e
quantidade e qualidade do biofilme; além disso, algumas doencas como diabetes mellitus,
obesidade e asma; ademais do estilo de vida dos individuos, como tabagismo, habitos de higiene

oral e de respirar pela boca, e a dieta (47,48,49).

Segundo a classificacdo de periodontite, constante no Consensus report: Chronic

periodontitis, de 1999 (50), a periodontite cronica ¢ mais prevalente em adultos (16,51) embora
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a periodontite agressiva possa acontecer em criangas (16). O agravamento da periodontite com
o avango da idade esta relacionado a diversos fatores. Muitas doengas sistémicas sao fatores de
risco para a periodontite, como mencionado anteriormente. E essas doencas tém sua prevaléncia
aumentada com a idade. A resposta imunologica dos idosos também tende a ficar debilitada,
assim como podem surgir deficiéncias fisicas e cognitivas que impedem uma correta higiene
bucal. Por fim, fatores socioecondmicos também podem impedir o acesso dos idosos ao

tratamento odontologico (52).

Com relagao ao género, ndo hd um consenso na literatura sobre a prevaléncia do género
feminino ou masculino em relagdo a periodontite (53) e tampouco em relagdo ao sexo como
fator de risco. Os homens parecem ter maior risco da doenga periodontal destrutiva do que as
mulheres, porém nao hd uma evolu¢do mais rapida no género masculino do que no feminino
(54). Em estudo retrospectivo que avaliou a eficacia do tratamento com laserterapia guiada pelo
perfil microbiano das bolsas periodontais, em 2683 individuos, ndo foi observada diferenca

entre géneros (55).

A composicdo genética especifica e os niveis circulantes de hormodnios sexuais,
somados a diferen¢a na resposta do sistema imunoldgico, pode ser uma explicacao ao fato de
os homens terem maior risco a periodontite cronica. Porém, com o passar da idade e a redugao
dos hormonios sexuais, principalmente o estrogénio, as mulheres podem apresentar maior

susceptibilidade a periodontite e a perda dssea (56, 57).

A educacdo em satde bucal também influencia na higiene e, consequentemente, na
doenca periodontal (49). Niveis socioecondmicos mais baixos relatam sinais mais avangados
da doenca periodontal e sua maior prevaléncia (51,58). H4 um estudo mostrando que em
pessoas que passaram dos 40 anos, sem cuidados com a saude bucal, houve significante
aumento da perda dentaria relacionada com a periodontite com o aumento da idade, o que levou

a conclusdo da importancia de se trata-la precocemente e cessar o tabagismo (59).

As desigualdades socioeconomicas influenciam no desenvolvimento da doenca
periodontal, a qual acaba sendo mais severa em homens, que ndo tiveram acesso a uma
educagao de qualidade, fumantes ou ex-fumantes, que costumam visitar o dentista somente uma

vez ao ano ou que nao contam com plano de saude odontologico (49,60).

Além dos fumantes apresentarem maior susceptibilidade e gravidade na periodontite,

mostram também uma progressao mais rapida, com maior perda de dentes e pior resposta ao



28

tratamento periodontal. O tabaco provoca efeitos oxidativos nos tecidos periodontais,
provocando uma supressao do sistema imunoldgico, promovendo mudancas funcionais nas

principais células imunes (61).

Assim como o tabaco, a obesidade também interfere com a resposta inflamatéria do
individuo, predispondo ao desenvolvimento da doenga periodontal. Os adipdcitos secretam
citocinas pro-inflamatorias como 7NF-a e IL-6, que estimulam a produg¢ao de proteina C reativa
(PCR), alterando a resposto do hospedeiro e levando a maior susceptibilidade da infeccao

bacteriana (62,63).

Ha também uma forte associa¢do entre asma e doenga periodontal (64), o que leva os
individuos asmaticos a terem elevado risco de desenvolvé-la, principalmente aqueles com
demandas de emergéncias médicas, internagdes e uso de corticoides inalatdrios (65). A
manifestagdo clinica da asma provoca diminuicdo do fluxo salivar, desidratacdo da mucosa
alveolar devido a respiragao bucal, alteracdo da resposta imunolédgica do paciente, com elevacao
de IgE no tecido gengival, aumentando a inflamacao, determinado o aumento do calculo dental
devido ao aumento dos niveis de calcio e fosforo na saliva e diminuicao da densidade mineral
Ossea devido ao uso corticoides inalatorios. Tudo isso contribui para o desenvolvimento e

agravamento da periodontite (64,65,66).

Outro fator que pode interferir na periodontite € a ancestralidade, que seria o fato de que
certas variantes genéticas podem ser mais prevalentes em grupo racial/étnico do que no restante
da populagdo (11). Nos Estados Unidos, alguns estudos mostram chineses e negros com maior
prevaléncia da periodontite do que brancos (67); outros encontraram maior prevaléncia entre
hispanicos, € na sequéncia, em negros nao-hispanicos, depois por asidticos nao-hispano-

americanos e por brancos nao-hispanicos (51).

4.5 GENES RANK, RANKL, OPG E VARIANTES GENETICAS

Variantes de nucleotideo unico, do inglés Single Nucleotide Variant (SNV), sdo as
alteracdes genéticas encontradas com maior frequéncia entre os individuos (68), afetando mais
que 1% da populagdo (69). A fungdo de uma proteina ou sua expressdao pode ser modificada
quando hé uma alterag@o na sequéncia de codificagdo de um gene (SNV), levando a substitui¢ao
de um aminoacido. Esse mecanismo resulta em alteragdes na imunidade inata e adaptativa

(68,69). As diferencas individuais entre diversos fendtipos de uma mesma doenga decorrem das



29

respectivas diferencas genéticas atribuidas a variantes genéticas que levam a niveis variados de

expressao génica entre os individuos (70).

Variantes genéticas nos genes RANK, RANKL e OPG tém sido descritos para diversas
doencas, em diferentes populagdes. A populagdo brasileira apresenta grande miscigenagao
racial, sendo descendente de trés grupos raciais principais: africanos, europeus e amerindios
(12), recebendo assim influéncia genética dessas populagdes, associada também aos

polimorfismos.

A diversidade de fendtipos que uma doenga pode apresentar também ocorre na
periodontite, na qual a patogénese envolve uma complexa interagao entre o desafio microbiano
e a resposta imunologica do hospedeiro. A resposta imuno-inflamatoria individual tem grande
influéncia no desenvolvimento da doenga e torna-se um gatilho no processo de remodelagdo
Ossea, caracteristico da periodontite. O mecanismo de susceptibilidade individual com doenga
periodontal parece estar relacionado com variantes em genes que codificam proteinas
relacionadas a receptores das membranas celulares do sistema imunologico, bem como a

mediadores relacionados a reabsorgao 6ssea (9).

Nesse contexto, diversos estudos tém mostrado a associa¢do de variantes genéticas em
RANK, RANKL e OPG com a periodontite. Tanto em fibroblastos gengivais humanos, como
em células do ligamento periodontal humano, o calcitriol proveniente da vitamina D pode
induzir significativamente a expressdo de mRNA e da proteina de RANKL. Assim, a razao
RANKL/OPG foi significativamente elevada sob estimulagdo do calcitriol, o que pode revelar

uma maior suscetibilidade a periodontite (71).

Variantes em RANKL e OPG mostraram-se um risco para periodontite em homens,
independentemente dos hdbitos de fumar. Os autores ndo discutiram sobre possiveis fatores
relacionados a essa diferenca entre género, mas observaram que homens carregando o genotipo
A/A em RANKL e o genotipo C/T em OPG apresentaram risco de 100 a 200% maior de
desenvolver a periodontite, em comparagdo com mulheres portadoras dos mesmos genotipos.
Notou-se que variantes genéticas que influenciam na resposta inata e no processo de reabsor¢ao
oOssea foram fatores predisponentes a doenca em homens, independentemente do uso do cigarro
(9). Ainda quanto ao gene RANKL, outro estudo encontrou uma prevaléncia do genotipo CT do
rs9533156 significativamente maior no grupo com periodontite cronica (10). E, em oposicao,
outra pesquisa em individuos diabéticos ndo encontrou associacao entre periodontite e variantes

genéticas no gene OPG (72). A incidéncia de variantes genéticas muda de acordo com a etnia
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da populacao estudada, portanto, uma possivel associagdo entre um variantes genéticas e doenca
para uma populacao pode nao ser valida para outras. As discrepancias entre os estudos podem
ser explicadas também pela variagao nos critérios de selecdo de individuos com periodontite e
controles. Além disso, hd necessidade de estudos que englobem grandes amostras
populacionais, para validar os efeitos das variantes com precisao no que diz respeito ao poder

estatistico (73).
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5 MATERIAIS E METODOS

Realizou-se um estudo transversal com 506 individuos (n=506), participantes de uma
coorte, acometidos de asma e periodontite, moradores de Salvador, Bahia, Brasil. Inicialmente,
1179 individuos foram avaliados e tiveram o DNA gendmico extraido e genotipado, utilizando-
se a plataforma Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina). Foram excluidos
parentes consanguineos e incluidos no estudo individuos adultos (>18 anos) de ambos os sexos.
Procedeu-se a um controle de qualidade da amostra, avaliando as informacgdes pessoais ¢ dados
das amostras dos participantes. Para as andlises de associa¢do das variantes dos genes RANK,
RANKL E OPG e periodontite, os individuos do estudo foram divididos em Grupo Caso,
classificados com presenga de periodontite (n=117), Grupo Controle, sem o diagnéstico de
periodontite (n=389) (74). Realizou-se uma entrevista para obtengao de dados dos participantes
relacionados as caracteristicas socioecondOmico-demograficas, habitos e estilo de vida, histéria
médica e odontologica e acesso aos cuidados de saude bucal. Esta pesquisa segue os requisitos
éticos e aprovada pela CONEP ¢ pelo Comité de Etica em Pesquisa Comité da Maternidade

Climério de Oliveira, CAAE: 25000.013834/2010-96.
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO I:

CARACTERIZACAO DE POLIMORFISMOS NOS GENES OPG, RANK E RANKL
EM UMA POPULACAO BRASILEIRA

Introducio

O tecido 6sseo ¢ metabolicamente ativo e o sistema RANKL (receptor-ativador do fator
nuclear-ligante kB) / RANK (receptor ativador do NF-kB) / OPG (osteoprotegrina) regulam a
reabsor¢do e a deposicdo Ossea que ocorrem no processo de remodelagdo dssea. Esse sistema
estd envolvido no metabolismo dsseo e no sistema imunoldgico em processos fisiologicos e
patoldgicos (4) (33). O RANKL esta expresso em varios tipos de células, como fibroblastos,
linfécitos B, linfécitos T (75), odontoblastos, ameloblastos (76), osteoblastos e osteocitos.
Sendo assim, ele tem sido estudado em doencas como a osteoporose, artrite reumatoide e
tumores, como o cancer de mama (4). O RANKL liga-se ao seu receptor RANK em macréfagos,
precursores dos osteoclastos, resultando na diferenciacdo destes em osteoclastos diferenciados
e ativos que secretam enzimas responsaveis pelo aumento da reabsor¢ao 0ssea. A transformagao
de proteinas morfogénicas 0sseas relacionadas ao fator de crescimento 3 € o que regula os niveis
de OPG. Altas concentra¢des de OPG evitam a perda dssea, ja que a ligagdo RANK-RANKL ¢
impedida, pois OPG ¢ um receptor soluvel de RANKL. Entretanto, na doenga periodontal, por
exemplo, um aumento de citocinas pro-inflamatorias no tecido periodontal, como IL-1p e TNF,
aumentam a quantidade de RANKL em relacao a OPG, levando a perda 6ssea (77). RANKL,
RANK e OPG pertencem a superfamilia de citocinas TNF (25) (28).

O gene RANKL humano (simbolo do gene: TNFSF11) esta localizado no cromossomo
13 (13ql4.11) e codifica uma glicoproteina com 317 aminoacidos. O gene RANK humano
(simbolo do gene: TNFRSF11A) estéa localizado no cromossomo 18 (18921.33) e codifica um
receptor com 616 aminoacidos. O gene OPG humano (simbolo do gene: TNFRSF11B) esta
localizado no cromossomo 8 (8q24.12) e codifica um receptor com 401 aminoacidos (4). Como
a via de sinalizacio RANK/RANKL estd ligada diretamente a formacdo e a funcdo dos
osteoclastos, mutagdes genéticas que resultem no aumento dessas células aumentardo a
reabsor¢ao Ossea. Se o gene que codifica OPG, que ¢ o receptor chamariz de RANK, sofrer
exclusdo ou mutagdes aumentara os sinais de RANK, sem alterar os niveis de RANKL. Ja

duplicagdes no primeiro éxon do RANK, que resultem na presenca de mais 5, 6 ou 9
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aminoacidos no peptideo sinal, levam a reten¢ao do receptor ndo processado na célula, ao invés
da sua insercdo na membrana plasmatica. Varios mecanismos acabam ativando
automaticamente esse receptor interno, produzindo sinais que levam a geracdo de maior numero

de osteoclastos ativos (78).

A expressao de RANKL, RANK e OPG em diversas células ja foi amplamente descrita
na literatura. Polimorfismos genéticos nesses genes podem estar relacionados com diversas
patologias, como a periodontite, a osteoporose € a artrite reumatoide. A variacdo da sequéncia
de nucleotideos em um alelo de um gene ¢ conhecida como polimorfismo, sendo os
polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) os tipos mais frequentes de alteracdes genéticas
entre os individuos. A funcao de uma proteina pode ser alterada por um SNP, resultando numa
susceptibilidade para o desenvolvimento do fendtipo para determinada doenga (68).
Polimorfismos genéticos nos genes RANK, RANKL e OPG tém sido descritos para diversas
doengas, ja citadas anteriormente, em diferentes populacdes. Ao considerarmos que a
populagdo brasileira apresenta grande miscigenagdo racial, sendo descendente de trés grupos
raciais principais -: africanos, europeus e amerindios (12) - torna-se relevante a descri¢do de
polimorfismos genéticos dos genes RANK, RANKL e OPG em uma populagdo de Salvador
(BA), em comparagdo com suas populacdes ancestrais (europeia e africana), bem como a
avaliacdo de quais condigdes ja foram descritas anteriormente, associadas a tais polimorfismos,

em outras populagdes.

Material e Métodos

Populagao do Estudo

Estudaram-se 506 individuos participantes de uma coorte, envolvendo asma e
periodontite, cujo DNA gendmico foi extraido e genotipado utilizando-se a plataforma
I1lumina. Incluiram-se no estudo individuos de ambos os sexos, com idade >18 anos, moradores

de Salvador, Bahia, Brasil. Os parentes consanguineos foram excluidos.

Esta pesquisa segue os requisitos éticos e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
Comité da Maternidade Climério de Oliveira (sob niumero de protocolo: 095/2012), coordenado

pelo prof. Alvaro Cruz, Faculdade de Medicina da Universidade Federal da Bahia.
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Extra¢do do DNA Genémico e Genotipagem

A extracao do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue de acordo com o
protocolo do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Quiagen). A genotipagem foi realizada usando
o Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina), grande Plataforma de varredura com
2,5 milhdes de marcadores genotipados em todo genoma. Neste estudo, as informagdes
genéticas foram extraidas de 59992543 a 60058521, posi¢des localizadas no cromossomo
18 (RANK), de 43136872 a 43182149 posi¢des localizadas no cromossomo 13 (RANKL); e de
119935796 a 119964124, posi¢des localizadas no cromossomo 8 (OPG), versdao do genoma:
GRCh37. Considerando a mistura genética da populagdo brasileira, usaram-se dados
disponiveis no International HapMap Project (http://www.hapmap.org/), através do algoritimo
de Tagger, usando o programa HaploView (http://www.broad.mit.edu/mpg/tagger/;
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/) nas seguintes populagdes: individuos residentes de
Utah nos Estados Unidos, com ancestralidade europeia setentrional e ocidental (CEU),
individuos iorubas de Ibadan, Nigéria (YRI), e individuos da etnia han de Pequim, China
(CHB). Apos a realizagdao dos ensaios, foram considerados para a analise SNP com taxa de

genotipagem inferior a 0,98 e desequilibrio de Hardy-Weinberg com valor de p<0.05.

Analises 1n silico

As andlises funcionais in silico foram realizadas para cada SNP analisado deste estudo,
presente nos genes RANK, RANKL e OPG. Todos as variantes genéticas usadas neste estudo
estdo catalogadas em bancos de dados publicos, como o repositério de variantes dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) e a fungdo de cada variante genética foi obtida no mesmo
banco. O Desequilibrio de Liga¢ao (DL), que traz a associagdo de alelos no mesmo
cromossomo, mas em Joci diferentes, foi calculado pelo software Haploview 4.2, onde também
foi calculado o grau de confianga no valor r? (79). O valor de 2 > 0,8 foi considerado como alta
correlagdao entre os SNP (80). Para a interpretacdo de polimorfismos regulatorios no genoma
humano, utilizou-se o banco de dados RegulomeDB (www.regulomedb.org), que inclui alto
rendimento, conjuntos de dados experimentais de ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)
e outras fontes. De acordo com as analises, os SNP foram classificados em relacdo a influéncia
na expressao génica, a funcdo da proteina e como ligacdo do fator de transcricdo. No

RegulomeDB, uma pontuagdo de 1 a 7 relaciona a probabilidade do impacto do SNP na
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expressao do gene, onde pontuagdes de 1 a 3 podem afetar a ligagcdo; de 4 a 6 tétm menos
evidéncias vinculativas; e ndo ha informagao disponivel sobre a pontuagdo 7. O rSNPBase 3.0,
um banco de dados regulatorio dos SNP, além de fornecer anotagdes regulatorias intuitivas do
SNP que podem ser usadas como orientacdo concreta para estudos de acompanhamento - o
rSNPBase 3.0 - também permite uma visdo mais sistematica dos potenciais mecanismos

regulatérios relacionados aos seus SNP (82).

Marcadores de ancestralidade

As principais populacdes do Brasil sdo de origem europeia, africana e amerindia. Assim,
as populagdes utilizadas como pseudoancestrais foram as de origem do norte e oeste da Europa
(CEU), individuos iorubds de Ibadan, Nigéria (YRI) e individuos han de Pequim, China (CHB).
A populacao CHB demonstra ter frequéncias de alelo semelhantes aos nativos americanos (13).
Para verificar essa diferenga entre as populagdes que deram origem a populacao brasileira,
utilizaram-se os AIM (do inglés Ancestry Informative Markers). Esses marcadores genéticos
informativos de ancestralidade mostram grandes variacdes de diferencial de frequéncias
alélicas (0 >0.3) entre duas populagdes de origens geograficas distintas (13) (83). Utilizou-se o
IGSR (International Genome Sample Resource) (www.internationalgenome.org), plataforma
de dados construida com base no Projeto 1000 Genomas, maior catalogo abertamente acessivel
de variagdo genOmica humana, desenvolvido a partir de amostras que abrangem cinco
continentes, para verificar a frequéncia de alelos nas populagdes ancestrais, através do

navegador de genomas Ensembl, utilizando como referéncia o genoma GRCh37p.13 (84).

Resultados

Em relagdo ao gene RANK, os polimorfismos que tiveram a maior frequéncia do alelo
polimoérfico na populagao do estudo foram rs4941129, rs4369774, rs17069898, 157239261,
rs1805034, rs6567272, com este MAF variando entre 50% e 36%. Os SNP rs4941129,
rs4369774, 157239261 tém funcdo intrénica e de transcricdo génica. O rs17069898 e o
16567272 t€m funcao intronica e ja o rs1805034 ¢ missense podendo ter impacto na sequéncia
de codificacdo. O rs35184120 também ¢ missense, porém apresentou frequéncia de 1% na
populacdo em questdo, ficando entre as menos frequentes, juntamente com rs9949037 e o

r$s60915364, ambos também com MAF de 1%. Sobre o ranking do RegulomeDB, destaca-se
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a pontuacao 1f do rs17069898, o que indica que possivelmente esse SNP estd envolvido em
fungdes reguladoras ou funcionais do gene RANK (Tabela 1). Dos polimorfismos mais
frequentes na populagdo aqui estudada, nenhum se apresentou como marcador informativo de

ancestralidade quanto as populagdes pseudoancestrais (Tabela 4).

Para o gene RANKL, os polimorfismos que se mostraram mais frequentes na populagdo
estudada foram rs9525641, rs3742257, rs9533156, 1s2200287, rs73174434, com frequéncia de
menor alelo variando entre 46% e 27%. Os SNP rs3742257, rs2200287, rs73174434 apresentam
fungdo intronica; e os rs9525641 e rs9533156, além dessa fung¢do, caracterizam-se como
upstream transcript variant. O SNP rs138974661 ¢ missense e teve a frequéncia do menor
alelo (1%) baixa nessa populagdo, bem como o rs866665000, também com MAF de 1 %. O
rs2200287 destacou-se entre esses polimorfismos por apresentar impacto funcional 1d no

RegulomeDB (Tabela 2). Nenhuma das variantes no RANKL se mostrou como AIM (Tabela 4).

Os polimorfismos genéticos mais frequentes no gene OPG na populagdo estudada foram
rs3102724, rs3134063, rs1032128, rs10505346 ¢ rs4876869, com MAF variando entre 46 % e
25%. Todos dispdem da fun¢do intronica, sendo que a variante rs10505346 também se
caracteriza como upstream intron. Em relagdo ao impacto funcional, o rs3134063 se destacou
com impacto funcional 1f no RegulomeDB, o que significa que provavelmente pode afetar a
ligagcdo e a expressao de um alvo genético. J& os polimorfismos menos frequentes em OPG
nessa populagdo foram o rs74418767 e o rs10955913 com MAF de 2%. (Tabela 3). Dos 5
polimorfismos mais frequentes na populacdo estudada, somente o rs10505346 nao se

caracterizou como AIM (Tabela 4).

Tabela 1: Descricdo dos polimorfismos em RANK na populacdo estudada. Cromossomo, gene, polimorfismo,
pares de base, alelos, frequéncia de menor alelo (MAF), fungdo, equilibrio de Hardy-Weinberg e
Pontuagdo RegulomeDB.

b c REGULOME
CHR®* GENE SNP Al A2 MAF DBSNP HWE DB (SCORE)
18 RANK  rs4941129 A G 05 gemc_upstream_tran'scrlpt_varlant,1nt 0.76 4
ron_variant
18 RANK  rs4369774 A C 0.47 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 0.76 4
ron_variant
18 RANK 1517069898 A G 041 intron 0.27 1f
18 RANK  rs7239261 A C 0.38 genic_upstream_transcript_variant,int 0.28 4

ron_variant
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18 RANK 151805034 G A 036 . 0.64 5
ariant
18 RANK 156567272 0.36 intron 0.76 5
18  RANK  rs8087597 A 031 genic_upstream_transcript_variant,int 017 3a
ron_variant
18 RANK  rs4355028 A G 031 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 0.17 b
ron_variant
18  RANK rs12970081 A G 030 intron 0.26 4
18 RANK 158099222 A G 029 intron 0.01 5
18 RANK 154941132 A T 026 intron 0.22 5
18 RANK 154426449 A G 025 intron 0.67 7
18  RANK rs58112300 G A 024 intron 0.84 5
18 RANK 159951012 A G 023 intron 0.24 4
18 RANK 156567266 A G 0.19 intron 0.46 4
18 RANK 14940552 C A 019 __ S-prme UTR variant, =5 2b
genic_downstream_transcript variant
18  RANK 1512165104 A G 0.16 intron 1 5
18  RANK 1573963407 G A 016 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 032 4
ron_variant
genic_upstream_transcript variant,
18 RANK 1517720953 A G  0.14 upstream_transcript variant,intron v 0.49 4
ariant
18  RANK 154442919 C G 0.14 intron 0.53 3a
18 RANK 17236029 G A 014 _ Sprme UTR variant, =4, 4
genic_downstream_transcript variant
genic_upstream_transcript_variant,
18  RANK 1s79882996 A G 0.12 intron_variant,upstream_transcript v 1 4
ariant
18 RANK 153826618 G A 0.11 intron 0.42 6
18  RANK 1s78325991 A 0.11 intron 0.04 5
18 RANK  rs884205 CcC 0.11 3 prime UTR variant 0.22 2b
18  RANK 1s55889857 G A 011 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 0.40 5
ron_variant
18 RANK 1512458117 A G 0.10 intron 0.63 5
18 RANK 1512959053 A G 0.09 intron 0.15 5
18 RANK 1s72931598 A G 008 genic_upstream_transcript_variant,int 059 5
ron_variant
18 RANK 1s76629319 C A 008 genic_upstream_transcript_variant,int 011 4
ron_variant
18 RANK 1534739845 G A 0.08 intron 0.22 2b
18 RANK rs11873734 G A 0.06 intron 1 6
genic_upstream_transcript variant,
18 RANK 15116698469 G A 0.05 intron_ variant,upstream_transcript v 1 3a

ariant
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18 RANK 1556173102 A G 0.05 intron 0.43 2b

18 RANK 1512969154 A G 0.05 intron 0.26 2b

18 RANK 1575923485 A G 0.04 intron 0.26 5

18  RANK  rs9956850 A G 0.02 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 1 5
ron_variant

18  RANK 154500848 A G 0.2 upstream_transcript, intron, 1 4

genic_upstream_transcript

18 RANK 1572933609 G A 0.02 intron 1 5

18  RANK  rs9949037 A C 0.01 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 1 3a
ron_variant

18  RANK 1s60915364 G A 001 genlc_upstream_tran§cr1pt_var1ant,1nt 1 3a
ron_variant

18 RANK 135184120 A G 0.01 coding sequence variant,intron_vari 1 4

ant,missense_variant

Fonte: Dados do estudo.
Legenda: cromossomo, ® menor alelo, € alelo ancestral.

Tabela 2: Descricdo dos polimorfismos em RANKL na populagdo estudada. Cromossomo, gene, polimorfismo,
pares de base, alelos, frequéncia de menor alelo (MAF), fungdo, equilibrio de Hardy-Weinberg e
Pontuagdo RegulomeDB.

CHR®  GENE SNP AIP  A2° MAF DBSNP HWE EEB(EECLSEA;
upstream_transcript variant,
13 RANKL 159525641 G A 046 intron variant,genic_upstream tran  0.76 4
script_variant
13 RANKL  rs3742257 A G 045 intron 0.45 5
upstream_transcript variant,
13 RANKL  1s9533156 G A 045 intron variant,genic_upstream_tran 1 4
script_variant
13 RANKL 152200287 A G 038 intron 0.53 1d
13 RANKL 1573174434 G A 027 intron 0.52 6
intron_variant,genic_upstream_tran
13 RANKL 159533154 A G 026 script_variant 0.51 5
13 RANKL  rs2277439 G A 020 intron 1 5
13 RANKL 157334187 C A 0.10 intron 0.70
13 RANKL rs79843656 A G 004 intron_variant,genic_upstream_tran 1 4
’ script_variant
genic_upstream_transcript_variant,
13 RANKL 15866665000 A G 0.01 upstream_transcript variant,intron 1 5
variant
13 RANKL rsl38974661 A G 001 missense_variant,coding_sequence 1 6

variant

Fonte: Dados do estudo.
Legenda: ®cromossomo, ® menor alelo, © alelo ancestral.
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Tabela 3: Descrig@o dos polimorfismos em OPG na populagéo estudada. Cromossomo, gene, polimorfismo, pares
de base, alelos, frequéncia de menor alelo (MAF), fungdo, equilibrio de Hardy-Weinberg e Pontuagédo

RegulomeDB.

CHR®  GENE SNP AlY  A2° MAF DBSNP HWE  So(SCORE)
8 OPG 1s3102724 A G 046 intron 0.65 7
8 OPG 1s3134063 G A 031 intron 0.48 1f
8 OPG rs1032128 A G 029 intron 0.73 7

2KB_upstream_variant,
8 OPG rs10505346 A C 0.27  intron_variant,upstream_transcript  0.84 4
variant
8 OPG rs4876869 G A 025 intron 0.84 4
8 OPG rs7815884 A G 0.19 3 prime UTR variant 0.26 5
8 OPG rs10955911 A G 0.17 intron 0.21 6
8 OPG rs3134064 A T 0.10 ntron 0.48 6
8 OPG rs11573938 A G 0.09 intron 1 6
8§  OPG rs11573897 A G 0.05 intron 1 5
8 OPG rs11573898 A G 0.04 ntron 1 5
8§  OPG rs11573863 T A 0.04 intron 1 5
§  OPG rs11573902 C A 0.04 intron 1 7
8 OPG rs11573875 A G 003 intron 1 6
8 OPG rs74418767 A G 002 ntron 1 6
8 OPG rs10955913 A G 0.02 intron 1 4

Fonte: Dados do estudo.
Legenda: ®cromossomo, ® menor alelo, © alelo ancestral.
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Figura 1: Desequilibrio de ligagdo em pares nos genes RANK(A), RANKL(B) e OPG(C). Haploview utilizando o
r? onde a intensidade da cor dos quadrados e o valor mostram a forga dos valores de r> em uma escala
em que quadrados solidos em preto (1> > 0,8) expressam alta correlagdo, em tons de cinza expressam
correlagdo intermediaria e em branco mostram baixa correlagdo
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.Fonte: Dados do estudo.

Na andlise do desequilibrio de ligacdo (DL) entre os SNP do RANK (Fig.1A), RANKL
(FiguralB) e OPG (FiguralC), os resultados sdo apresentados em valores percentuais. Na
andlise do 12, resultados superiores a 80% (1> > 0,8) indicam alta correlacio, sendo considerados
como um forte desequilibrio de ligacdo. No gene RANK, alguns polimorfismos apresentaram
valores que indicam alta correlagiio entre si: 1s8087597 e rs4355028 (1>=1,0), rs6567272 e
151805034 (12=0,99). Os 1555889857 e rs76629319 apresentaram média correlagio (1>=0,77),
assim como os polimorfismos rs55889857 e 153826618 (r*=0,75) (Figura 1A). Para o gene
RANKL, os polimorfismos em desequilibrio de ligacdo que tiveram alta correlacdo entre si
foram: rs866665000 e rs138974661 (1°=1,0), 159533154 e rs73174434 (1>=0,97), rs9533156 e
159525641 (1*=0,87) (Figura 1B). Nos SNP estudados, no gene OPG, ndo houve polimorfismos
em desequilibrio de ligagdo (Figura 1C)

Analisaram-se os polimorfismos nos genes RANK, RANKL e OPG que nao estavam em
desequilibrio de ligagdo quanto ao diferencial de frequéncias alélicas (0) de populacdes
pseudoancestrais de africanos (YRI), europeus (CEU) e amerindios (CHB), com a finalidade
de identificar os AIM (marcadores de ancestralidade). Apds a andlise do diferencial de
frequéncias alélicas, dos 55 polimorfismos genéticos referentes aos genes RANK, RANKL e

OPG, somente 9 se caracterizaram como AIM, sendo que 2 polimorfismos em RANK
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distinguem CHB para 2 pseudoancestrais YRI ou CEU (156567266 e rs12969154); ja os demais
polimorfismos em RANK distinguem YRI de CHB (rs4500848), YRI de CEU (rs58112300) e
CEU de CHB (rs4426449). Para o gene OPG, 3 polimorfismos distinguem YRI de CEU
(rs4876869, 1s3102724, rs3134063) e 1 distingue CEU de CHB (rs1032128). Para o gene

RANKL, nenhum polimorfismo se caracterizou como AIM.

Tabela 4 - Diferencial de frequéncias alélicas entre trés populacdes diferentes do Projeto 1000 Genomas para os
marcadores genéticos do banco de dados do estudo.

RANK
rs ID Alelos®  Alelo referéncia® Frequéncia d.0 alelo &b
referéncia®

YRE  cEUt  cmpe pin YRR
rs6567266 T/C C 0,778 0,869 0,476 0,091 0,302 0,393
1s9956850 G/A G 0,972 0,99 0,869 0,018 0,103 0,121
1560915364 T/C T 0,977 1 0,762 0,023 0,215 0,238
rs4941129 T/C T 0,403 0,687 0,592 0,284 0,189 0,095
1s116698469 A/G A 0,917 0,995 1 0,078 0,083 0,005
1579882996 C/T C 1 0,773 0,995 0,227 0,005 0,222
1573963407 A/G A 0,727 0,919 0,942 0,192 0,215 0,023
157239261 A/C C 0,69 0,576 0,762 0,114 0,072 0,186
rs12969154 G/A G 0,991 0,975 0,646 0,016 0,345 0,329
1s72931598 C/T C 0,926 0,707 0,985 0,219 0,059 0,278
1s9949037 C/A C 0,981 1 1 0,019 0,019 0
154369774 A/C C 0,519 0,545 0,641 0,026 0,122 0,096
1s17720953 G/A G 0,875 0,742 0,981 0,133 0,106 0,239
rs4500848 T/C C 1 0,934 0,67 0,066 0,33 0,264
1s56173102 G/A G 0,912 0,929 0,995 0,017 0,083 0,066
1575923485 C/T C 0,935 1 1 0,065 0,065 0
1s9951012 G/A G 0,736 0,793 0,714 0,057 0,022 0,079
rs58112300 T/C T 0,588 0,995 0,772 0,407 0,184 0,223
1534739845 A/G A 0,991 0,919 0,718 0,072 0,273 0,201
1572933609 T/C T 1 0,965 1 0,035 0 0,035
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rs12458117 G/A G 0,972 0,879 0,714 0,093 0,258 0,165
rs4442919 C/G C 0,898 0,889 0,718 0,009 0,18 0,171
rs12970081 G/A G 0,685 0,763 0,767 0,078 0,082 0,004
rs17069898 A/G G 0,685 0,419 0,451 0,266 0,234 0,032
rs12959053 C/T C 1 0,823 0,995 0,177 0,005 0,172
rs35184120 G/A G 0,977 1 1 0,023 0,023 0
rs4426449 C/T C 0,88 0,646 0,995 0,234 0,115 0,349
rs143271958 T/A T 0,991 1 1 0,009 0,009 0
rs4941132 A/T T 0,782 0,646 0,641 0,136 0,141 0,005
rs11873734 A/G A 0,894 0,995 1 0,101 0,106 0,005
rs12165104 G/A G 0,968 0,702 0,995 0,266 0,027 0,293
rs884205 A/C C 0,958 0,758 0,801 0,2 0,157 0,043
1rs4940552 A/C A 0,759 0,848 0,859 0,089 0,1 0,011
1s7236029 A/G A 0,81 0,939 0,903 0,129 0,093 0,036
RANKL
rs ID Alelos®  Alelo referéncia® Frequéncia d.o alelo o°
referéncia®

YRI® CEU! CHB¢ 2?];:; zllg; (é];:_II]J;
1s79843656 G/A G 1 0,949 1 0,051 0 0,051
12277439 G/A A 0,801 0,859 0,723 0,058 0,078 0,136
1s7334187 T/G T 0,847 1 1 0,153 0,153 0
1s2200287 G/A G 0,713 0,626 0,762 0,087 0,049 0,136
rs3742257 T/C C 0,514 0,439 0,515 0,075 0,001 0,076

OPG
rs ID Alelos®  Alelo referéncia® Frequéncia d.o alelo o°
referéncia®

YR cEvt  cmpe ppE YRR (R
rs7815884 C/T C 0,727 1 1 0,273 0,273 0
rs11573938 C/T C 0,949 0,854 0,995 0,095 0,046 0,141
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rs10955911 C/T C 0,792 0,854 0,874 0,062 0,082 0,02
1s74418767 G/A G 0,963 1 1 0,037 0,037 0

rs4876869 A/G A 0,889 0,556 0,684 0,333 0,205 0,128
rs11573902 T/G T 0,944 1 1 0,056 0,056 0

rs3102724 G/A G 0,356 0,697 0,617 0,341 0,261 0,08
rs11573898 C/T C 1 0,914 1 0,086 0 0,086
rs11573897 G/A G 0,949 0,96 0,82 0,011 0,129 0,14
rs1032128 G/A G 0,634 0,737 0,427 0,103 0,207 0,31
rs11573875 G/A G 0,958 0,985 1 0,027 0,042 0,015
rs11573863 A/T A 0,94 1 1 0,06 0,06 0

rs10955913 G/A G 1 1 1 0 0 0

rs3134063 C/T T 0,838 0,485 0,563 0,353 0,275 0,078
rs3134064 T/A T 0,847 0,944 0,879 0,097 0,032 0,065
rs10505346 G/T G 0,602 0,808 0,879 0,206 0,277 0,071

Fonte: Dados do estudo.

Legenda: * Dados provenientes da base de dados do Projeto 1000 Genomas; ® Diferenga entre frequéncias alélicas
de populagdes da base de dados do Projeto 1000 Genomas; © Individuos iorubas de Ibadan, Nigéria (YRI); ¢
Individuos residentes de Utah nos Estados Unidos, que possuem ancestralidade europeia setentrional e ocidental

(CEU); € Chineses da etnia han de Pequim, China (CHB).

A Tabela 5 descreve detalhes das variantes genéticas em RANK e OPG que
apresentaram AIM maiores que 30%. Os SNP em RANK tiveram MAF de 25% para o alelo A
na variante rs4426449, 24% para o alelo G na variante rs58112300, 19% para o alelo A na

variante 1s6567266, 5% para o alelo A na variante rs12969154 e 2% para o alelo A na variante

rs4500848. J4 os SNP em OPG apresentaram MAF que variou de 46 % para o alelo A na

variante rs3102724, 31% para o alelo G na variante rs3134063, 29% para o alelo A na variante

rs1032128 e 25% para o alelo G na variante rs4876869. Todos os polimorfismos sdo intronicos.
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Tabela 5 - Descri¢do dos polimorfismos em RANK ¢ OPG com AIM maiores que 30%. Cromossomo, gene,
polimorfismo, pares de base, alelos, frequéncia de menor alelo (MAF) e fungdo.

CHR* Gene SNP Alb A2¢ MAF DBSNP
18 RANK 156567266 A G 0.19 intron
18 RANK 1512969154 A G 0.05 intron
18 RANK 154500848 A G 0.02 ‘;ﬁfgﬁ%ﬁiﬁi‘g;&zﬁ
18 RANK rs58112300 G A 0.24 intron
18 RANK rs4426449 A G 0.25 intron
8 OPG rs4876869 G A 0.25 intron
8 OPG rs3102724 A G 0.46 intron
8 OPG rs1032128 A G 0.29 intron
8 OPG rs3134063 G A 0.31 intron

Fonte: Dados do estudo.
Legenda: ®cromossomo, ® menor alelo, © alelo ancestral.

Mecanismos de regulacao foram atribuidos aos SNP analisados e identificados na Tabela
6. Os 156567266 e rs58112300 estdo envolvidos em regulacdo proximal. Nenhum dos
polimorfismos estd envolvido em regulacdo distal e nem em regulagdo miRNA. A regulagdo
mediada por proteina de ligagdo a RNA foi um mecanismo associado a todos os SNP. Na
mesma tabela, apresentaram-se dados regulatorios e funcionais pontuados através de score pelo
RegulomeDB para cada variante. Os escores mais baixos - 1f da variante rs3134063 e 2b da
variante 1s12969154 - indicam que esses SNP podem estar envolvidos em regides reguladoras
e funcionais. Os escores mais altos - 4 (rs4876869, rs6567266 e rs4500848), 5 (rs58112300) e
7 (rs3102724, rs1032128 e rs4426449) - significam que provavelmente esses polimorfismos

ndo estdo envolvidos diretamente em processos funcionais.
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Tabela 6 - Fungdo dos SNP em RANK e OPG a partir de analises in silico, utilizando rfSNPBase ¢ RegulomeDB.

Regulacio
SNP Regulacio Regulacio Regulacio mediada por RegulomeDB
proximal distal miRNA proteina de (Score)
ligacio a RNA

1s6567266 Sim nao nao Sim 4
rs12969154 Nao nao nao Sim 2b
rs4500848 Nao nao nao Sim 4
rs58112300 Sim nao nao Sim 5
rs4426449 Nao nao nao Sim 7
rs4876869 Nao nao nao Sim 4
rs3102724 Nao nao Nao Sim 7
rs1032128 Nao nao Nao Sim 7
rs3134063 Nao nao Nao Sim 1f

Fonte: Dados do estudo.
Predig@o para SNP do Regulome DB.

Discussao

Este estudo descreveu a frequéncia de polimorfismos genéticos e a probabilidade
regulatdria dos polimorfismos nos genes RANK, RANKL e OPG, em uma populagao da regido
Nordeste do Brasil, juntamente com a andlise da distribuicdo de frequéncias de populacdes
pseudoancestrais, onde os polimorfismos ja foram descritos anteriormente e associados a
diversas doencas. A ancestralidade africana (YRI) ¢ a predominante na populagdo de Salvador,
com média de 50,5%, seguida pelos europeus (CEU), com média de 42,4%, e por ultimo os
americanos nativos (CHB), com média de 5,8% (12).

Um dos genes estudados nessa populacao foi a osteoprotegerina (OPG), receptor da
superfamilia do fator de necrose tumoral (TNF), produto do gene TNFRSF'I1B, importante
regulador negativo da osteoclastogénese, secretada por osteoblastos e células estromais.
Polimorfismos nesse gene foram associados a osteoporose e a risco de fratura Ossea (85).
Alguns polimorfismos genéticos em OPG apresentaram-se como AIM neste estudo (Tabela 4),
sendo eles rs4876869, rs3102724, rs1032128 e rs3134063. O rs4876869 foi relacionado a
densidade mineral 6ssea, numa maioria de mulheres pds-menopausa, em uma coorte de 721
espanholas, e os resultados observaram a associacdo do polimorfismo rs4876869 (A >G)
localizado no intron 2 do gene TNFRSF11B a densidade mineral 6ssea (principalmente no colo
do fémur), porém nao foi estatisticamente significante. As mulheres com os genétipos GG/GA
tenderam a ter melhores parametros dsseos no colo do fémur, porém nao foi estatisticamente

significante (8). Na presente populacdo, a frequéncia do menor alelo G foi de 25% e do alelo
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ancestral A, 75% (Tabela 5). Ja o polimorfismo genético rs3102724 em OPG teve seu alelo A
associado a reabsor¢do externa apical da raiz dental em pacientes brancos das regides Sul e
Sudeste do Brasil, com média de idade de 14,9 anos, tratados ortodonticamente de maloclusido
de classe II (86). Na populagdo estudada, a presenca do alelo A foi bastante relevante,
mostrando uma frequéncia de 46% (Tabela 5). Esse mesmo polimorfismo também foi associado
a baixa densidade 6ssea mineral na coluna lombar em homens de centros europeus, com a
frequéncia de 35% do alelo polimoérfico A, porém, sem significancia estatistica (87). Em relagao
aors1032128 em OPG que, na populacio estudada, teve a frequéncia do menor alelo A de 29%
(Tabela 5), este foi relacionado com diversas doengas, como pé diabético, numa populagao
polonesa, onde o alelo A foi considerado alelo de risco para essa condicao patoldgica (88). O
mesmo polimorfismo apresentou fortes riscos para a osteoporose da cabega femoral, induzida
por alcool, em um modelo recessivo, no genotipo GG, também numa populacdo chinesa (5),
bem como efeito negativo do menor alelo G para a osteoartrite de joelho, numa populagao
chinesa (89). O alelo ancestral G na populacao deste estudo teve frequéncia de 71% (Tabela 5).
Outro polimorfismo genético encontrado em OPG, o SNP rs3134063, foi analisado em uma
pesquisa para 2027 pacientes espanhois com artrite reumatoide, porém ndo foi observada
associacao entre polimorfismos do gene OPG e doenca cardiovascular em todo o grupo de
pacientes (90).

Outro gene pesquisado neste estudo, o RANK, liga-se ao receptor-ativador do fator
nuclear-ligante kB (RANKL) na superficie dos precursores de osteoclastos, desencadeando a
osteoclastogénese (32). Cinco polimorfismos genéticos em RANK apresentaram-se como AIM
no presente estudo: rs6567266, rs12969154, rs4500848, rs58112300 e rs4426449 (Tabela 4).
Estudo envolvendo 501 mulheres chinesas na pds-menopausa, com osteoporose ou osteopenia,
que receberam alendronato (70 mg por semana) por via oral durante um ano, mostrou que o
haplotipo AG do rs12969154, em RANK, foi fator de protecdo genética em relagdo a uma
densidade mineral 0ssea das vértebras L1 a L4 mais alta (7). A frequéncia do alelo polimorfico
A no presente estudo foi de 5% (Tabela 5). O rs12969154 apareceu num estudo que comparou
mongois com outras cinco populacdes: os chineses #an em Pequim, China (CHB), os japoneses
em Toquio, Japao (JPT), uma populagdo do norte e oeste da Europa (CEU), os iorubas em
Ibadan, Nigéria (YRI) e uma populacao do noroeste da China. Mas nao houve diferenca
estatisticamente significante desse SNP entre essas populacdes. A frequéncia do menor alelo A
para o rs12969154 na populagdo genotipada da Mongolia e do noroeste da China foi de 35,5%

(91). Para o SNP rs4500848, encontrou-se associagdo com a idade em que mulheres chinesas
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entraram na menopausa. Os individuos com o genotipo T/T tiveram um inicio mais precoce da
menarca em 0,59 anos do que aqueles com o genotipo C / C. Se esta acontece muito cedo, a
mulher tem maior risco de desenvolver cancer de mama e ovdrio, problemas metabdlicos e
diabetes tipo 2. J& a menopausa tardia oferece um maior risco de osteoporose (92). Outro
polimorfismo genético em RANK, o rs4426449, foi analisado em diversos estudos, nas mais
diversas populacdes, como na associacao com a altura do adulto em chineses (93), idade da
menopausa em mulheres brancas americanas (94) e obesidade em chineses (95), mas nao

mostrou correlagdo com nenhum dos desfechos estudados.

Conclusao

Identificaram-se diversos polimorfismos genéticos nos genes RANK, RANKL e OPG,
com variadas frequéncias, e tiveram seus alelos mais frequentes associados as populacdes
pseudoancestrais da populagdo brasileira como marcadores de ancestralidade, com predominio
nas populagdes YRI (africanos) e CEU (europeus). Entre os polimorfismos que se
caracterizaram com marcadores de ancestralidade, o rs3134063 do gene OPG e o rs12969154
do gene RANK mostraram-se como possivelmente envolvidos em regides reguladoras e
funcionais desses genes, podendo impactar na transcri¢gdo da proteina que codificam. Esses
polimorfismos foram associados a diversos desfechos em outras populagdes, como padrdo da
densidade 6ssea mineral, pé diabético, osteoartrite, osteoporose, artrite reumatoide e idade em
que as mulheres entraram na menopausa. Outros estudos que pesquisem a frequéncia de
polimorfismos genéticos nos genes RANK, RANKL e OPG sdo necessarios, visto que esses

genes participam de inimeros processos fisioldgicos e patoldgicos.

6.2 ARTIGO 2

INFLUENCIA DE VARIANTES GENETICAS NOS GENES RANK, RANKL e OPG NA
PERIODONTITE

Introducio

Milhares de pessoas sdo afetadas todos os anos pela periodontite (77), doenga muito

comum que afeta até 50% da populagdo adulta (24), cuja patogénese estd pautada na balanca
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entre a acado de um biofilme subgengival disbiotico e a resposta imune do hospedeiro. Esse
processo dinamico sofre ainda influéncia de outros fatores relacionados ao hospedeiro, que
podem ser fatores intrinsecos, como padrao genético da resposta imune ou extrinsecos, como o
fumo; o que resulta numa grande variagdo na resposta inflamatéria que leva a destrui¢do dos

tecidos de suporte do dente (96).

As bactérias patogénicas envolvidas na doenga estimulam uma inflamagdo local e,
assim, o sistema imunologico inato do hospedeiro ¢ ativado. Nesse processo, estdo envolvidas
uma série de citocinas pré-inflamatérias, como a interleucina 1 e o fator de necrose tumoral
alfa, que agem sobre células da lesdo. Os linfécitos B e T também desempenham papel
importante nessa cascata de eventos que pode levar a perda dssea, através da ativagdo do eixo
fator nuclear kappa B, composto pelo receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANK), ou
TNFRSF11A - ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL), ou TNFSF11
— osteoprotegerina (OPG), ou TNFRSF11B, estimulando a diferenciagdo de células precursoras

de macrofagos em osteoclastos, bem como a maturagdo e sobrevivéncia dessas células (75).

O principal mecanismo que regula a reabsor¢do ¢ a deposi¢do dssea que ocorrem no
processo de remodelacdo dssea ¢ a proporcdo de RANKL para OPG (33). O RANKL esta
presente em varios tipos de células, como fibroblastos, linfocitos B e linfocitos T (75) e se liga
ao RANK nos precursores dos osteoclastos, resultando na diferenciagdo destes em macréfagos
ativos, que secretam enzimas e, com isso, degradam o osso. Altas concentragdes de OPG evitam
a perda Ossea, ja que a ligagdo RANK-RANKL ¢ impedida, pois OPG é um receptor soluvel de
RANKL. A transformagdo de proteinas morfogénicas Osseas relacionadas ao fator de
crescimento 3 ¢ o que regula os niveis de OPG. E um aumento de citocinas pro-inflamatorias
no tecido periodontal, como IL-1p ¢ TNF, aumentam a quantidade de RANKL em relacao a
OPG, levando a perda 6ssea (77). E conhecido que o desequilibrio no processo de
remodelamento Ossea leva a reabsor¢ao do osso. O excesso de osteoclastos em atividade esta
relacionado com outras doencgas além da periodontite, como a osteoporose, a artrite reumatoide,

mielomas multiplos e canceres metastaticos (33).

Existe grande interesse em investigar a influéncia de variantes alélicas de genes na
doenca periodontal. Assim, as descobertas de variantes genéticas associados a periodontite t€ém

aumentado consistentemente (97).

Diante do exposto, deve-se considerar a relevancia de conhecer as caracteristicas das

variantes genéticas em RANK, RANKL e OPG e suas ligacdes com doengas ja descritas, bem
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como realizar estudos que analisem a relacdo desses genes e suas variantes, com a periodontite

na populacdo deste estudo.

Material e Métodos

Populagao de estudo

Realizou-se um estudo transversal com 506 individuos acometidos de asma e
periodontite, participantes de uma coorte, moradores de Salvador, Bahia, Brasil. Inicialmente,
1179 individuos foram avaliados e tiveram o0 DNA gendmico extraido e genotipado utilizando-
se a plataforma Illumina Multi-Ethnic Global Array (MEGA, Illumina). Excluiram-se parentes
consanguineos e foram incluidos no estudo individuos de ambos os sexos, adultos ( >18 anos),
com idade média de 45.6 = 12.77 anos, sendo 421 mulheres e 85 homens. Apds essa primeira
etapa, foi feito o controle de qualidade das amostras e a exclusdo de individuos com
inconsisténcias ou auséncia de informagdes pessoais e aqueles que ndo tinham dados da
avaliagdo periodontal. Adicionalmente, realizou-se a exclusdo de individuos com genotipagem
inferior ou igual a 90%, exclusdao de SNV com frequéncia de alelo inferior ou igual a 1% e
selecionados SNV cujo HWE, em individuos sem o diagndstico de periodontite (controle),
apresentaram valor de p>0.05. Assim, foi composta a populacao do estudo com 506 individuos
(n=506).

Para as andlises de associagdo das variantes dos genes RANK, RANKL E OPG e
periodontite, os individuos do estudo foram divididos em Grupo Caso, classificados com
presenca de periodontite (n=117) e Grupo Controle, sem o diagndstico de periodontite (n=389)
(74). Realizou-se uma entrevista para obtencdo de dados relacionados as caracteristicas
socioecondmico-demograficas, habitos e estilo de vida, histéria médica e odontologica e acesso
aos cuidados de saude bucal. Esta pesquisa segue os requisitos éticos e aprovada pela CONEP
e pelo Comité de Etica em Pesquisa Comité da Maternidade Climério de Oliveira, CAAE:

25000.013834/2010-96.

Avaliagdo periodontal

Ap0s a entrevista, os individuos foram encaminhados para um exame oral completo,
realizado por um uUnico examinador previamente treinado por periodontista experiente. Os

indices Kappa intra e interexaminador obtidos demonstraram boa concordancia das medidas
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clinicas. Para o diagnostico de periodontite, estabeleceram-se parametros de acordo com
Gomes-Filho (74, 98) Page e Eke (99) e Eke e colaboradores (100) que envolvem niveis clinicos
de insercdo, profundidade de sondagem, sangramento a sondagem e indice de placa visivel. Os
individuos foram classificados como presenga, aqueles com no minimo > 4 dentes com > 1
sitios com profundidade de sondagem >4 mm, nivel de insercao clinica > 3 mm e sangramento

a sondagem no mesmo sitio; ou auséncia de periodontite.

Extrag¢dao do DNA genomico e genotipagem

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras de sangue de acordo com o
protocolo do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Quiagen). Todas as amostras foram
uniformizadas a concentragdo de 50 ng/ul, identificadas em tubos com cddigos de barras e
armazenadas a -30°C até seu uso. A genotipagem foi realizada usando o Illumina Multi-Ethnic
Global Array (MEGA, Illumina). As informagdes genéticas foram extraidas de 59992543 a
60058521, posicdes localizadas no cromossomo 18 (RANK); de 43136872 a 43182149,
posicdes localizadas no cromossomo 13 (RANKL); e de 119935796 a 119964124, posicdes
localizadas no cromossomo 8 (OPG), versao do genoma: GRCh37. Para controle de qualidade,
aplicaram-se os seguintes filtros: taxa de genotipagem inferior a 90 %; equilibrio de Hardy-
Weinberg com valor de p<0.05 no grupo controle e frequéncia do menor alelo (MAF) menor

ouigual a 1%.

Andlise funcional in silico

As analises funcionais in silico foram realizadas para cada variante genética analisada
neste estudo presente nos genes RANK, RANKL e OPG. Todos as variantes genéticas usadas
neste estudo estdo catalogadas em bancos de dados publicos, como o repositorio de variantes
dbSNP (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/). O Desequilibrio de Ligag¢ao (DL), que traz a
associacdo de alelos no mesmo cromossomo, mas em /oci diferentes, foi calculado pelo
software Haploview 4.2, onde também foi calculado o grau de confianga no valor 12 (79). O
valor de * > 0,8 foi considerado de alta correlagdo entre os SNV (80). A func¢do de cada
variante genética foi obtida através do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Para a interpretagdo de variantes regulatorias no genoma humano,

utilizou-se o banco de dados RegulomeDB (www.RegulomeDB.org), que inclui alto
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rendimento, conjuntos de dados experimentais de ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)
e outras fontes. O Genotype-Tissue Expression Project GTEx (www.gtexportal.org) foi
utilizado como uma base de dados de expressao génica em um banco de tecidos variados (82).
Da plataforma HaploReg v4.1 foram extraidas informagdes sobre o impacto funcional de cada
SNV em diferentes tecidos e células, como tecidos com fibroblastos e osteoblastos primarios.
O banco de dados String (www.string-db.org) foi utilizado para verificar as interagdes entre

0Ss genes.

Estratégia estatistica

Neste trabalho, informagdes genéticas foram extraidas de 59992543 a 60058521, posigdes
localizadas no cromossomo 18 (RANK); de 43136872 a 43182149, posicdes localizadas
no cromossomo 13 (RANKL);e de 119935796 a 119964124, posicdes localizadas
no cromossomo 8 (OPG), versao do genoma: GRCh37. Apos a realizagdo dos ensaios, foram
considerados para analise SNV com taxa de genotipagem inferior a 0,98 e Equilibrio de Hardy-
Weinberg, com valor de p<0.05. Para investigar a associa¢do de variantes genéticas nos genes
RANK, RANKL e OPG e a periodontite, utilizou-se um banco com dados imputados, o que foi
feito remotamente, usando o servidor Michigan Imputation (https://www.caapa-project.org/).
Realizaram-se analises através do software PLINK 1.9 por regressao logistica, em trés modelos
- aditivo, dominante e recessivo — ajustada por idade, obesidade, hébito de respirar pela boca,
uso de fio dental (pelo menos uma vez ao dia), asma e componente principal de ancestralidade
da amostra. Para os resultados foram determinados valores de Odds Ratio (OR) e Intervalo de

Confianga (IC). Foi considerado MAF > 0.01 e o valor de p <0.05.

Para a escolha das covariaveis, inicialmente as mesmas foram verificadas com o desfecho
através do teste qui-quadrado. Treze varidveis dicotdmicas apresentaram associacdo com o
desfecho. Para a decisdo do melhor modelo de ajuste, excluiram-se as varidveis que
apresentaram um n igual ou inferior a 5 em algum dos dois grupos (caso e controle). A seguir,
procedeu-se a regressao logistica com o teste de bondade de Hosmer Lemeshow através do
programa SPSS, versao 20. O melhor modelo de ajuste apresentou as variaveis idade, obesidade
(IMC > ou igual a 30), habito de respiracdo pela boca, uso do fio dental ao menos uma vez ao
dia e presenca de asma. Componente principal de ancestralidade também foi utilizado como
covariavel nas analises de associagdo, considerando-se que a populacao que compde o estudo

¢ miscigenada e ndo foi testada no modelo de ajuste por ser uma variavel continua.
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Resultados

Populagdo do estudo

A populagdo do estudo foi composta por 506 individuos (n=506), de ambos os sexos,
sendo 421 mulheres (83,2%) e 85 homens (16,8%), classificados como Grupo Caso, com
presenca de periodontite (n=117) e Grupo Controle, sem o diagndstico de periodontite (n=389)
(74). 165 individuos tinham idade entre 18 e 39 anos (32,6%) e 341 individuos, idade maior
a39 anos (67,4%). 101 contavam com mais de 4 anos de escolaridade (20%) e 405, com 4 anos
ou menos (20%). Quanto a raca autorreferida, 421 individuos autodeclararam-se negros/pardos
(83,2%) e 85 brancos (16,8%). Em relacdo a obesidade, 149 individuos tiveram IMC>30
(29,4%), 314 foram classificados com presenga de asma (62,1%) e 176 como fumantes (34,8%).
A Tabela 1 mostra as caracteristicas das covariaveis utilizadas no estudo, a Tabela 2, as
comorbidades dos participantes presentes da amostra e a Tabela 3 o historico odontoldgico dos

participantes da amostra.

Tabela 1: Frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas da amostra utilizadas como covaridveis neste estudo
para periodontite (n=506)

Caracteristicas Classificacao N (%)
18 — 39 anos 165 32,6
Idade

> 39anos 341 67,4
Sexo Mulheres 421 83,2
Homens 85 16,8

. >4 anos 101 20

Escolaridade < 4 anos 405 20
. negra/parda 421 83,2
Raga autorreferida Branca 25 16.8
Obesidade IMC > 30 149 29,4
Asma Presenca 314 62,1
Fumo Sim 176 34,8

Fonte: Dados do estudo.



Tabela 2: Comorbidades para doenga periodontal presentes na amostra (n = 506).

Comorbidade N (%)
IMC <25 150 29,6
IMC > 30 149 29,4
Gengivite 14 2,8
Hipertensao 142 28,1
Diabetes 27 53
Osteoporose 18 3,6
Presenca de rinite 157 31
Presenca de doengas sexualmente transmissiveis 5 1
Presenga de anemia 6 1,2
Presenca de doenca renal 4 0,8
Presenca de cardiopatias 18 3,6
Presenga de hipercolesterolemia 58 11,5
Diagnostico positivo de neoplasia 5 1
Presenca de doenga hepatica 2 0,4
Presenca de doencas gastricas 53 10,5
Presenga outras alteragdes na saude 70 13,8

Fonte: Dados do estudo.

Tabela 3: Historico odontologico dos individuos presentes na amostra (n = 506).

Variavel N (%)
Presencga de respiragdo bucal 319 63
Consulta regularmente ao dentista 252 49,8
Nunca/foi ao dentista a mais de 1 ano 280 55,3
Foi ao dentista a menos de 1 ano 226 447
J& recebeu orientacdes de higiene oral 401 79,2
Ja perdeu algum dente permanente 442 87,4
Motivo perda = carie 363 71,7
Motivo da perda = trauma 15 3
Motivo da perda = DP 43 8,5
Motivo da perda = ortodontia 15 3
Motivo da perda = outro 11 2,2
Ultima exodontia < 6 meses 26 5,1
Ultima exodontia 6 meses — 1 ano 9 1,8
Ultima exodontia 1 — 2 anos 31 6,1
Ultima exodontia > 2 anos 381 75,3
Nao perderam dente permanente 59 11,7
Presenga de mal oclusdo 362 71,5
Presenca de lesdao de tecido mole 40 7,9
Jé realizou alguma cirurgia 243 48

Fonte: Dados do estudo.
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Associagdo entre variantes genéticas nos genes RANK, RANKL e OPG e a periodontite

Extrairam-se do chip de genotipagem Illumina, 292 SNV em RANK, 176 SNV em RANKL
e 146 em OPG e apos a analise de regressao logistica encontrou-se associagdo entre o gene em
questdo e a periodontite, em 36 SNV em RANK e, destes, 9 SNV foram excluidos por
apresentarem intervalo de confianga maior que 3 vezes o valor da OR; 21 SNV foram

associados em RANKL, mas 10 foram excluidos pelo mesmo motivo e 2 SNV foram associados

em OPG.
Gene RANK x Periodontite

Para o gene RANK, todos os 27 SNV tém func¢ao intronica e a frequéncia do menor alelo
na populacdo estudada variou entre 2% e 49% (Tabela 4). Destes SNV, 7 mostraram-se

negativamente associados a periodontite (Tabela 5) e 20 positivamente. (Tabela 6).

Entre os SNV associados negativamente a periodontite, o rs12605579 (alelo A) e
rs34432351 (alelo A) foram associados nos modelos aditivo (OR 0,59 e IC 95% 0,38-0,89) e
dominante (OR 0,54 e IC 95% 0,34-0,87) (Tabela 5) e estdo em perfeito equilibrio de ligacdo
(Figura 1). O rs4941125 teve seu alelo G associado nos modelos aditivo (OR 0,60 e IC 95%
0,39-0,90) e dominante (OR 0,55 e IC 95% 0,34-0,88) e 0 rs4941126 teve seu alelo C associado
nos modelos aditivo (OR 0,61 e IC 95% 0,41-0,93) e dominante (OR 0,55 ¢ IC 95% 0,34-0,88)
(Tabela 5), e esses dois SNV estio em alto desequilibrio de ligagdo (1?=0,96) (Figura 1). O
rs12962830 teve seu alelo A associado no modelo recessivo (OR 0,48 e IC 95% 0.24-0.97)
(Tabela 5) e nao estd em desequilibrio de ligagdo com nenhum outro SNV (Figura 1). O
rs8083511 apresentou associagdo do alelo T no modelo dominante (OR 0,59 e IC 95% 0,38-
0,92) e 0 16567273 teve seu alelo G associado no modelo recessivo (OR 1,33 e IC 95% 0,81-
2,19) (Tabela 5).

Em relagdo aos SNV que tiveram associag¢ao positiva para a periodontite, o rs79884073
apresentou seu alelo C associado nos modelos aditivo e dominante (OR 4,27 e IC 95% 1,70-
10.75) (Tabela 6). Este SNV estd no mesmo haplotipo com os rs6567273 e o rs8083511, que

tiveram associacdo negativa para a periodontite (Figura 1).

Os SNV 1572931589 (alelo T), rs72931590 (alelo A), rs12954058, rs72931591,
1$62098350 (os 3 com menor alelo G) apresentaram associacdo positiva a periodontite no

modelo aditivo (OR 1,69 e IC 95% 1,09-2,63) (Tabela 6) e estio em perfeito LD (1>=1,0)
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(Figura 1). O rs798822996 apresentou associagdao negativa do seu alelo T para a periodontite
nos modelos aditivo (OR 1,77 e IC 95% 1,13-2.79) e dominante (OR 1,97 e IC 95% 1,19-3,28)
(Tabela 5) e tem alta correlagio (r*=0,95) (Figura 1) com os outros 5 SNV citados

anteriormente.

Outros 4 SNV que apresentaram LD entre si (>=1,0) (Figura 1) foram o rs4371263, com
o menor alelo G, e 0s 14524033, rs4436867, 17504969, todos com menor alelo A, e associagao
positiva a periodontite, nos modelos aditivo (OR 1,58 e IC 95% 1,01-2,45) e dominante (OR
1,68 ¢ IC 95% 1,01-2,81) (Tabela 6).

O 1510163810 apresentou alelo T associado positivamente a periodontite, nos modelos
aditivo (OR 1,69 e IC 95% 1,09-2,63), e dominante (OR 1,85 e IC 95% 1,12-3,07) (Tabela 6)
e mostrou-se em perfeito LD (r>=1,0) com os SNV rs72931589, 1572931590, 1512954058,
rs72931591, rs62098350 e alta correlagdo com os SNV o rs4371263, rs4524033, rs4436867,
157504969 e 15798822996 (1°=0,95) (Figura 1). Assim como o 1512605579, que foi associado
negativamente a periodontite (Tabela 5) e tem alta correlagio (1’=1,0) com todos estes SNV

(Figura 1).

O 1510163762 teve seu alelo T associado positivamente a periodontite nos modelos
aditivo (OR 1,70 e IC 95% 1,10-2,63) e dominante (OR 1,86 e IC 95% 1,12-3,08) (Tabela 6),
tem LD (r*=1,0) com os SNV rs12605579 e 1s34432351 que associaram negativamente a
doenca (Tabela 5) e alta correlagdo (1>=0,88) (Figura 1) com o 1512150741, que teve seu alelo
C associado positivamente a periodontite nos modelos aditivo (OR 1,68 e IC 95% 1,09-2,58) e
dominante (OR 1,89 e IC 95% 1,14-3,12) (Tabela 6).

Outra relagdo de perfeito LD (r?=1,0) (Figura 1) acontece entre o 1511152341, que teve
seu alelo G associado positivamente a periodontite nos modelos aditivo (OR 1,61 e IC 95%
1,05-2,43) e dominante (OR 1,88 e IC 95% 1,14-3,11) (Tabela 6) e o rs56382559, que
apresentou também o menor alelo G significativo nos modelos aditivo (OR 1,61 e IC 95% 1,05-
2,46) ¢ dominante (OR 1,88 e IC 95% 1,14-3,11) (Tabela 6). Ha também forte correlacao
(1?=0,99) (Figura 1) entre o rs11152341 e o rs55850220, no qual o alelo A foi associado
positivamente a periodontite nos modelos aditivo (OR 1,61 e IC 95% 1,05-2,47) e dominante

(OR 1,89 € IC 95% 1,14-3,12) (Tabela 6).

Trés SNV apresentaram fraca correlagdo com os demais SNV. O rs12962830 apresentou

o alelo A associado negativamente a periodontite no modelo recessivo (OR 0,48 e IC 95% 0,24-
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0,97) (Tabela 5), o rs28521082 apresentou o alelo A associado positivamente no modelo
dominante (OR 1,70 e IC 95% 1,00-2,88) e o rs116487658 também apresentou associa¢dao
positiva a periodontite, modelos aditivo (OR 1,60 e IC 95% 1,07-2,41) e dominante (OR 1,78
e IC 95% 1,09-2,91) (Tabela 6).

Tabela 4: Descrigdo genética e funcional dos SNV em RANK.

GEI\IS%%ANK MAF Al A2 DBSNP Regulome DB HWE
1s72931559 0.2994 T C Intron 4 0.5963
rs79884073 0.02273 C T fntron 5 1
1s79882996 0.1117 T C Intron 4 0.4976
rs34432351 0.2055 A G Intron 3a 0.1732
rs12605579 0.2055 A G Intron 5 0.1732
rs4941125 0.2095 G A Intron 1f 0.5014
rs10163762 0.1156 T G Intron 7 0.187
rs12150741 0.1196 C T Intron 5 0.1347
rs10163810 0.1166 T C Intron 6 0.1917
rs72931589 0.1166 T G fntron 5 0.1917
rs72931590 0.1166 A G Intron 5 0.1917
rs12954058 0.1166 G A Intron 4 0.1917
1572931591 0.1166 G A Intron 3a 0.1917
rs62098350 0.1166 G A Intron 4 0.1917
rs4941126 0.2164 C G Intron 6 0.2406
rs116487658 0.1334 T C Intron 4 0.7992
rs55850220 0.1206 A G Intron 2b 0.05789
rs56382559 0.1215 G A Intron 4 0.06193
rs11152341 0.1215 G A Intron 4 0.06193
rs4371263 0.1136 G A Intron 3a 0.1234
rs4524033 0.1136 A G Intron 5 0.1234
rs4436867 0.1136 A C Intron 4 0.1234
rs7504969 0.1136 A G Intron 4 0.1234
rs8083511 0.3142 C A Intron 5 0.7571
156567273 0.4931 A T Intron 5 0.8591
rs28521082 0.1087 G A Intron 4 0.3536
rs12962830 0.3706 A G Intron 3a 0.9242

Fonte: Dados do estudo

Legenda; SNV: variante de nucleotideo unico. MAF: frequéncia de menor alelo. Al: menor alelo. A2: alelo
ancestral. DBSNP: funcdo no DBSNP. Predicdo para SNV do Regulome DB. HWE: equilibrio de Hardy
Weinberg.
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Tabela 5: Associacdo significante entre variantes no gene RANK e negativa a periodontite, por regressdo
logistica ajustado por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental (pelo menos
uma vez ao dia), asma e componente principal de ancestralidade da amostra.

RANK
s valor P
SNV Al1/A2 Modelo Genotipo Controle (%)  Caso (%) OR  1C95% p Perm
GG 229(58.87)  85(72.65)
ADD GA 14737.79)  29(24.79)  0.59 0.38-0.89 0.013 0.014
AA 13(3.34) 3(2.56)
1s12605579  A/G GG 229(58.87)  85(72.65)
DOM 0.54 0.34-0.87 0.011 0.013
GATAA  160(41.13)  32(2735)
GG+GA  376(96.66)  114(97.44
REC (96.66) O749) (54 014205 0368 0520
AA 13(3.34) 3(2.56)
GG 229(58.87)  85(72.65)
ADD GA 14737.79)  29(24.79)  0.59 0.38-0.89 0.013 0.014
AA 13(3.34) 3(2.56)
1s34432351  A/G GG 229(5887)  85(72.65)
DOM 0.54 0.34-0.87 0.011 0.013
GATAA  160(41.13)  32(27.35)
"GA . 114(97.44
REC —SG1GA  37606.66) O749) (54 014205 0370 0520
AA 13(3.34) 3(2.56)
AA  228(58.61)  85(72.65)
ADD AG 146(37.53)  28(23.93)  0.60 0.39-0.90 0.015 0.018
GG 15(3.86) 4(3.42)
494112 A AA  228(58.6l 2.
4941125 G DOM 886D  85(72:85) 55 33084 0.008 0.008
AGTGG  161(4139)  32(27.35)
AATA 496.14)  113(96.
REC G 37406.14) 1130658 ) 22236 0591 0857
GG 15(3.86) 4(3.42)
GG 223(42.67)  83(70.94)
ADD GC 151(38.82)  30(25.64) 0.61 0.41-0.93 0.020 0.023
cC 15(3.86) 4(3.42)
494112 223(42. 0.94
4941126 €G- oy 66 34267) 8094 5o (34088 0.012 0014
GC+CC  166(57.33)  34(29.06)
rpe  _GG*GC_ 3740614)  113096.58) o
cC 15(3.86) 4342 O e '
M 153(39.33)  48(41.03)
ADD GA 177(45.50)  58(49.57) 0.82 0.59-1.12 0211 0.210
AA 59(15.17) 11 (9.40)
12962830  A/G GG 153(39.33)  48(41.03
o DOM (39.33) @LO9) (o4 060-147 0782 0727
GATAA  236(60.67)  69(58.97)
GG+GA  330(84.83)  106(90.60)
REC 0.48 0.24-0.97 0.042 0.044
AA 59(15.17)  11(9.40)
cC 65(55.56)  171(43.96)
ADD CT 37(31.62)  185(47.56) 0.82 0.58-1.16 0.268 0.202
TT 15(12.82)  33(848)
80S3SIL TC cC HSO7.17)  3780717) o o o
CT+TT 2(2.83) 11(2.83) ' T ) '
CC+CT  02(87.18)  356(88.58)
REC 172 0.86-3.41 0.124 0.195
TT 1512.82)  33(11.42)
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rs6567273

G/A

38
AA - 93(391) 3
GG 91(23.39) 33(28.21)
AA  93(23.91) 38(32.48)
DOM 061  038-0.99 0.047  0.048
AGH+AA  296(76.09) 79(67.52)
AA+AG  298(76.61) 84(71.79)
REC GG 91(23.39) 33(2821) 133  081-2.19 0254  0.247
cC 0 0

Fonte: Dados do estudo.

Nota: A1/A2- alelo polimérfico/alelo selvagem; ADD- modelo aditivo, DOM-modelo dominante; REC- modelo
recessivo; OR- odds ratio; 1C95%- intervalo de confianga- 95%, valor p- significancia estatistica p <0.05; p Perm-
p permutacional

Tabela 6: Associagdo significante entre variantes no gene RANK e positiva a periodontite por regressao logistica
ajustada por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental (pelo menos uma vez ao
dia), asma e componente principal de ancestralidade da amostra.

RANK
. s Controle o 0 p

Variante Al/A2 Modelo  Genotipo (%) Caso (%) OR I1C95%  valor p Perm

GG 315(80.98) 83(70.94)
ADD GT 68(17.48) 30(25.64) 1.69 1.09-2.63 0.018 0.023

TT 6(1.54) 4(3.42)

rs72931589 T/G GG 315(80.98) 83(70.94)
DOM GTATT _ 74(19.02) 34(29.06) 1.85 1.12-3.07 1.017 1.016

GG+GT  383(98.46) 113(96.58)
REC TT 6(1.54) 4(3.42) 1.96 0.49-7.88 0.343 0.270

GG 315(80.98) 83(70.94)
ADD GA 68(17.48) 30(25.64) 1.69 1.09-2.63 0.018 0.023

AA 6(1.54) 4(3.42)

1s72931590 A/G GG 315(80.98) 83(70.94)
DOM GAIAA  74(19.02)  34(29.06) 1.85 1.12-3.07 1.017 1016

GG+GA  383(98.46) 113(96.58)
REC A 6(1.54) 4(3.42) 1.96 0.49-7.88 0.343 0.270

AA 315(80.98) 83(70.94)
ADD AG 68(17.48) 30(25.64) 1.69 1.09-2.63 0.018 0.023

GG 6(1.54) 4(3.42)

rs12954058 G/A AA 315(80.98) 83(70.94)
DOM AGIGG 74(19.02) 34(29.06) 1.85 1.12-3.07 1.017 1016

AA+AG  383(98.46) 113(96.58)
REC GG 6(1.54) 4(3.42) 1.96 0.49-7.88 0.343 0.270

AA 315(80.98) 83(70.94)
ADD AG 68(17.48) 30(25.64) 1.69 1.09-2.63 0.018 0.023

GG 6(1.54) 4(3.42)

1s72931591 G/A AA 315(80.98) 83(70.94)
DOM AGIGG 74(19.02) 34(29.06) 1.85 1.12-3.07 1.017 1016

AA+AG  383(98.46) 113(96.58)
REC GG 6(1.54) 4(3.42) 1.96 0.49-7.88 0.343 0.270
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AA  315(80.98) 83(70.94)
ADD AG  683(17.48) 30(25.64) 1.69  1.09-2.63 0.018  0.023
GG 6(1.54)  4(3.42)
rs62098350  G/A AA  315(80.98) 83(70.94)
DOM 1. 1.12-3. 1.017 101
OM GGG 74(19.02)  34(29.06) 83 3071017 1.016
AA+AG 383(98.46) 113(96.58)
RE 1. 497, 343 02
C e RS 96 0.49-7.88  0.343 70
CC  315(30.98) 83(70.94)
ADD CT  68(17.48) 30(25.64) 1.69  1.09-2.63 0.018  0.023
TT 6(1.54)  4(3.42)
rs10163810  T/C CC  315(30.98) 83(70.94)
DOM 1.85  1.12-3.07 1017 1016
CT+TT  74(19.02) 34(29.06)
CC+CT  383(98.46) 113(96.58)
REC = o5 4G42) 1.96  0.49-7.88 0343 0270
CC  318(81.75) 83(70.94)
ADD CT  66(16.97) 31(26.50) 177  1.132.79 0.013  0.018
TT 5(128)  3(2.56)
179882996  T/C CC  318(81.75) 83(70.94)
DOM 1. 1.19-3.28 0. 01
© CT+TT 71(18.25) 34(29.06) o7 9-3.28  0.009 0010
CC+CT  384(98.72) 114(97.44)
REC 1.61  0.34-7.74 0550  0.778
TT 5(128)  3(2.56)
AA  316(81.23) 85(72.65)
ADD AG  67(17.22) 28(23.93) 1.58  1.01-2.45 0.044  0.066
GG 6(1.55)  4(3.42)
4371263 G/A AA  316(81.23) 85(72.65)
DOM 1. 1.01-2.81  0.04 .
OM GGG 73(18.77)  32(2735) 68 810046 0.037
AA+AG  383(98.46 113(96.58)
RE 1. 497 343 02
C e o158  40.8) 96 0.49-7.87 0.343 70
GG 316(81.23) 85(72.65)
ADD GA  67(1722) 28(23.93) 1.58  1.01-245 0.044  0.066
AA 6(1.55)  4(3.42)
14524033 A/G GG 316(81.23) 85(72.65)
DOM 1.68  1.01-2.81 0.046  0.037
GA+AA 73(18.77) 32(27.35)
GG+GA  383(98.46 113(96.58)
REC v o058 4G4 1.96  0.49-7.87 0343 0270
CC  316(81.23) 85(72.65)
ADD CA  67(1722) 28(23.93) 158  1.01-245 0.044  0.066
AA 6(1.55)  4(3.42)
rs4436867  A/C CC  316(81.23) 85(72.65)
DOM 1. 1.01-2.81  0.04 .
OM ~CATAA 73(18.77) 32(2735) 68 810046 0.037
CC+CA  383(98.46 113(96.58)
REC 1.96  0.49-7.87 0343 0270
A 6(1.54)  4(3.42)
GG 316(81.23) 85(72.65)
ADD GA  67(1722) 28(23.93) 1.58  1.01-245 0.044  0.066
AA 6(1.55)  4(3.42)
17504969  A/G GG 316(81.23) 85(72.65)
DOM 1.68  1.01-2.81 0.046  0.037
GA+AA 73(18.77) 32(27.35)
GG+GA 383(98.46 113(96.58)
REC 1.96  0.49-7.87 0343 0270
AA 6(1.54)  4(3.42)
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GG 316(81.23) 83(70.94)
ADD GT  67(17.22) 30(25.64) 170  1.10-2.63 0.018 0.023
TT 6(1.56)  4(3.42)
110163762 T/G GG 316(81.23) 83(70.94)
DOM 1.86  1.12-3.08 0.016 0.019
GT+TT 73(18.77) 34(29.06)
GG+GT 383(98.46) 113(96.58)
REC - o150 400) 1.96  0.49-7.88 0.342 0.270
TT  314(80.72) 82(70.09)
ADD TC  63(17.48) 31(2649) 1.68  1.09-2.58 0.018 0.021
cC 7(1.80)  4(3.42)
rs12150741  C/T TT  314(80.72) 82(70.09)
DOM 1. 1.14-3.12 0.013  0.01
M —TCiCC 75(1928)  35(29.01) 89 3120013 0.013
TT+TC 382(98.20) 113(96.58)
REC 1.68  0.44-6.39 0450 0.484
cC 7(1.80)  4(3.42)
AA  313(80.46) 82(70.09)
ADD  AG  68(17.48) 31(26.50) 1.61  1.05-246 0.028 0.034
GG 8(2.06)  4(3.42)
rs11152341  G/A AA  313(80.67) 82(70.09)
DOM 1. 1.14-3.11  0.014 0.01
OM 7 GrGG 75(1933)  35(29.91) 88 3110014 0.013
AA+AG 381(97.94) 113(96.58)
REC 127 034471 0723 0.692
GG 8(2.06)  4(3.42)
AA  313(80.46) 82(70.09)
ADD  AG  68(17.48) 31(26.50) 1.61  1.05-2.46 0.028 0.034
GG 8(2.06)  4(3.42)
1s56382559  G/A AA  313(80.67) 82(70.09)
DOM 1. 1.14-3.11  0.014 0.01
OM 2 GrGG 75(1933)  35(29.01) 88 3110014 0.013
AA+AG 381(97.94) 113(96.58)
REC 127 034471 0723 0.692
GG 8(2.06)  4(3.42)
GG 314(80.72) 82(70.09)
ADD  GA  67(1722) 31(26.50) 1.61  1.05-2.47 0.028 0.030
AA 8(2.06)  4(3.42)
1s55850220  A/G GG 314(80.72) 82(70.09)
DOM 1. 1.14-3.12 0.013 0.01
OM “GATAA 75(1928) 35(29.91) 89 3120013 0.013
GG+GA 381(97.94) 113(96.58)
RE 1.2 34-471 0723 0.692
¢ AA 8(2.06)  4(3.42) 70344710723 069
GG 317(81.49) 87(74.36)
ADD  GA  67(1722) 27(23.08) 1.57  0.99-2.52 0.056 0.066
AA 5(129)  3(2.56)
rs28521082  A/G GG 317(81.49) 87(74.36)
DOM 1. 1.00-2. 049 0.04
OM “GATAA 7201851) 30(25.64) 70 00-2.88 0049 0.047
GG+GA 384(98.71) 114(97.44)
RE 1. 34-825 0. .
C v 029 3056 67  034-825 0530 0.857
CC  305(78.41) 80(68.38)
ADD CT  75(19.28) 32(27.35) 1.60  1.07-2.41 0.023 0.022
TT 9(2.31)  5(4.27)
rs116487658  T/C CC  305(78.41) 80(68.38)
DOM 1,78 1.092.91 0.020 0.021
CT+TT 84(21.59) 37(31.62)
CC+CT  380(97.69) 112(95.73)
REC 1.77  0.54-5.85 0348  0.36
TT 9(2.31)  5(4.27)
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CC  209(53.73) 42(35.90)
ADD CT  149(38.30) 58(49.57) 175 126242  0.001  0.001
TT  31(797) 17(15.53)
1s72931559  T/C CC  209(53.73) 42(35.90)
DOM 2.16 1.37-3.40  0.001  0.001
CT+TT 180(46.27) 75(64.10)
CC+CT  358(92.03) 100(85.47)
REC 1.89  0.96-3.69  0.064 0.051
TT  31(797) 17(15.53)
TT  377(96.92) 106(90.60)
ADD TC 12(3.08)  11(9.40) 427 1.70-10.75  0.002  0.002
cC 0 0
rs79884073  C/T TT  377(96.92) 106(90.6)
DOM 427 1.70-10.75  0.002  0.002
TC+CC  12(3.08)  11(9.40)
TT+TC  389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
cC 0 0

Nota: A1/A2- alelo polimorfico/alelo selvagem; ADD- modelo aditivo; DOM-modelo dominante; REC- modelo
recessivo; OR- odds ratio; 1C95%- intervalo de confianga- 95%, valor p- significancia estatistica p <0.05; p Perm-

p permutacional

Figura 1: Anélise do desequilibrio de ligagdo (DL) realizada no programa Haploview usando o R? para os SNV
associados no gene RANK. A intensidade da cor e o valor no quadrado indicam o grau de confianga no
valor de R? e 0 quanto os SNV estdo em desequilibrio de ligagdo.

o

LEELS2 300 ]

Fonte: Dados o estudo.

'I"-——-i-h_?-_—._\___
?_iéi"&!EE E T R 3 Ei B ¥ = B P
SEERET T EET EERE R R REE R R RSN




63

Gene RANKL x Periodontite

Para o gene RANKL, 10 SNV tém fungdo intronica e 1, fungdo “utr prime” e a frequéncia

do menor alelo na populacao estudada variou entre 1,7% e 19% (Tabela 7).

Todos as variantes genéticas encontrados no gene RANKL tiveram seu menor alelo
associado positivamente a periodontite. (Tabela 8). Os SNV rs77458205 (alelo A), rs1735535
(menor alelo T), rs115675044 (alelo T), rs7999048 (alelo A), rs79005806 (alelo C) e
rs34886516 (alelo A) foram significantemente associados nos modelos aditivo e dominante
(OR 3,10 IC95% 1.08-8.91) e estdo em perfeito LD (1>=1,0) (Figura 2). Os rs6561061 (alelo
A), 151022926 (alelo C), rs1022927 (alelo C), rs9525645 (alelo G) foram associados no modelo
recessivo (OR 3,05 IC95% 1.13-8.20). Os rs1022926, rs1022927 e rs9525645 estao em perfeito
LD (1>=1,0) e 0 rs6561061 esta em alta correlagdo com estes (r*=0,98) (Figura 2). O rs443188
teve seu alelo A associado nos modelos aditivo e dominante (OR 2,43 1C95% 1.03-5.76) e

apresentou média correlagio com o 1s34886516 (1*=0,63) (Figura 2).

Tabela 7: Descricdo genética e funcional dos SNV em RANKL.

GENE RANKL SNV MAF Al A2 DBSNP Regulome DB HWE
1577458205 0.01779 A G intron 4 1
15115675044 0.01779 T A intron 3a 1
157999048 0.01779 A G intron 4 1
rs79005806 0.01779 C G intron 7 1
1s34886516 0.01779 A G utr prime 4 1
15443188 0.02767 A G intron 3a 1
156561061 0.1957 A G intron 4 0.6714
1s1022926 0.1976 C G intron 4 0.7789
rs1022927 0.1976 C T intron 4 0.7789
1s9525645 0.1976 G A intron 6 0.7789
rs61735535 0.01779 T C intron 4 0.7789

Fonte: Dados do estudo:
Legenda: SNV: variante de nucleotideo unico. MAF: frequéncia de menor alelo. Al: menor alelo. A2: alelo
ancestral. DBSNP: fun¢ao no DBSNP.Predi¢ao para SNV do Regulome DB. HWE: equilibrio de Hardy Weinberg.
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Tabela 8: Associacdo significante entre variantes no gene RANKL e positiva a periodontite por regressdo logistica
ajustado por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental (pelo menos uma vez ao

dia), asma e componente principal de ancestralidade da amostra.

RANKL
Variante Al/A2  Modelo Gendtipo Co(ré/tr)o le Caso (%) OR 1C95%  valor p pPerm
(V]
GG 379(97.42) 109(93.16)
ADD GA 10(2.58) 8(6.84) 3.10 1.08-8.91 0.035 0.022
AA 0 0
1s77458205 A/G GG 379(97.42) 109(93.16)
DOM 3.10 1.08-8.91 0.035 0.019
GA+AA  10(2.58) 8(6.84)
GG+GA  389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
AA 0 0
CcC 379(97.42) 109(93.16)
ADD CT 10(2.58) 8(6.84) 3.10 1.08-8.91 0.035 0.022
TT 0 0
rs61735535 T/C CC 379(97.42) 109(93.16)
DOM 3.10 1.08-8.91 0.035 0.019
CT+TT  10(2.58) 8(6.84)
CC+CT 389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
TT 0 0
AA 379(97.42) 109(93.16)
ADD AT 10(2.58) 8(6.84) 3.10 1.08-8.91 0.035 0.022
TT 0 0
rs115675044 T/A AA 379(97.42) 109(93.16)
DOM 3.10 1.08-8.91 0.035 0.019
AT+TT  10(2.58) 8(6.84)
AA+AT 389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
TT 0 0
GG 379(97.42) 109(93.16)
ADD GA 10(2.58) 8(6.84) 3.10 1.08-8.91 0.035 0.022
AA 0 0
1$7999048 A/G GG 379(97.42) 109(93.16)
DOM 3.10 1.08-8.91 0.035 0.019
GA+AA  10(2.58) 8(6.84)
GG+GA  389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
AA 0 0
GG 379(97.42) 109(93.16)
ADD GT 10(2.58) 8(6.84) 3.10 1.08-8.91 0.035 0.022
TT 0 0
rs79005806 C/G GG 379(97.42) 109(93.16)
DOM 3.10 1.08-8.91 0.035 0.019
GT+TT  10(2.58) 8(6.84)
GG+GT 389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
TT 0 0
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GG 379(97.42) 109(93.16)
ADD GA 102.58)  8(6.84) 310 1.08-891 0.035  0.022
AA 0 0
1534886516 A/G GG 379(97.42) 109(93.16)
DOM 310 1.08-891 0.035  0.019
GA+AA  10(2.58)  8(6.84)
GG+GA  389(100.0) 117(100.0)
REC - - - -
AA 0 0
GG 372(95.62) 106(90.59)
ADD GA 17(4.38)  11(9.41) 243 1.03-5.76  0.043  0.028
AA 0 0
rs443188  A/G GG 372(95.62) 106(90.59)
DOM 243 1.03-576 0.043  0.038
GA+AA  17(438)  11(9.41)
GG+GA  389(101)  117(101)
REC - - - -
AA 0 0
GG 254(65.30) 75(64.10)
ADD GA  122(31.36) 34(29.06) 126 0.86-1.85 0234 0257
AA 133.34)  8(6.84)
16561061  A/G GG 254(65.30) 75(64.10)
DOM .12 071-1.77 0626  0.727
GA+AA  135(34,70) 42(35,09)
GG+GA  376(96,65) 109(93,16)
REC 305  1.13-820 0.027  0.014
AA 133,35)  8(6,84)
GG 253(65.03) 74(63.24)
ADD GC  12331.61) 35(29.91) 123  0.61-1.14  0.563 0.6
CC 133.34)  8(6.83)
11022926  C/G GG 253(65.03) 74(63.24)
DOM 1.16  0.74-1.83  0.516 0.6
GC+CC  136(34.97) 43(36.76)
GG+GC  376(96.65) 109(93.16)
REC 305  1.13-820 0.027  0.014
cC 133.35)  8(6.84)
TT  253(65.03) 74(63.24)
ADD TC  12331.61) 3529.91) 129 0.88-1.89 0.184  0.189
cC 133.34)  8(6.83)
11022927  C/T TT  253(65.03) 74(63.24)
DOM 1.16  0.74-1.83  0.516 0.6
TC+CC  136(34.97) 43(36.76)
TT+TC  376(96.65) 109(93.16)
REC 305  1.13-820 0.027  0.014
cC 133.35)  8(6.84)
AA  253(65.03) 74(63.24)
ADD AG  12331.61) 35(29.91) 129 0.88-1.89 0.184  0.189
GG 133.34)  8(6.83)
19525645  G/A AA  253(65.03) 74(63.24)
DOM 1.16  0.74-1.83 0516 0.6
AG+GG  136(34.97) 43(36.76)
AA+AG  376(96.65) 109(93.16)
REC 305  1.13-820 0.027  0.014
GG 133.35)  8(6.84)

Fonte: Dados do estudo.
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Nota: A1/A2- alelo polimorfico/alelo selvagem; ADD- modelo aditivo; DOM-modelo dominante; REC- modelo
recessivo; OR- odds ratio; 1C95%- intervalo de confianga- 95%, valor p- significancia estatistica p <0.05; p Perm-
p permutacional.

Figura 2: Analise do desequilibrio de ligagdo (DL) realizada no programa Haploview usando o R? para os SNV
associados no gene RANKL. A intensidade da cor e o valor no quadrado indicam o grau de confianga
no valor de R? € 0 quanto os SNV estdo em desequilibrio de ligagdo
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Fonte: Dados do estudo.

Os dois SNV que apresentaram associacdo no gene OPG tém fun¢do intrénica e
frequéncia de menor alelo de 32,5% na populagdo do estudo (Tabela 9). O rs7010267 (alelo A)
e 0 151982763 (alelo T) foram associados positivamente a periodontite no modelo recessivo
(OR 1.97 IC95% 1.02-3.82) (Tabela 10), e tiveram alta correlagdo entre si (1?=0,99) (Figura
3).
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Tabela 9: Descrigdo genética e funcional dos SNV em OPG.

GEI\SIII::I\? PG MAF Al A2 DBSNP  Regulome DB score HWE
rs7010267 0.325 A C intron 7 0.840
rs1982763 0.325 T C intron 5 0.919

Fonte: Dados do estudo
SNV: variante de nucleotideo tinico. MAF: frequéncia de menor alelo. Al: menor alelo. A2: alelo ancestral.
DBSNP: fung¢do no DBSNP. Predigdo para SNV do Regulome DB. HWE: equilibrio de Hardy Weinberg.

Tabela 10: Associagdo significante entre variantes no gene OPG e positiva a periodontite por regressao logistica
ajustado por idade, obesidade, habito de respirar pela boca, uso de fio dental (pelo menos uma vez ao
dia), asma e componente principal de ancestralidade da amostra.

OPG
SNV Al/A2  Modelo Genétipo Co(rj/“)ole Caso (%) OR  1C95% valor p pPerm
0
CC  174(44.73) 55(47.01)
ADD  CA  181(46.53) 44(37.61) 1.07 01'79' 0.699 1
AA 34(8.74)  18(15.38)
157010267  A/C CC  174(44.73) 55(47.01) 0.55-
DOM 0.85 0.462 1
CA+AA  215(55.27) 62(52.99) 132
CC+CA  355(91.26) 99(84.62) 1.02-
REC 1.97 0.044  0.043
AA 34(8.74) 18(15.38) 3.82
CC  176(45.24) 55(47.01)
ADD CT  179(46.02) 44(37.61) 1.08 01'7570' 0.655 1
TT 34(8.74)  18(15.38)
151982763  T/C CC  176(45.24) 55(47.01) 0.56-
DOM 0.86 0.511 1
CT+TT 213(54.76) 62(52.99) 1.34
CC+CT  355(91.26) 99(84.62 ]
REC O126) 59(84.62) 1.97 1.02 0.044
TT 34(8.74) 18(15.38) 3.82

Fonte: Dados do estudo

Nota: A1/A2- alelo polimérfico/alelo selvagem; ADD- modelo aditivo, DOM-modelo dominante; REC- modelo
recessivo; OR- odds ratio; 1C95%- intervalo de confianga- 95%, valor p- significancia estatistica p <0.05; p Perm-
p permutacional.
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Figura 3: Andlise do desequilibrio de ligagdo (DL) realizada no programa Haploview usando o R? para os SNV
associados no gene OPG. A intensidade da cor e o valor no quadrado indicam ograu de confianga no
valor de R? ¢ 0 quanto os SNV estdo em desequilibrio de ligagdo.
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Fonte: Dados do estudo.

Figura 4: Analise in silico da expressdo dos SNV de RANK no sangue total, em alguns tipos de tecidos com
fibroblastos e em células osteoblasticas primariasrealizada no programa HaploReg 4.1.
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Fonte: Dados do estudo.
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Figura 5: Analise in silico da expressdo dos SNV de RANKL no sangue total, em alguns tipos de tecidos com
fibroblastos e em células osteoblasticas primarias realizadas no programa HaploReg 4.1.
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Fonte: Dados do estudo.
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Figura 6: Analise in silico da expressdo dos SNV de OPG no sangue total, em alguns tipos de tecidos com
fibroblastos e em células osteoblasticas primariasrealizada no programa HaploReg 4.1.
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Fonte: Dados do estudo.

Analise funcional in silico de variantes genéticas nos genes RANK, RANKL e OPG na
populagdo caso e controle

As pontuagdes das variantes genéticas na plataforma RegulomeDB sao apresentadas nas
Tabelas 4, 7 ¢ 9. As pontuagdes mais baixas, no gene RANK, foram 1f (rs4941125), 2b
(rs55850220) e 3a (rs34432351, rs72931591; e no gene RANKL foi 3a (rs115675044 ¢
rs443188) e indicam as possiveis variantes que podem estar envolvidas em regides reguladoras
e funcionais. J& os valores mais altos de 4 a 6 assumem que as variantes nao estao diretamente

envolvidas nos processos funcionais. Nao ha informacao disponivel sobre a pontuacao 7.

A investigacdo da presenga desses SNV em tecidos como sangue total, fibroblastos de
pulmao fetal, células primarias de fibroblasto de preptcio, células primarias de fibroblasto
pulmonar, células primdrias de fibroblasto de derme de adulto e células osteoblésticas primarias

foram ilustradas nas Figuras 4, 5 e 6. Como os bancos de dados disponiveis ndo dispdem da
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genotipagem do tecido periodontal, utilizaram-se tecidos similares contendo fibroblastos para

a analise.

Para RANK, o 1s72931559 e o rs116487658 foram identificados em quatro tecidos com
fibroblastos. Os rs4941125, rs4941126 e rs55850220 foram identificados em trés tecidos
contendo fibroblastos e em células osteoblasticas primarias. O rs56382559 apareceu em dois
tecidos com fibroblastos e o rs12150741 foi identificado em um tecido com fibroblastos e em
células osteoblasticas primarias. Os rs72931589, rs72931590, rs12954058, rs62098350 foram
identificados somente em células osteoblasticas primarias e os demais SNV ndo foram

identificados nesses tecidos selecionados (Figura 4).

Em RANKL, o rs61735535 (Figura 5) e em OPG, o 151982763 (Figura 6) foram
identificados em células osteoblasticas primarias. Os demais SNV destes genes nao foram

encontrados nestes tecidos selecionados.

Interagdo funcional entre os genes RANK, RANKL e OPG

Os genes RANK (TNFRSF11A4), RANKL (TNFRSF11) e OPG (TNFRSF11B) tém trés
tipos de interagdo (Figura 7) e elas estdo previstas em bancos de dados com curadoria, foram

determinadas experimentalmente e partem de buscas textuais.

Essa figura mostra a grande interacdo entre esses genes. Na inflamacdo, a agdo das
citocinas inflamatorias estimula os macrofagos ativados, que sdo os precursores dos
osteoclastos e que possuem o receptor de superficie TNFRSF11A4 (RANK) a ligarem-se com seu
ligante TNFRSF11 (RANKL) fazendo com que os pré-osteoclastos se transformem em
osteoclastos ativos que produzem enzimas que irdo reabsorver o 0sso. TNFRSF11B (OPG) age

por inibi¢cdo competitiva com RANKL, e liga-se a RANK, impedindo a ativacao dos osteoclastos.
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Figura 7: Analise da rede de interagdo funcional de proteinas codificadas pelos genes candidatos RANK, RANKL e
OPG a periodontite, usando STRING v10.0, considerando cada proteina como um né. Cor do no: nods
coloridos- proteinas de consulta ¢ primeira camada de interatores. Conteido do no6: noés preenchidos-
alguma estrutura 3D ¢é conhecida ou prevista. A cor da linha indica o tipo de evidéncia de interagdo entre
os genes- intera¢des conhecidas: azul- interagdes de bancos de dados com curadoria; roxo- interagdes
determinadas experimentalmente; verde claro-mineracdo de texto.

TNFRSF11A

TNFSF11

Fonte: Dados do estudo
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Discussao

Os genes RANK, RANKL e OPG apresentam grande interacdo entre eles, estando
envolvidos na dindmica do metabolismo 6sseo e na reabsor¢ao Ossea que ocorre na periodontite.
Este estudo foi o primeiro a demostrar que a presenca da periodontite, uma doenca multifatorial
com envolvimento de processos inflamatorios e disturbios relacionados ao metabolismo 6sseo,
foi associada significativamente a variantes genéticas dos genes RANK, RANKL e OPG, sendo

36 SNV associados positivamente e 4 negativamente.

Nesta investigacdo sete variantes no gene RANK foram associadas negativamente a
doenca periodontal: rs12605579 (alelo A), rs34432351 (alelo A), rs4941125 (alelo G),
rs4941126 (alelo C), rs12962830 (alelo A), rs8083511 (alelo C) e rs6567273 (alelo A). Ja outros
20 SNV no gene RANK foram associados positivamente a periodontite. Os rs4941125 (alelo G)
e 154941126 (alelo C), os quais tém alta correlagdo entre si, estdo associados negativamente a
doenca periodontal. Na nossa populacao, estes alelos apresentaram frequéncia de 21% e 22%,
respectivamente. Em estudo que envolveu 4.102 individuos caucasianos, o alelo G do
rs4941125 também foi associado a quatro fendtipos relacionados a obesidade. Os autores
investigaram a relagdo da obesidade, doenca inflamatoria e o gene RANK, ja que este, além de
estar relacionado ao metabolismo 6sseo € a osteoporose, também tem relacdo com os musculos
esqueléticos, essenciais para o metabolismo energético (95). A influéncia do rs4941125 na
idade da menarca e da menopausa natural também foi estudada em varias plataformas in silico
no estudo de 2021 de Dvornyck (101), onde o autor encontrou que essa variante influencia a
expressao dos genes RELCH e KIAA1468 (efeito cis-eQTL) no sangue periférico, além de se
apresentar com maior expressao nos tecidos de mucosa do eséfago, pele e tireoide. Uma das
maneiras possiveis pelas quais RANK pode afetar a idade da menarca e da menopausa seria
através do seu envolvimento no metabolismo de lipidios, visto que a relagao entre obesidade e
idade da menarca ja esta bem estabelecida. No estado de inflamacao que ocorre na obesidade,
o eixo do acido araquidonico e das prostaglandinas E2 estd envolvido na morte de células do
epitélio uterino que ocorre na menopausa. Esse fato corrobora o estudo de Zhao e colaboradores
de 2016 (95), o qual concluiu que RANK poderia ser um fator genético pleiotrépico, que
influencia os fenotipos da osteoporose e da obesidade. Sabe-se que na obesidade hd um
comprometimento do sistema imunologico do individuo, pois a quebra da homeostase do tecido
adiposo leva a um aumento e maior ativagao das células imunes. Vdrias citocinas e quimiocinas
sao secretadas no tecido adiposo obeso, desencadeando a sinalizacdo inflamatdria. Uma

combinagdo entre obesidade e periodontite amplifica a inflamag¢ao em niveis que afetam todo
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o corpo por meio do tecido adiposo. Sendo assim, a obesidade poderia estar relacionada a
exacerbacio da periodontite (102). E importante ressaltar que o rs4941125 tem uma pontuagio
de 1f no RegulomeDB, o que indica seu provavel envolvimento em mecanismos regulatorios e
funcionais de RANK, atuando negativamente no desenvolvimento da periodontite na populagao
estudada. Além disso, apresentou uma maior expressao em trés tipos de tecidos contendo

fibroblastos e em células osteoblasticas primarias.

Outro estudo encontrou associacao do alelo A do rs4941125 com a doenca Ossea de
Paget, relacionada com um disturbio do metabolismo 0sseo, € associagdo do haplotipo AAC
dos 154941125, rs9962159, rs10163810 no teste de multimarcadores para essa doenga (103).
Este ultimo SNV (rs10163810), no presente estudo foi associado positivamente a doenca
periodontal, com uma frequéncia do menor alelo T de 12% na nossa populagdo. O rs4941125,
que tem um provavel potencial regulador e funcional, apresentou também alta correlacdo com
dois outros SNV, o rs34432351(alelo A) e 0 rs12605579 (alelo A), relacionados negativamente
a doenga periodontal, com a frequéncia do menor alelo de 20% na nossa populagdo e que sao
herdados juntos, sendo que o rs34432351 mostra também um possivel potencial regulatorio e

funcional, com score 3a na plataforma RegulomeDB.

Outro SNV do gene RANK, o rs8083511 (alelo T) que se mostrou associado
negativamente a doenga periodontal, tendo uma frequéncia de 31% na nossa populacio,
também foi relacionado no estudo de Zheng e colaboradores (7), como fator de protecao
genética, no haplotipo CACG, em relagdo a densidade mineral 6ssea da regido de L1 a L4 da
coluna lombar de mulheres chinesas pds-menopéusicas, com osteoporose ou osteopenia, que
receberam alendronato (70 mg semanais) por via oral durante um ano. Também em relagdo a
densidade mineral 6ssea, o alelo C do rs8083511 mostrou associagdo com o fenotipo da area da
secdo transversal do radio distal de homens europeus, verificada através de tomografia
computadorizada quantitativa periférica (pQCT) (87). Um estudo sobre Doenca de Paget
encontrou associagdo significativa do alelo A deste SNV com a doenga (103). O alelo C deste
SNV também foi associado a susceptibilidade ao vitiligo, doenga autoimune, em individuos de
ascendéncia europeia. Essa susceptibilidade ¢ explicada pelo fato de a ligagdo RANK-RANKL
regular variados aspectos funcionais das células imunes, incluindo interagdes de células T e
células dendriticas. A patogénese do vitiligo envolve uma rede complexa de proteinas
imunorreguladoras, reguladores apoptdticos e componentes de melandcitos que vao intermediar

0 aspecto autoimune dos melanocitos nessa enfermidade (104).
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Em relacdo a associagdo positiva com a periodontite, encontramos 20 SNV em RANK.
O 154524033, que tem seu menor alelo A com frequéncia de 11% na nossa populagdo, foi
descrito em um estudo de caso-controle com 758 individuos caucasianos, dentre os quais 315
sofreram ostedlise, a principal causa de falha da artroplastia total do quadril. Este SNV teve seu
alelo A associado a maior susceptibilidade a osteolise (105). Adicionalmente, na nossa
populacdo este rs4524033 (alelo A) mostra alta correlacdo, entre 95% e 100% com os
rs4371263 (alelo G), rs4436867 (alelo A), rs7504969 (alelo A), rs10163810 (alelo T),
rs72931590 (alelo A), rs72931589 (alelo T), rs12954058 (alelo G), rs72931591 (alelo G),
162098350 (alelo G), o que significa que provavelmente estes SNV sao herdados em conjunto.
Em relacao a funcionalidade, o rs4371263 (alelo G) e o 1572931591 (alelo G) mostraram
probabilidade de potencial regulatério e funcional, devido a pontuacdo 3a na plataforma
RegulomeDB. Além disso, o rs55850220 (alelo A), que também obteve pontuacdo 3a, tem alta
correlacdo com esse bloco de SNV, variando entre 82% e 87%. Alguns desses SNV foram
encontrados em tecidos com fibroblastos e/ou em osteoblastos primarios: rs55850220 (alelo A),
rs72931589 (alelo T), rs72931590 (alelo A), rs12954058 (alelo G) e rs62098350 (alelo G)
(Figura 4). As células precursoras dos osteoblastos proliferam em resposta a citocinas.
Osteoblastos maduros ficam embutidos na matriz dssea e se transformam em ostedcitos.
Ostedcitos agem orquestrando osteoclastos e osteoblastos (28,30,31,32) e a ligagdo RANK-
RANKL induz a diferenciagdo de osteoclastos, que reabsorvem a matriz 6ssea (4,36).
Poderiamos pensar que as variantes citadas anteriormente - ¢ que foram mais expressas nas
células osteoblasticas primarias (que depois se diferenciarao em ostedcitos) - podem influenciar
na maior expressao de RANK; e quando houver um quadro inflamatério, como na periodontite
onde hd também um aumento de RANKL, acontecerd maior propor¢do da ligacdo RANK-
RANKL, ativando assim os pré-osteoclastos em osteoclastos maduros, que reabsorverdo a
matriz 0ssea, o que corrobora para o fato dessas variantes terem sido associadas positivamente

a periodontite.

Nao foram encontradas variantes deste estudo em cultura de fibroblastos do ligamento
periodontal ou gengiva, pois os bancos utilizados ndo tinham a genotipagem desses tecidos.
Porém, pudemos extrapolar no seguinte sentido: assim como estas variantes foram encontradas
em fibroblastos de pulmao, prepucio e derme, existe a possibilidade de serem identificadas em
fibroblastos gengivais ou do ligamento periodontal em analises futuras. Na artrite reumatoide,

por exemplo, os fibroblastos sinoviais, ao serem ativados com citocinas pro-inflamatorias,
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como a IL-17, expressam RANKL e aumentam a osteoclastogénese. E na periodontite, RANKL

¢ fornecido principalmente por células ligamento periodontal e osteoblastos (4).

O presente trabalho foi o primeiro a associar a periodontite as variantes estudadas em
RANKL, onde 11 SNV foram associados positivamente, estando 6 em perfeito equilibrio
(1?=1,0) e 4 em alta correlacdo, variando de 96% a 100%. Em OPG, 2 SNV também foram

associados positivamente a doenca, estando em alto desequilibrio de ligacdo (r*=0.99).

Em RANKL, o rs61735535 (alelo T), e em OPG, o rs1982763 (alelo T), foram
identificados em células osteoblasticas primarias. Os demais SNV desses genes ndo foram
encontrados nesses tecidos selecionados. RANKL est4 entre os reguladores mais importantes

produzidos pelos ostedcitos (30).

Conclusao

Como conclusao, neste estudo foi demonstrado que 40 SNV dos genes RANK, RANKL
e OPG foram significativamente associados a doenga periodontal. Analises funcionais
demostraram que a presenca de alelos especificos pode estar relacionada a uma maior expressao
de RANK, RANKL e OPG em células envolvidas na patogénese da doenca periodontal. Sugere-
se que sejam realizados mais estudos a fim de elucidar os mecanismos moleculares subjacentes

a essas associagoes.
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7 DISCUSSAO GERAL

Este trabalho mostrou a relacdo entre a periodontite e variantes genéticas nos genes
RANK, RANKL e OPG, diretamente relacionados com a reabsor¢do 0ssea que ocorre nessa
doenca. A periodontite ¢ um processo inflamatdrio cronico de origem infecciosa, onde o
desequilibrio entre osteoclastos e osteoblastos, mediado pela ligagdo RANK/RANKL/OPG,

promove a reabsorc¢ao do 0sso, 0 que muitas vezes leva a perda dental.

RANK ¢ o membro 11A da superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral que
atua como receptor para TNFSF11 (RANKL), essencial para a osteoclastogénese. RANKL, por
sua vez, ¢ o membro 11 da superfamilia do ligante do fator de necrose tumoral; uma citocina
que se liga a TNFRSF11B (OPG) e a TNFRSF11A (RANK). Responsavel pela diferenciagdao
de osteoclastos, aumento da capacidade das células dendriticas de estimular a proliferacao de
células T ingénuas, importante regulador das interacdes entre células T e células dendriticas,
desempenha um papel na regulacdo da resposta imune dependente de células T e pode estar
envolvido no aumento da reabsor¢ao 6ssea. Por fim, OPG ¢ o membro 11B da superfamilia do
receptor do fator de necrose tumoral que atua como receptor chamariz para TNFSF11/RANKL
e, assim, neutraliza sua fun¢do na osteoclastogénese. Além disso, inibe a ativacdo dos
osteoclastos e promove a apoptose dos osteoclastos in vitro. A homeostase Ossea parece

depender da relacao local entre TNFSF11 e TNFRSF11B (106).

Num primeiro momento (Artigo I) foi feita a caracterizagdo de todas as variantes em
RANK, RANKL e OPG presentes em nosso banco de dados, bem como do potencial regulatorio
dessas variantes e quais delas foram consideradas como marcadores de ancestralidade. Nove
variantes mostraram-se como AIM e estdo mais proximas dos padrdes africano e europeu de
ancestralidade, o que corrobora parcialmente o estudo de Magalhdes e colaboradores (13), que
mostrou que a ancestralidade africana predominou numa populacdo de Salvador-Bahia.
Infelizmente, ndo encontramos estudos sobre doengas relacionadas as variantes descritas em
nossa populagdo para RANK, RANKL e OPG, em populagdes africanas, mas encontramos nas
populacdes CEU (europeia) e CHB (chineses han-Pequim) que também sdo ancestrais a

populagao estudada.

J4 num segundo momento, e como foco principal desta dissertacdo, investigamos no
Artigo II as variantes genéticas em RANK, RANKL e OPG, associadas a periodontite.

Encontramos 7 SNV relacionados negativamente a doenca no gene RANK e os outros 33 SNV
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em RANK, RANKL e OPG tiveram associacao positiva com a doenga. Esses SNV foram
associados a diversas doengas inflamatdrias, como obesidade (95), doengas autoimunes, como

a vitiligo (103,) e doengas relacionadas com metabolismo dsseo, como a doenga de Paget (103).

Varios SNV do gene RANK apresentaram provavel potencial regulador e funcional, com
pontuacao variando entre 1f e 3a no RegulomeDB, destacando-se o rs49411125 (alelo G) com
escore 1f e rs34432351 (alelo A), com escore 3a, ambos associados negativamente a
periodontite e que tém alta correlagdo entre si e com outros SNV, também associados
negativamente a doenga, sendo provavelmente herdados juntos. O rs49411125 foi expresso em
trés tecidos, com fibroblastos e células osteoblasticas primarias. Também foi expresso nesses
tecidos, 0 rs72931591 (alelo G), com score 3a e que esta em alta correlagdo com outros 6 SNV
associados positivamente a doenca. O rs4371263 (alelo G) também apresentou escore 3a e
associacdo positiva com a periodontite, bem como o rs55850220 (alelo A), associado
positivamente e com forte correlagdo com o rs11152341, pontuacao no RegulomeDB de 2b e

expresso em trés tecidos com fibroblastos em células osteoblasticas primarias.

Em RANKL destacam-se o rs115675044 (alelo T) e o rs443188 (alelo A), ambos com
pontuacdo 3a no RegulomeDB; e o rs61735535 (alelo T), com maior expressao em células
osteoblasticas primarias. E em OPG, o rs61735535 associado positivamente a periodontite foi

mais expresso em células osteoblasticas primarias.

Essa maior expressdo de varios SNV em tecidos contendo fibroblastos e células
osteoblasticas, células diretamente ligadas com RANKL e OPG, reforga a possibilidade de que
essas variantes genéticas influenciam diretamente no processo de reabsor¢do 0ssea que ocorre

na periodontite através do eixo RANK/RANKL/OPG.
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8 CONCLUSAO GERAL

Este estudo identificou diversas variantes genéticas nos genes RANK, RANKL e OPG
com variadas frequéncias, associadas a variados desfechos em outras populacgdes e que tiveram
seus alelos associados as populagdes pseudoancestrais da populacdo brasileira como
marcadores de ancestralidade. Além disso, 40 variantes nesses genes estdo associadas a
periodontite. Sugere-se que sejam realizados mais estudos, a fim de elucidar os mecanismos

moleculares subjacentes a essas associagdes.
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