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RESUMO

CARVALHO, Flavia Martinez de. Mapeamento Genetico do locus 1q 24.2 - 1q 31.3
em familias segregando periodontite agressiva. 2009. 105f. Tese (Doutorado em
Odontologia) — Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 20009.

Um estudo sugere que o fendtipo da periodontite agressiva localizada esté ligado a
regido 1g25. O objetivo do presente estudo foi aperfeicoar 0 mapeamento genético da
periodontite agressiva na regido cromossdmica supracitada em familias clinicamente bem
caracterizadas segregando a doenca. A hipGtese deste estudo é que variagbes genéticas
localizadas no cromossomo 1 entre as regides 1q 24.2 e 1q 31.3 contribuem para 0
fendtipo da periodontite agressiva. Como objetivos especificos, determinamos o modo de
heranca da periodontite agressiva atraves de andlise de segregacdo, e verificamos a
existéncia de ligacdo e/ou associacdo entre a regido 1q 24.2-1q 31.3 e a periodontite
agressiva. A analise de segregacédo foi executada no programa SEGREG do pacote SAGE
versdo 5.4.2 com base nos dados dos pedigrees das primeiras 74 familias recrutadas neste
estudo, totalizando 475 individuos (média de 6.4 individuos por familia) de origem
geogréfica similar. Assumiu-se a heranca Mendeliana como um locus autossémico com 2
alelos A e B, onde o alelo A estava associado ao fendtipo relevante. Cinco modos de
transmissdo (ndo homogéneo, Mendeliano homogéneo, homogéneo geral, semigeral,
heterogéneo geral) foram testados assumindo que a prevaléncia da periodontite agressiva é
de 1% sob o Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram coletadas amostras de saliva de 54 das
74 familias recrutadas, totalizando 371 amostras de saliva para a extracdo do DNA
genémico. 21 polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) foram selecionados dentro
da regido proposta e analisados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Os genotipos
foram obtidos pelo método TagMan. A analise ndo paramétrica de ligacdo familial foi
executada com o Programa Merlin. As detec¢bes de transmissdo (associacdo) foram
executadas com os programas FBAT e PLINK. O modo de heranga mais adequado para
cada teste de susceptibilidade dos alelos executado foi 0 modelo semigeral (p=0,31). Este
modelo de transmissdo sugere que os alelos de risco para a periodontite agressiva sao
transmitidos pelos pais heterozigotos, fornecendo suporte para a hipdtese que variantes
genéticas exercem um papel importante na patogénese da periodontite agressiva e que
poucos loci com efeitos relativamente pequenos contribuem para a doenga, independente
da interacdo com fatores ambientais. Os resultados mostram uma associacao
estatisticamente significante entre os SNPs rs1935881 (G>A) e rs1342913 (A>G)
localizados no gene FAMS5C e a periodontite agressiva (p=0,03). O sequenciamento das
regides codificantes de FAM5C ndo apresentaram mutacdo, mas foram encontradas duas
mutacbes em introns do gene FAMS5C préximas aos SNPs rs57694932 (A>G) e
rs10494634 (A>T). Estas variantes ndo estdo associadas a periodontite agressiva nesta
populacdo. Por outro lado, o hapldtipo rs1935881-rs1342913 esta associado a periodontite
agressiva (p=0,009). Os resultados deste estudo suportam a hipétese de que o gene
FAMS5C contido na regido 1q 24.2 a 1q 31.3 contribui para a etiopatogenia da periodontite
agressiva e, portanto, pode ser sugerido como gene candidato.

Palavras-chave: Periodontite agressiva. Mapeamento genético. Andlise de segregacéo.
Polimorfismos genéticos. Estudo de ligagéo e associacao.



ABSTRACT

It has been suggested that the localized aggressive periodontitis phenotype is
linked to the region 1925. The aim of this study was to fine map the chromosome interval
suggested as containing a localized aggressive periodontitis locus in clinically well
characterized group of families segregating aggressive periodontitis. The hypothesis of
this study is that genetic variation located between 1g24.2 to 1g31.3 contributes to the
phenotype of aggressive periodontitis. As specific aims, we evaluated the inheritance
mode of aggressive periodontitis performing segregation analysis and, we tested the
presence of linkage and or association between the target region of chromosome 1 and
aggressive periodontitis. Segregation analysis was performed in pedigree data from the
first 74 families, comprised of 475 individuals (average of 6.4 individuals per family) with
similar geographic origin by the use of the SEGREG program of SAGE v.5.4.2.
Mendelian inheritance was assumed to be through an autosomal locus with two alleles A
and B, where the A allele was associated with the relevant phenotype. Five inheritance
modes (homogeneous no transmission, homogeneous Mendelian transmission,
homogeneous general transmission, semi-general transmission, heterogeneous general
transmission) were tested assuming the prevalence of aggressive periodontitis as 1% and
no deviations from Hardy-Weinberg equilibrium. Saliva samples were collected from 54
families, 371 individuals and DNA was extracted from this biological material. Twenty-
one single nucleotide polymorphisms (SNPs) were selected and analyzed by standard
polymerase chain reaction. The genotypes were obtained by the TagMan method. The
non-parametric analysis of familial linkage was performed with Merlin software. Analyses
of transmission detection (association) were performed by FBAT and PLINK programs.
The most parsimonious mode of inheritance in each susceptibility type tested was the
semi-general transmission mode (p=0,31). This mode suggests an excess of risk alleles
being transmitted from heterozygous parents. This result provides strong support for the
hypothesis that genetic factors play a role in aggressive periodontitis and that a few loci,
each with relatively small effects, contribute to aggressive periodontitis, with or without
interaction with environmental factors. We found a statistically significant association
between the SNPs rs1935881 (G>A) and rs1342913 (A>G) in the FAM5C gene and
aggressive periodontitis (p=0.03). Sequence analysis of FAM5C coding regions did not
disclose any mutations, but two variants in intronic regions of FAM5C gene: rs57694932
(A>G) and rs10494634 (A>T) were found. The two variants are not associated with
aggressive periodontitis in this population. A stronger association could has seen between
aggressive periodontitis and the haplotypes rs1935881-rs1342913 (p=0.009). This study
supports the hypothesis that FAM5C gene might contribute to aggressive periodontitis and
then, could be suggested as a candidate gene.

Keywords: Aggressive periodontitis. Genetics mapping. Segregation analysis. Genetics
polymorphisms. Linkage and association study.
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INTRODUCAO

O termo periodontite ¢ usado para descrever um grupo de doengas cronicas
infecciosas multifatoriais caracterizado pela destruicdo progressiva das estruturas de
suporte dos dentes. Enquanto aspectos da microflora patogénica e fatores de risco
comportamentais e ambientais estdo envolvidos na etiopatogenia da doenga e bem
relatados na literatura’, evidéncias sugerem também um componente genético atuando na
etiologia da periodontite? e interferindo no acometimento precoce, severidade e no risco
individual em desenvolver a doenca®.

Estudos epidemiolégicos mostram que o risco a periodontite ndo € igual em todos
os individuos. Lée, Anerud, Boysen e Morrison* observaram, em um grupo de plantadores
de cha do SriLanka com pobre higiene oral e sem acesso a tratamento dentario, que apenas
alguns individuos desenvolveram a forma severa da doenga enquanto outros
permaneceram com a forma branda ou ndo desenvolveram a periodontite. Esta variacao na
expressdo da periodontite pode ser explicada por diferencas nos niveis individuais de
susceptibilidade a doenca. Uma vez que a susceptibilidade do hospedeiro a doenca pode
ser definida em termos de variagcdes genéticas, o foco atual de grande parte dos estudos em
periodontia tem sido a identificacdo de genes polimorficos envolvidos com a doenga como
uma tentativa de, futuramente, melhorar a avaliacdo de risco individual a periodontite.

A evidéncia de susceptibilidade genética a periodontite tem como origem estudos
em gémeos™?®, estudos de ligagdo’ e analises de segregacdo em familias com periodontite
agressiva®® e estudos de associacdo entre polimorfismos em genes candidatos e a

periodontite’®**

. Atualmente, um numero expressivo de estudos sobre a genética na
periodontite nos mostra que a presenca de fatores de risco genéticos aumenta diretamente
a probabilidade de desenvolvimento da periodontite e, a auséncia destes fatores, reduz esta
probabilidade®?.

As periodontites podem ser classificadas em periodontite crénica e periodontite
agressiva (PA). A periodontite cronica, anteriormente chamada de periodontite do adulto,
apresenta evolucdo lenta e atinge cerca de 30% da populacio adulta norte-americana®®. A
PA é uma forma mais rara da doenca com progressao acelerada da doenca em individuos
mais jovens'®. Os individuos acometidos por PA apresentam quantidade de placa
bacteriana e célculo aderidos sobre as superficies dentérias inconsistentes com a grande

destruicdo periodontal, elevada propor¢do dos microrganismos Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans (Aa) e Porphyromonas gingivalis (Pg), defeitos funcionais dos
neutréfilos e hiperreatividade de macréfagos™. Segundo a classificagdo atual da Academia
Americana de Periodontia (AAP), o termo PA inclui as antigas nomenclaturas designadas
a doenga, como: periodontite de inicio precoce, periodontite juvenil e periodontite de
progressdo réapida'®. A PA pode ser clinicamente diagnosticada e subdividida em
localizada e generalizada. A forma localizada tem inicio na puberdade, apresenta intensa
resposta de anticorpos aos microrganismos e a destruicdo Gssea limita-se aos primeiros
molares e/ou incisivos com perda 6ssea vertical interproximal em pelo menos dois dentes
permanentes, sendo pelo menos um deles primeiro molar. Ja a forma generalizada se
estabelece anteriormente aos 35 anos de idade; os individuos acometidos apresentam uma
fraca resposta de anticorpos aos agentes agressores, destruicdo 0ssea acentuada e perda de
insercdo interproximal em pelo menos trés dentes permanentes aléem dos primeiros
molares e incisivos™. Um estudo longitudinal de 6 anos de acompanhamento mostrou que
35% dos casos de PA localizada parecem progredir para a forma generalizada da doenga.
Estes resultados sugerem que a principal diferenca entre as formas localizada e
generalizada da PA estd no niumero e tipo de dentes acometidos ja que ambas progridem
de forma similar'’.

A prevaléncia da PA varia entre diferentes etnias e paises™. Estima-se que esta
variagdo seja entre 0,1% e 15% entre Caucasianos, Hispanicos e Afro-Americanos***%2°,
Em paises industrializados varia de 0,1% a 0,3%, podendo chegar a 2% em outros
paises?. Os dados disponiveis na populacio brasileira indicam uma prevaléncia de 0,3% a

3,66%°2%. Também foi relatada a existéncia de agregacao familial***® e geografica®*" .

30-33 34-35

Estudos populacionais caso-controle e estudos em familias sugerem que, 0S
polimorfismos genéticos em diferentes genes, parecem exercer uma forte influéncia na
suscetibilidade a PA. Estes dados, em conjunto com a baixa média de idade dos individuos
afetados, sugerem uma forte influéncia genética nesta condicao.

Embora seja evidente que a PA é uma desordem genética rara, poucos estudos de
ligacdo tém sido desenvolvidos para identificar um locus associado com a doenca e
nenhuma variante genética tem sido confirmada em diferentes grupos populacionais como
responsavel por esse fenétipo’. Genes candidatos para periodontite agressiva tem sido
investigados utilizando-se diferentes abordagens e ferramentas de bioinformatica e

%3¢ porém os resultados até o momento sd0 muito

sugeridos como associados a doenca
diversos e conflitantes. A melhor evidéncia vem de um estudo genético de ligacdo em

familias exibindo o fendtipo da periodontite agressiva localizada, o qual indicou ligacéo
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entre o fendtipo e o marcador D1S492 localizado no cromossomo 1q 31.17. A anélise dos
haplotipos deste intervalo no braco longo do cromossomo 1 associado ao marcador
supracitado, indicou a existéncia de um locus de susceptibilidade para a periodontite
agressiva localizada de aproximadamente 26 milhdes de pares de base entre os marcadores
genéticos D1S196 e D1S533. Essa regido do cromossomo 1 abrange 1q 24.2 e 1q 31.3.
Sendo assim, o objetivo principal dessa tese foi aperfeicoar o mapeamento genético da
periodontite agressiva nesta regido em familias clinicamente bem caracterizadas

segregando a periodontite agressiva.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Conceitos importantes em genética

O genoma humano é formado por mais de 3 bilhdes de pares de bases nitrogenadas
(Adenina, Timina, Citosina, Guanina) organizadas em 22 pares de Cromossomos
autossomos e 1 par de cromossomos sexuais (XX para mulheres e XY para homens). O
cddigo genético humano esta contido nas sequéncias de nucleotideos que compdem o
acido desoxiriboncléico (DNA). Um nucleotideo € composto por 3 partes: uma base
nitrogenada (Purinas — adenina e guanina ou Pirimidinas — timina e citosina), um agucar
tipo pentose e um grupo fosfato®’.

Os genes sdo sequéncias de nucleotideos no DNA e consistem de duas partes: uma
regido promotora e uma regido codificante. A maioria dos genes € interrompida por uma
ou mais regides ndo-codificantes (introns). Os introns estdo alternados com éxons, 0s
segmentos dos genes que, determinam a sequéncia de aminoacidos da proteina, bem como
determinam as sequéncias flanqueadas que contém regies ndo-traduzidas 5°¢ 3°*". O gene
¢ a unidade fundamental da hereditariedade, um segmento de cromossomo que
corresponde a um cddigo unico com informacao especifica da sequéncia de aminoacidos
para produzir as proteinas correspondentes. Atualmente, o projeto genoma humano estima
a existéncia de 25.000 a 35.000 genes™®.

A composicdo genética de um organismo é chamada de gendtipo e, o conjunto de
caracteristicas ou tracos determinado por interacGes entre o gendtipo e 0 meio ambiente €
chamado de fenotipo. O fenotipo é qualquer caracteristica ou trago observavel de um
gendtipo: morfologia, desenvolvimento, bioquimica, propriedades fisiologicas ou
comportamentais. As doengas podem ser controladas por um Gnico gene (monogénicas),
por poucos genes (oligogénicas) ou por muitos genes sofrendo interacbes ambientais
variaveis (poligénicas)®’. O termo doenca multifatorial complexa é utilizado para
descrever condi¢bes como a periodontite, hipertensdo, doenca de Alzheimer e obesidade
entre outras, nas quais as contribuicbes de diferentes genes e as contribuicdes ambientais
sdo variaveis e ainda ndo completamente compreendidas.

Um outro grupo de definigdes importantes em genética refere-se a localizagdo

fisica das variantes genéticas, comumente referidas como mutaces. Um locus (ou varios
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loci) € uma posicdo fixada no cromossomo que deve ser ocupada por um gene ou por
varios genes. As formas variantes de um gene que podem ocupar um locus especifico séo
chamadas alelos. Os alelos podem ser comuns ou raros. O alelo tipo selvagem é um alelo
considerado comum ou normal para 0 organismo; o0 oposto ocorre com o alelo mutante ou
raro normalmente associado a modificacdes. O polimorfismo genético € a existéncia de
diferentes alelos de um gene em uma populagdo humana como resultado de mutacgdes no
DNA com uma frequéncia esperada na populagdo de pelo menos 1%*°. Aproximadamente
1 em cada 1.000 pares de bases do genoma humano diferem em um dos dois cromossomos
homologos. Estudos que comparam o genoma de Vvérios individuos dentro de uma
populacdo ou em diferentes populagfes indicam a existéncia de polimorfismos a cada
poucas centenas de pares de bases***!. Existem varios tipos de polimorfismos no genoma.
Vaérios polimorfismos séo devido a variantes decorrentes de delegdes, insercdes, transi¢coes
ou duplicacbes de um par de base a centenas ou milhares de pares de base de DNA. Os
polimorfismos podem ndo estar associados a fenotipos de doengas conhecidas ou ser
variantes raras e claramente associadas a doencas graves.

O tipo mais comum de polimorfismo genético € o polimorfismo de um unico
nucleotideo (SNP). E uma forma variante de um par de base da sequéncia de DNA que
podem estar presentes nos individuos de uma populacdo dentro de um espectro
considerado biologicamente normal®, podendo ocorrer tanto em regifes codificantes
(éxons) como em regides nao codificantes (introns, regides ndo traduzidas 5’¢ 3”) ou ainda
em regides intergénicas sem fungdo conhecida. Muitos SNPs que ocorrem nos genes ndo
tem efeito na proteina codificada, enquanto um grande ndmero de SNPs tem efeitos
biolégicos importantes no produto genético. Por exemplo, se a substituicdo do nucleotideo
ocorre na regido codificadora de um gene, isto pode provocar uma substituicdo de um
aminodacido que por sua vez pode resultar em uma proteina ndo-funcional (mutacdo néo-
sinbnima) ou ndo mudar a sequéncia de aminoacidos de uma proteina (mutacdo sindbnima).
Existem 2 tipos de mutacao ndo-sindnima: a mutacdo de sentido trocado que codifica para
um aminoacido diferente e, a mutacdo sem sentido que codifica para um codon de parada,

interrompendo a proteina antes do seu término.

Os polimorfismos sdo o0s elementos chave em pesquisa genética humana. Apos a
genotipagem de uma populacao, para um ou para varios polimorfismos, é possivel calcular
as frequéncias alélicas e genotipicas e observar a diferenca das frequéncias entre 0s casos

e controles. Quando um determinado alelo ou gendtipo esta associado a doenca, estudos
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funcionais podem ser conduzidos com o objetivo de pesquisar a funcdo do polimorfismo
na patogénese da doenca. Por exemplo, a hipotese de que a forma alélica variante possa
estar associada a funcdo alterada de um gene em particular e consequentemente possa
exercer algum papel na etiologia da PA pode ser analisada através das frequéncias desses
polimorfismos em individuos afetados. Sendo assim, os polimorfismos tém sido utilizados
como marcadores para localizar genes associados a doencas em estudos genéticos
populacionais de ligacéo e associacio*2.

Existe uma diferenca importante entre a funcdo que os genes desempenham nas
doencas monogénicas (Mendelianas) e nas doencas poligénicas (multifatoriais complexas)
como a periodontite. Nas desordens monogénicas, 0s genes sao referidos como causais
porque a presenca de uma determinada mutacéo é suficiente para levar a doenga. Os genes
envolvidos em doencas complexas sdo chamados de genes susceptiveis porque 0s
individuos que os possuem ndo necessariamente desenvolverdo a doenca, precisam estar
expostos a fatores ambientais deletérios, como por exemplo: microrganismos, fumo,
higiene oral precaria. Cada gene fornece uma pequena contribuicao, um risco relativo para
0 desenvolvimento da doenca. Estes genes sdo considerados genes modificadores da
doenca®. E importante ressaltar que o niimero e o tipo de genes atuando na periodontite
ndo necessariamente sdo 0s mesmos nas formas cronica e agressiva da doenca e entre 0s
diferentes grupos étnicos. Além disso, ocorrem importantes interacdes entre 0s genes e 0S
fatores ambientais que podem alterar a fungéo do gene no desenvolvimento da doenca®®.

Muitas doencas multifatoriais complexas — infarto do miocardio, cancer,
obesidade, doenca de Alzheimer, periodontite — ocorrem em familias. A agregacao
familial pode ser explicada pelo fato de que os membros de uma mesma familia
compartilham sua informacdo genética e estdo expostos aos mesmos fatores ambientais
(interacdes gene-gene e gene-ambiente) por apresentar localizacdo geografica similar em
uma proporcdo maior do que em individuos escolhidos aleatoriamente na populacéo.
Sendo assim, os parentes de um individuo afetado (probando) possuem uma maior chance
de ter as mesmas interacdes gene-gene e gene-ambiente que levaram o probando a

desenvolver a doenca do que individuos n&o relacionados ao probando®’ .



22

1.2 Evidéncias da importancia da genética na etiopatogenia da periodontite agressiva

Existe uma variedade imensa de métodos para demonstrar a base genética de uma
doenca. Alguns métodos, considerados mais gerais, ndo permitem associacdes diretas
entre 0s genes e a doencga, enquanto outros possibilitam a identificacdo de variantes
genéticas que participam na etiopatogenia da doenca. Resultados de estudos de agregacéao
familial, estudos em gémeos, e de estudos genéticos tradicionais (analises de segregacao,
estudos de ligacdo e estudos de associacdo) sdo exemplos de analises genéticas que tem
gerado hipoteses e ligagfes importantes entre a genética e a periodontite.

A agregacdo familial de uma doenca pode sugerir a etiologia genética da condicdo.
Normalmente as familias dividem fatores ambientais e comportamentais, além dos agentes
infecciosos que também agrupam-se em familias®. Existem vérios estudos na literatura
sugerindo a agregacéo familial na periodontite agressiva®*?>*.

Os genes sdo transmitidos dos pais aos filhos de uma forma predizivel e, €
esperado que os genes segreguem-se nas familias seguindo o padrdo descrito nas Leis de
Mendel*. O método utilizado para estudar o modelo de transmissdo de um traco ou de
uma doenca em familias chama-se analise de segregacdo. Na analise de segregacéo, o
padrdo observado em uma doenca é comparado com aqueles esperados sob varios modelos
de heranca com o objetivo de selecionar o modelo de heranca mais adequado. E possivel
distinguir se a transmissao segue um padrdo mendeliano ou outro modo de transmissdo. O
poder estatistico deste método depende do nimero e da composicdo das familias, além da
heterogeneidade da doenca estudada. Este tipo de estudo ndo permite a identificacdo de
um gene especifico responsavel pela doenca®.

Ao longo das ultimas décadas, varios pesquisadores tem determinado o provavel
modo de heranca da PA através de analises de segregacdo em familias afetadas pela
doenca, analisando a estrutura dos pedigrees e a distribuicdo dos individuos exibindo o
fendtipo em questdo. A PA sugere um padrdo de heranca Mendeliano e, tanto os modos de

9,45 8,19,46-48

transmissao autossdmicos dominante®™ e autossdmico recessivo

ao sex0**? tem sido propostos. O maior estudo de anélise de segregacdo da periodontite

quanto o ligado

agressiva foi desenvolvido por Marazita, Burmeister, Gunsolley, Koertge, Lake e
Schenkein® em 104 familias de etnia Afro-Americana e Caucasiana, totalizando 631
individuos. Os autores concluiram que o modo de heranga mais adequado nestas familias

foi o autossdémico recessivo com penetrancia de 70% entre os Afro-Americanos e de 73%
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entre os Caucasianos. Como a maior parte dos estudos de analise de segregacédo relatados
acima foram realizados em Afro-Americanos, € possivel que outros modos de heranca
possam existir em diferentes populacdes™®. Todos os resultados acima descritos sustentam
a hipdtese de um gene principal atuando na etiologia da periodontite agressiva .

Por outro lado, os estudos de ligagéo e os estudos de associa¢do sdo utilizados para
mapear alelos relacionados a doenca em regides especificas do cromossomo e descobrir
como os alelos segregam-se durante a meiose. A analise de ligagdo familial é o primeiro
passo para localizar um gene especifico e baseia-se no fato que os alelos de loci proximos
tendem a segregar-se por diferentes geracdes em uma mesma familia'®. Os estudos de
ligacdo tem sido muito eficientes na identificacdo da predisposicdo genética de doencas
monogeénicas. J& em doencas multifatoriais complexas, os estudos de ligagdo nédo tem tido
muito éxito por uma série de razdes como numero insuficiente de individuos analisados,
heterogeneidade genética da doenca, assim como diferentes parametros clinicos utilizados
para a definicdo da doenga®®. Um dos fatores limitantes é o fato das doengas multifatoriais
complexas serem resultado de efeitos combinados de multiplos genes com pequeno efeito
individual®. Felizmente, a disponibilidade de novas abordagens dos estudos de associagdo
representam uma alternativa para esse problema®. Poucos estudos de ligacdo familial da
PA tem sido realizados e os resultados disponiveis sdo conflitantes. Por exemplo, a ligacdo
da PA localizada ao locus do grupo componente especifico da proteina de ligacdo da
vitamina D (Gc) no cromossomo 4 em uma populacdo americana proveniente da regido de
Brandywine®® ndo foi reproduzida em uma populacio diferente®’. A analise de ligagéo
genética em 4 familias segregando PA localizada mostrou que o marcador D1S492 no
cromossomo 1 est4 em ligacdo com o fendtipo da forma localizada da doenca’. Sendo
assim, a analise de ligacdo é capaz de identificar a localizacdo cromossémica do gene que
tenha um efeito importante no aumento da susceptibilidade a doenca na populacdo
estudada.

Os estudos de associacdo fornecem informacgdes sobre o gene ou 0S genes
pesquisados e o grau de associacdo dos mesmos com a doenca alvo. Existem dois tipos de
estudos de associacdo: estudos populacionais e estudos familiais®®. Nos estudos de
associacdo com base populacional, a frequéncia dos alelos e dos gendtipos é comparada
entre 0s casos e 0s controles. Um resultado positivo de associagdo ndo necessariamente
representa uma ligagdo bioldgica entre a doenca e um alelo. Este resultado pode ser

explicado pela interacdo entre varios componentes ambientais, causando um aumento da
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frequéncia tanto do marcador como da doenca em uma determinada populacédo; pelo perfil
étnico ndo corretamente pareado entre os casos e os controles, ou pela casualidade™.
Testes de associacdo familial utilizam o fenotipo da doenca e o gendtipo obtido a partir
dos marcadores selecionados para a analise, buscando a co-segregacdo familial deles.
Ambos os tipos de estudos de associacdo apresentados analisam se o alelo associado com
a doenca aparece mais frequentemente do que seria esperado ao acaso. Em doencas
multifatoriais complexas (periodontite), os estudos de associacdo representam um meio
alternativo para a localizacdo de genes susceptiveis, principalmente porque os estudos de
associagdo podem, algumas vezes, detectar pequenos efeitos de genes ndo detectados por

estudos de ligagdo®.

Os genes que potencialmente representam um papel na etiologia de uma alteracéo
em particular sdo denominados candidatos aquela alteracdo. A maioria dos genes
candidatos a PA foram originalmente sugeridos atraves de estudos de associacdo de
polimorfismos em diversos genes relacionados a resposta imunolégica do hospedeiro a
doenca, como por exemplo: interleucina-1 (IL-1), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10
(IL-10), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), receptor Fc gama (FcyR), antigeno
leucocitario humano (HLA), receptor de vitamina D (VDR) entre outros®®. Os SNPs
dentro de genes candidatos podem estar associados a mudancgas na expressao, estrutura e
funcédo da proteina produzida pelo gene alvo, fato que pode levar a variagdes importantes
na expressdo do fendtipo®’. Os estudos de associacdo em populacdes afetadas por PA
utilizando SNPs em genes candidatos apresentam resultados conflitantes, variando
principalmente com a etnia da populacdo analisada. Essa variacdo sugere a existéncia de
heterogeneidade genética na periodontite agressiva, informacdo consistente com o fato do
fendtipo em questdo apresentar etiologia multifatorial complexa, ou seja, resultar da
interacdo entre diversos polimorfismos genéticos e fatores ambientais®®. Analises de
polimorfismos genéticos em larga escala, em uma mesma populacdo atraves da técnica de
varredura com chips, contendo de centenas a milhares de SNPs, representa um grande
avanco dos estudos genéticos de doencas multifatoriais, mas ainda possui um custo
elevado. A alternativa para essa limitacdo é a selecdo de SNPs em regides de genes

candidatos ou em regides cromossdmicas previamente associadas ao fenétipo alvo®*.
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1.3 Alguns exemplos de estudos de genes candidatos a periodontite agressiva

A IL-1 executa um papel importante na etiopatogenia da peridontite. A
contribuicdo desta citocina para a resposta inflamatéria do hospedeiro a doenca depende
do equilibrio entre a interleucina-1 alfa (IL-1a), a interleucina-1 beta (ll-1p) ¢ o receptor
da interleucina-1 (IL-1RN). As duas primeiras sdo moléculas proinflamatéria
funcionalmente bem similares e a ultima ¢ uma molécula antiinflamatéria que compete
como receptor da IL-1a e da IL-1 B'®. O gene da IL-1, localizado no cromossomo 2
(2914), possui frequéncia elevada de polimorfismos diretamente relacionado com a super
expressdo desta familia de citocinas e com uma variedade de doencas auto-imunes e

1°%, osteoporose®™ e cancer géstrico em

inflamatdrias, como a doenca inflamatoria de Bowe
individuos com hipocloridria na presenca do H. Pylori®®. Vérios estudos associam o
aumento da susceptibilidade a PA com os polimorfismos na IL-1 p +3954%%%¢%7 Qutros
polimorfismos genéticos na IL-1, incluindo IL-1 a-889, IL-1RN, Il-10+4845 e IL-1B-511,
tem apresentado resultados de associacdo contraditorios com a PA em diferentes grupos
étnicos®®®. Um estudo recente de Fiebig, Jepsen, Loos, Scholz, Schafer, Ruhling et al.”
ndo encontrou associacdo entre 10 SNPs no gene da IL-1 e a periodontite agressiva em
uma populacdo extensa de Caucasianos do Norte Europeu. Os resultados contraditérios
dificultam conclus@es definitivas sobre a associacdo do gene da IL-1 com a PA.

A IL-4 é uma citocina antiinflamatoria com importantes funcdes moduladoras
sobre as células B e macrofagos. O gene da IL-4 localiza-se no cromossomo 5 (5931.1).
Variantes no gene da IL-4 devem aumentar a severidade da PA por subregular a producgéo
de IL-4*", mas outros estudos ndo encontraram associagéo entre polimorfismos no gene da
IL-4 e o risco a PA em diferentes grupos étnicos’"®. A interleucina-6 (IL-6) é uma
citocina sintetizada em resposta a uma variedade de estimulos inflamatoérios por células
como macrofagos e neutrofilos. Variacdes individuais na habilidade para sintetizar e
secretar a IL-6 parecem modular a predisposicdo para doencas inflamatérias como a
ateroesclerose e a artrite reumatéide’*">. Grande parte dessas variacdes individuais podem
ser explicadas por polimorfismos no gene da IL-6 que localiza-se no cromossomo 7
(7p21)"®"". Nibali, Griffiths, Donos, Parkar, D’Aiuto, Tonetti et al.** encontraram uma
associacdo entre variantes polimorficas no gene da IL-6 e 0 aumento da susceptibilidade a
PA e, recentemente publicaram uma associagdo moderada entre polimorfismos no gene da
IL-6 e a PA",
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O TNFa ¢ uma potente citocina proinflamatéria capaz de induzir destruicdo
tecidual e reabsorcdo Ossea. Muitos polimorfismos genéticos tem sido identificados na
regido promotora do gene desta citocina que localiza-se no cromossomo 6 (6p21.3)".
Kinane, Hodge, Eskdale, Ellis e Gallagher® n&o encontraram ligacdo entre um
polimorfismo no gene TNFa ¢ a PA. Vérios estudos posteriores também ndo confirmaram

8182 Havemose-Poulsen, Sorensen, Stoltze,

esta associacdo em diferentes populagcfes
Bendtzen e Holmstrup® observaram que individuos com PA apresentam concentracdes
plasmaticas elevadas de TNFa, mas ndo existe comprovagdo que permita considerar os
polimorfismos genéticos em TNFa como fatores de risco para a PA¥,

Os polimorfismos no gene VDR, localizado no cromossomo 12 (12g13.11), estéo
associados com parametros de homeostase 0ssea e com as doengas nas quais a perda 0ssea
é um sinal clinico importante'®. Uma significante associacéo foi encontrada entre variantes
polimorficas no éxon 9 (Tagl) do gene VDR e a periodontite agressiva localizada, mas a
associacdo ndo se confirmou quando os individuos com PA generalizada foram incluidos
na anlise®®. Dois estudos na populagéo chinesa também confirmaram a associacéo entre

este polimorfismo e a PA%®®’

, Mas 0s estudos existentes ndo sao suficientes para sugerir 0s
polimorfismos no gene VDR como fatores de risco para a PA. Os polimorfismos nos genes
FcyR, receptores formilpeptideo 1 (FPR1), antigenos HLA entre outros tem sido estudados

como possiveis marcadores genéticos para a susceptibilidade elevada a PA®°

, mas sem
resultados conclusivos. Recentemente, Maney, Emecen, Mills e Walters®* encontraram
associacdo entre uma variante (348T>C) em FPR1 e a PA em Afro-Americanos. Os
individuos homozigotos para esta variante (348T) possuem um risco maior de desenvolver
a PA.

Suzuki, Ji, Numabe, Muramatsu, Gomi e Kanazashi'* genotiparam 310 SNPs em
125 genes candidatos em uma populacdo de 134 casos de PA e 125 controles. Eles
obtiveram resultados estatisticamente significantes de associacdo entre a PA e varios SNPs
em multiplos genes, entre eles: GNRH, PIK3R1, DPP4, FGL2 e CALCR. Esses resultados
sugerem que determinados SNPs nesses genes sdo potenciais marcadores para a PA, mas
estudos funcionais sdo necessarios para comprovar o efeito dessas variantes polimorficas
sobre a suscetibilidade a PA.

Considerando todas as evidéncias apresentadas nesta revisdo da literatura, parece
razoavel assumir que a PA possui um componente genético importante atuando na

etiopatogenia da doenca. Entretanto, até 0 momento nenhum gene com efeito principal
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tem sido identificado nas diferentes populacGes. Esses resultados refletem a

heterogeneidade genética da doenca.



28

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Aperfeicoar o mapeamento genético da PA na regido cromoss6mica sugerida por
Li, Xu, Hasturk, Kantarci, De Palma e Van Dyke’ em familias clinicamente bem
caracterizadas segregando a doenca. A hipo6tese deste estudo € que o fendtipo da PA em
familias é derivado de uma mutagdo ou multiplas mutagées em um mesmo gene localizado
entre 1q 24.2 a 19 31.3.

2.2 Objetivos Especificos:

= determinar 0 modo de heranca da PA através de andlise de segregacao;
= verificar a existéncia de ligacdo e/ou associacdo entre a regido 1q 24.2-1q
31.3eaPA.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Populagéo estudada

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (projeto 940-CEP/HUPE) (Anexo A) e obteve licenca da
Universidade de Pittsburgh para a analise do material biolégico coletado. Os pacientes
assinaram um Termo de Consentimento antes de serem examinados.

Um total de 76 probandos portadores de periodontite agressiva foram identificados
e recrutados no Departamento de Periodontia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ) e da Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO), ambas universidades situadas
no estado do Rio de Janeiro, Brasil. Os familiares dos probandos foram posteriormente
recrutados para um exame clinico visando o diagnéstico periodontal, totalizando 487
individuos. A fim de verificar a presenca de perdas Osseas alveolares, foram realizadas
radiografias periapicais completas ou panoramicas. As seguintes informacGes foram
coletadas sob a forma de anamnese pelo mesmo examinador: idade, etnia, sexo, grau de
parentesco, habitos de fumo, medicacdes em uso e doencas sistémicas presentes. Fizeram
parte dos critérios de exclusdo antecedentes de doencas sistémicas significantes como por
exemplo: diabetes mellitus, cancer, doencas coronarianas; alem de sindromes, fumo e
gravidez.

Célculos do poder estatistico foram feitos antes do término da coleta dos dados
através do método paramétrico proposto por Ploughman e Boehenke®, utilizando-se a
estrutura das 50 primeiras familias recrutadas para o estudo. Com base na estrutura das
familias observadas, foram simuladas maltiplas replicacdes. A frequéncia da doenca na
populacio foi estabelecida como sendo de 1/1000% e 0 modo dominante de heranca com
um nivel de penetrancia de 70%°. O tamanho amostral de 50 familias nos permitiria um
poder estatistico de 96% para obter um logaritmo de Odds (LOD) maior que 3,0. Na
presenca de heterogeneidade (a=75%), 0 poder estatistico para obter o LOD de 3,0 ainda
mantém-se em 72%. Na presenca de heterogeneidade («=50%) o poder estatistico sera de
25%.
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Nos pacientes selecionados e seus familiares, foram realizados os seguintes exames
clinicos periodontais, em 6 sitios por dente, de todos os dentes presentes na boca exceto
terceiros molares, com sonda periodontal da marca HUFRIEDY modelo PCPUNC15:

= profundidade de bolsa: distéancia entre a margem gengival e a por¢do mais
apical sondavel.

= perda de insercdo clinica : distancia entre a juncdo amelo-cementéria e a
porcdo sondavel mais apical.

O nivel 6sseo alveolar foi mensurado nas radiografias panoramicas ou periapical
completa com o auxilio de um negatoscépio e uma régua milimetrada. Entende-se por
nivel ésseo alveolar, a distancia entre a juncdo amelo-cementéria e a crista 6ssea alveolar.
Se alguma restauracdo dentaria estivesse presente na linha da juncdo amelo-cementéria, a

localizacéo era entéo estimada.

3.2 Definicéo do fenotipo

O diagndstico da periodontite foi feito baseado no Sistema de Classificacdo do
Workshop Internacional realizado pela AAP em 1999 e nos Consensos da mesma época
para a classificacdo da periodontite crénica® e para a PA* com algumas modificacdes

propostas por Susin e Albandar™.

3.2.1 Definicdo dos casos de periodontite agressiva

Os casos de periodontite agressiva foram definidos como individuos com
diagndstico da doenca anterior ou até os 35 anos e com 0s seguintes parametros clinicos
e/ou radiograficos presentes:

Parametros Clinicos:

= Periodontite agressiva generalizada: 10 ou mais dentes com sitios
interproximais com perda de inser¢do clinica e profundidade de bolsa

maiores ou iguais a 4mm. Pelo menos 2 destes dentes deveriam ser
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primeiros molares apresentando perda de insercéo clinica maior ou igual a
5mm e profundidade de bolsa maior ou igual a 4mm.

Periodontite agressiva localizada: Menos de 10 dentes com sitios
interproximais com perda de insercdo clinica e profundidade de bolsa
maiores ou iguais a 4mm. Pelo menos 2 destes dentes deveriam ser
primeiros molares apresentando perda de insercéo clinica maior ou igual a
5mm e profundidade de bolsa maior ou igual a 4mm.

Periodontite agressiva incipiente: Pelo menos 2 primeiros molares
apresentando perda de insercdo clinica maior ou igual a 4mm e

profundidade de bolsa maior ou igual a 3mm.

Parametros Radiograficos:

Periodontite agressiva generalizada: 10 ou mais dentes com sitios
interproximais com nivel 6sseo alveolar maior ou igual a 4mm. Pelo menos
2 destes dentes deveriam ser primeiros molares apresentando nivel ¢sseo
alveolar maior ou igual a 5mm.

Periodontite agressiva localizada: Menos de 10 dentes com sitios
interproximais com nivel 6sseo alveolar maior ou igual a 4mm. Pelo menos
2 destes dentes deveriam ser primeiros molares apresentando nivel ¢sseo

alveolar maior ou igual a 5mm.

Todos os parametros acima apresentados (nivel de insercéo clinica, profundidade

de bolsa e nivel 6sseo alveolar) deveriam estar presentes no mesmo sitio interproximal

para este ser considerado acometido pela doenca. Caso os individuos totalmente edéntulos

reportassem perda precoce de todos os dentes anteriormente aos 35 anos, sem uma razao

Obvia presente como relato de trauma ou céries, eles foram considerados acometidos por

periodontite agressiva.

3.2.2 Definicdo dos casos de periodontite crénica

Os casos de periodontite cronica foram definidos como individuos com diagnostico

da doenca posterior aos 35 anos e com 0s seguintes parametros clinicos e/ou radiograficos

presentes:
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= Pardmetros Clinicos:
= Periodontite cronica severa: Pelo menos 2 dentes ndo adjacentes com sitios
interproximais com perda de insercdo clinica maior ou igual a 6mm e
profundidade de bolsa maior ou igual a 4mm.
= Periodontite crénica moderada: Pelo menos 2 dentes ndo adjacentes com sitios
interproximais com perda de insercdo clinica maior ou igual a 5mm e
profundidade de bolsa maior ou igual a 4mm.
= Periodontite crénica branda: Pelo menos 1 dente com sitios interproximais com
perda de insercédo clinica maior ou igual a 4mm e profundidade de bolsa maior
ou igual a 4mm.
= Parametros Radiograficos:
= Periodontite cronica severa: Pelo menos 2 dentes ndo adjacentes com nivel
0sseo alveolar maior ou igual a 6mm.
= Periodontite cronica moderada: Pelo menos 2 dentes ndo adjacentes com nivel
osseo alveolar maior ou igual a 5mm.
Periodontite cronica branda: Pelo menos 1 dente com nivel 0sseo alveolar
maior ou igual a 4mm.
Todos os parametros acima apresentados (nivel de insercéo clinica, profundidade
de bolsa e nivel 6sseo alveolar) deveriam estar presentes no mesmo sitio interproximal

para este ser considerado acometido pela doenca.

3.3 Analise de segregacao

A analise de segregacao foi executada no programa SEGREG do pacote SAGE
versao 5.4.2 de 2008 com base nos dados dos pedigrees das primeiras 74 familias
recrutadas neste estudo, totalizando 475 individuos (média de 6,4 individuos por familia).
O objetivo da andlise de segregacdo foi avaliar o modo de heranca do fenotipo da
periodontite agressiva nesta populacdo. Assumiu-se a heranca Mendeliana como um locus
autossdmico com 2 alelos A e B, onde o alelo A estava associado ao fendtipo relevante. A
probabilidade para os dados das familias foi calculada como uma funcdo dos parametros

de suceptibilidade genotipo-especifico (BAA,BAB,BBB), da frequéncia alélica (g) sob o
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Equilibrio de Hardy-Weinberg e da chance que os pais transmitissem o alelo A
(tAA,TAB,TBB)%.

Cinco modos de transmissdo (ndo homogéneo, Mendeliano homogéneo,
homogéneo geral, semigeral, heterogéneo geral) foram testados assumindo que a
prevaléncia da periodontite agressiva é de 1%% sob o Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Cada modo de heranca foi testado para 0s seguintes tipos de susceptibilidade: 2 fatores de
susceptibilidade, 2 fatores de susceptibilidade com efeito dominante ou recessivo, 3
fatores de susceptibilidade e 3 fatores de susceptibilidade com efeitos crescentes ou
decrescentes. Os parametros de cada modo de heranca foram estimados pelo método de
probabilidade méaxima, o qual fornece a probabilidade total (LN), o logaritmo de LN (-
2LN) e o indice de Akaike (AIC). O AIC é -2In+2k, onde k € o nimero de parametros
analisados. O modo de heranga com o menor AIC foi considerado o mais adequado entre
0s modos igualmente provaveis. O teste de raz&o de probabilidade (LRT) foi utilizado para
comparar cada modo de herangca com 0 modo geral de heranca (p>0,05). O modo geral de
heranca funciona com a hipotese alternativa. Em cada caso, o0 modo geral de heranca
possui a maioria dos parametros estimados considerando que o modo de heranca mais
restrito é o nulo. Portanto, em cada teste, rejeitou-se 0 modo mais restrito em favor do

modo geral se o0 p-valor fosse < 0,05 ou ndo se rejeitou 0 modo mais restrito se o p-valor

fosse > 0,05.

3.4 Coleta de material bioldgico

As amostras de saliva foram coletadas de 371 individuos distribuidos em 54
familias (média de 6,9 individuos por familia) como fonte de DNA genémico seguindo o
protocolo do fabricante do coletor de saliva ORAGENE (ORAGENE, DNA Genotek Inc,
Ontario, Canada) (Figura 1, proxima folha). Cada coletor contendo saliva foi lacrado e
mantido em refrigerador até o envio para o Departamento de Biologia Oral da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Pittsburgh (EUA), onde foram executadas as etapas
posteriores desse estudo. O fabricante recomenda manter os coletores em temperatura
ambiente de 15°C a 30°C ou congelado sob temperatura inferior a -15°C. O DNA da saliva
torna-se estavel no interior do coletor por pelo menos 1 ano, mesmo que sob temperatura

superior a 50°C. Esta estabilidade deve-se aos reagentes que inativam bactérias e nucleases
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da saliva, minimizando a hidrélise quimica da molécula de DNA (Birnboim, DNA
Genotek).

-.m
L
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Figura 1 - llustragé@o do protocolo para a coleta de saliva utilizando o coletor ORAGENE.

3.5 Extracédo do DNA

O protocolo de purificacdo do DNA a partir de 500uL. de ORAGENE/saliva da
ORAGENE (ORAGENE, DNA Genotek Inc, Ontario, Canada) foi seguido, conforme
descrito abaixo:

" misturar por inversdao o contetdo ORAGENE/saliva no coletor por alguns

segundos antes de incubé-lo em incubadora aquética a temperatura de 50° C por no

minimo 1 hora;

" transferir 500uL. de ORAGENE/saliva para um tubo de microcentrifuga

esterilizado de 1.5mL (Eppendorf). O excedente da amostra foi congelado a -20°C.

" adicionar 20uL. de ORAGENE purifier (OG-L2P, supplied) ao Eppendorf e

manter no Vortex por 5 segundos;

. incubar no gelo por 10 minutos e em seguida centrifugar em temperatura

ambiente por 5 minutos a 13,000 rpm (15,000 x g);

. transferir o sobrenadante para um novo Eppendorf, adicionar 500uL de

etanol a 95 -100%, misturar 10 vezes por inversdo e deixar a temperatura ambiente

por 10 minutos para a completa precipitacdo da molécula de DNA;

. centrifugar em temperatura ambiente por 2 minutos a 13,000 rpm (15,000 x
9);
. descartar o sobrenadante e deixar o Eppendorf aberto com o pellet em

temperatura ambiente por 30 minutos para a total evaporacao do etanol;
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. adicionar 100 pL de TE (10mM Tris-HCI + 1mM EDTA, ph 8.0) para
dissolver o pellet e manter no Vortex por 5 segundos;

" manter os tubos em temperatura ambiente por 1 dia e estocar a -20°C até a
utilizacdo do DNA nas etapas subsequentes.

3.6 Quantificacédo e diluicdo do DNA

A concentracdo do DNA foi estimada pela quantificacdo absoluta em reacdo em
cadeia da polimerase em tempo real (RT PCR) e o protocolo sugerido pela Applied
Biosystems (Foster City, CA, EUA) foi sequido, como descrito abaixo:

" quantidades de reagentes necessarios por amostra: SuL de TagMan®
Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG (Applied Biosystems, New
Jersey, EUA), 0,5 uL de 20X RnaseP Primer-Probe FAM Mix (Applied
Biosystems, New Jersey, EUA) e 2,5 uL de agua esterilizada. Esses reagentes
compdem a solucéo que sera posteriormente adicionada as amostras de DNA;
" organizar 2 puL de cada amostra de DNA a ser quantificada em placas de 96
pocos e adicionar em cada poco 8 uL da solugdo acima descrita. Os Gltimos pogos
da ultima coluna da placa de 96 receberam 2 uL de: agua esterelizada (controle
negativo), SKWI1STD, SKW2STD, SKW3STD e SKWS5STD (amostras de
referéncia ou controles positivos), respectivamente além dos 8 pL da solugdo
anteriormente descrita. Volume total da reagdo em cada poco igual a 10 pL;

. selar a placa com plastico adesivo e centrifugar em temperatura ambiente

por 2 minutos a 3,000 rpm;

. posicionar a placa na termocicladora em tempo real (ABlI PRISM®

7900HT, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e ajustar o programa

Sequence Detection system versdo 2.2.2 (SDS 2.2.2, Applied Biosystems, Foster

City, California, EUA) para a realizacdo da quantificacdo absoluta. O detector

utilizado para a leitura foi 0 RUNX Fam TamRa.

Esta técnica amplifica e quantifica o0 DNA simultaneamente, ou seja, detecta e
quantifica o nimero absoluto de cdpias de uma seqiiéncia especifica de DNA contida na
sonda de oligonucleotideo DNA (Taq) que emite fluorescéncia quando hibridizada com a

cadeia complementar da amostra de DNA. O protocolo segue o0s principios gerais da PCR,
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o DNA amplificado é quantificado de acordo com o produto acumulado apés cada ciclo de
amplificacdo na RT-PCR. Os dados gerados foram organizados em tabelas no Excel para a
melhor visualizagdo dos resultados.

A diluicdo do DNA concetrado em cada amostra foi realizada utilizando-se a
formula C1V1=C2V2, onde C1 deve ser a quantidade de DNA fornecida na quantificagdo
absoluta em uma concetragdo de 2ng/ uL, V1 representa o volume de DNA necessario
para a diluicdo, C2 representa a concetracdo desejada do DNA diluido e V2 representa o
volume final da diluicdo. O DNA foi diluido nas concetra¢gBes de 2ng/ puL e 20ng/ uL, o
volume final da diluicdo foi de 100 uL e o meio utilizado para a diluicdo foi a agua
esterilizada. Tanto o DNA concentrado quanto as placas de diluicdo foram estocadas em
temperatura de -20°C.

3.7 Selegéo dos polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs)

Tomando por base a regido descrita por Li, Xu, Hasturk, Kantarci, DePalma e Van
Dyke’ como apresentando um locus de susceptibilidade para a periodontite agressiva
localizada, 14 SNPs (Quadro 1, proxima folha) foram inicialmente selecionados a partir
dos dados do Projeto Interncional HAPMAP® e da base de dados da Universidade de
Santa Cruz da Califérnia (UCSC) Genome Bioinformatics®™, e visualizados através do
programa Haploview®. Levou-se em consideracdo a distribuicdo dos hapldtipos e a
estrutura dos genes visando uma Gtima cobertura da regido a ser estudada, um menor
namero de SNPs e os SNPs mais informativos que se classificassem, de preferéncia,
como: potencialmente funcionais por alterarem a seqiiéncia de aminoécidos da proteina
final, por ocorrerem proximo a regido promotora do gene e potencialmente influenciarem

a expressdo génica, ou ainda que demonstrassem alterar a funcéo ou expressdo do gene.



SNP Posicéo Gene Regido | Troca de Bases
rs366839 187,825,289 AIG
rs463228 187,828,998 AIG
rs2208921 | 187,947,000 AIG
rs12132519 | 187,997,671 AIG
rs1935885 | 188,314,448 AIG
rs10800889 | 188,341,501 | FAM5C ~ | intron AIG
rs1342913 | 188,387,648 | FAM5C ~ | intron AIG
rs4633293 | 188,461,532 | FAM5C ~ | intron AIG
rs12140456 | 188,479,488 | FAM5C ~ | intron CIG
rs1377924 | 189,425,718 CIG
rs2061018 | 189,429,170 AT
rs7526348 | 190,390,334 AIG
rs1175111 | 190,472,655 AIG
rs1175152 | 190,479,859 AIG
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* membro C da familia com sequéncia de similaridade 5 (FAM5C),. Adaptado
de UCSC Genome Bioinformatics®®

Quadro 1 - SNPs, posi¢do no cromossomo, regiao no gene e troca
de bases dos polimorfismos inicialmente selecionados.

O programa Haploview®® ligado ao HapMap gerou os gréficos de desequilibrio de
ligacdo entre os SNPs selecionados com o objetivo de visualizar a distribuicdo dos SNPs
ao longo da éarea alvo e, desta forma, selecionar os SNPs mais representativos na regiao e
que ndo estivessem em desequilibrio de ligacdo entre si. Essa informacéo foi gerada com
base nas populagdes do HapMap. Devido aos dados disponiveis serem derivados de
populacdes de ndo-brasileiros, os genotipos gerados no nosso estudo servirdo para uma
primeira analise dos hapldtipos na nossa populacéo, o que, certamente, beneficiara futuros

estudos.

3.8 Genotipagem

As amostras de DNA com concetracdo equivalente a 2ng/uL foram amplificadas

através da PCR®

em uma termocicladora PTC-225 Tetrad (Peltier Thermal Cycler). Apos
a amplificacdo inicial, os gendtipos foram obtidos pelo método TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA)' realizado em volume total de 3pL/reacdo contendo
1 pL de DNA, 1,5uL de TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG
EUA), 0.075uL de probe TagMan (Applied

(Applied Biosystems, New Jersey,
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Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0,425uL de agua estéril em uma termocicladora em
tempo real (ABI PRISM® 7900HT, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) (Figura

2).
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Figura 2 - Resultados obtidos pelo método Tagman'® para o

marcador rs1175111.
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3.9 Anélise do desequilibrio de ligacéo

O padrao de desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos testados foi calculado
utilizando-se o programa Graphical Overview of Linkage Disequilibrium (GOLD). Este
experimento tem a funcdo de obter dados descritivos de desequilibrio de ligacdo entre os
marcadores ou SNPs selecionados com a idéia de facilitar a interpretacdo dos resultados
dos estudos de associacdo. Esse programa gera um grafico de desequilibrio de ligacdo
tendo como base 0s gendtipos da populagdo estudada obtidos na genotipagem dos
polimorfismos acima descritos para o coeficiente de desequilibrio padronizado de

Lewontin (D) e para o coeficiente de correlacdo (r?)'®.

3.10 Analise de ligacéo familial

A analise de ligacdo familial ndo paramétrica foi executada pelo programa

Merlint03-104

com base nos gendtipos gerados pelos 14 primeiros SNPs selecionados assim
como na localizacdo fisica dos SNPs ao longo do cromossomo 1 (Quadro 1, na folha 36).
O programa Rutgers Map Interpolator’® foi utilizado para a conversdo da posicéo fisica
dos SNPs (pares de base) em posicédo de ligacdo (centiMorgan, cM). O centiMorgan (cM)
é a unidade de frequéncia recombinante para mensurar a distancia entre 0os marcadores
dentro do cromossomo e estimar a ligacdo genética entre eles. O objetivo da analise de
ligacdo familial é seguir a heranca de um traco ou doenca através das geracdes, buscando a
tranmissdo consistente, através de marcadores polimorficos, de uma regido cromossdmica

especifica abrigando alelos doentes.
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3.11 Associacéo e anélise dos haplotipos

Os alelos de cada SNP e os haplotipos, dados obtidos na genotipagem, foram
testados para associacdo com a periodontite agressiva com o uso do programa Family
Based Association Test (FBAT)'*%". A versdo 1.05 do programa PLINK'®® também foi
utilizado para os testes de associacdo. Nestas analises, os individuos foram considerados
afetados ou ndo afetados para a periodontite agressiva. A associacdo foi considerada
significante para p-valores menores ou iguais a 0,05 (p<0,05).

Os resultados iniciais do FBAT indicaram uma associagcdo entre a periodontite
agressiva e 0 SNP rs1342913 (p=0,03) localizado na regido 1q 31.1, no intron entre os
éxons 6 e 7 do gene FAM5C, motivo que levou a selecdo de mais 7 SNPs dentro do gene
FAM5C. Os mesmos parametros abordados no topico 3.7 foram utilizados para a escolha

dos novos SNPs (Quadro 2, abaixo, e Figura 3, proxima folha).

SNP Posicéo Gene Regido Troca de Bases
rs1935881 | 188,333,009 | FAM5C ~ 3 G/A
rs35296429 | 188,333,533 | FAM5C ~ 3 -IA
rs1053081 | 188,333,608 | FAM5C 3 AlG
rs35481069 | 188,334,216 | FAM5C éxon GIT
rs34739035 | 188,334,578 | FAM5C éxon GIT
rs34098782 | 188,334,831 | FAM5C éxon CIT
rs61818811 | 188,713,220 | FAM5C 5' A/C

* FAM5C, membro C da familia com sequéncia de similaridade 5. Adaptado de UCSC
Genome Bioinformatics®.

Quadro 2 - Novos SNPs, posi¢cdo no cromossomo, regido no gene e troca
de bases dos polimorfismos inicialmente selecionados.

Os novos SNPs foram genotipados conforme descrito no topico 3.8. Os dados
gerados na genotipagem foram incluidos na andlise de associacdo do FBAT, conforme

descrito acima neste topico.
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FANGC: Family With sequence sinilarity 5

*A seta indica a regido do gene FAM5C, ampliada na parte inferior da figura. Os polimorfismos estudados
em FAMSC estéo situados na posi¢do especifica do segmento do cromossomo que ocupam (rs1935881,
rs35296429, rs1053081, rs35481069, rs34739035, rs34098782, rs10800889, rs1342913, rs4633293,
rs12140456, rs61818811) e indicados pelos pontos pretos. Os triangulos pretos delimitam os SNPs mais
proximos dentro dessa mesma regido. A relacdo entre dois polimorfismos é representada pela intersec¢éo
entre dois quadrados e pode apresentar cores (ou intensidade de cor) variadas baseada no valor obtido para a
relagdo. Vermelho indica D’=1 ¢ LOD< 2. Tons de vermelho/rosa indicam D’<1 ¢ LOD >2. Branco indica
D’<1eLOD<2.

Figura 3 - Gréafico de desequilibrio de ligacdo ilustrando a regido dos SNPs selecionados
no cromossomo 1.
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3.12 Experimentos de bioinformaética

Os resultados preliminares do FBAT indicaram uma associagdo entre a
periodontite agressiva e 2 marcadores (SNPs) na regido do gene FAM5C. Sendo assim,

utilizamos um programa chamado ENDEAVOUR'?®

que executa a priorizacdo dos genes
candidatos da regido selecionada baseado em genes ja descritos na literatura como
associados a doenca em questdo. Seleciona-se a regido cromossdmica de interesse,
fornece-se a lista de genes associados com a periodontite em humanos e o programa faz
uma busca em varias bases de dados a fim de construir um modelo com informacGes
funcionais, interagcdes entre proteinas e dados sobre expressdo e regulacdo génica. Este
modelo estabelece scores aos genes presentes na regido e cria um rank dos genes com
potencial de envolvimento com a doenga.

Primeiramente, selecionamos a regido do cromossomo 1 (165,770,752-
192,424,848 pares de base) descrita por Li, Xu, Hasturk, Kantarci, DePalma e VVan Dyke’
como associada ao fenotipo da periodontite agressiva localizada e fornecemos uma lista de
10 genes descritos por Covani, Marconcini, Giacomelli, Sivozhelevov, Barone e Nicolini®
como apresentando evidéncia de envolvimento com a periodontite em humanos (Quadro
3). Em seguida, limitamos a regido dos SNPs selecionados neste estudo (187,825,289-

190,479,859 pares de base), mantendo como parametro a mesma lista de genes.

Gene Nome Oficial

TNF Fator de necrose tumoral

IL4R Receptor de interleucina 4

IL6 Interleucina 6 (interferon, beta 2)

IL6R Receptor da IL6

IL6ST Transdutor de sinalizacdo da IL6 (gp130, receptor M
da oncostatina)

TRAF2 Receptor TNF associado ao fator 2

SRC V-src sarcoma (Schimidt-Ruppin A-2) homdlogo ao
oncogene viral (avian)

PIK3RI Fosfonositideo 3 quinase, subunidade regulatéria 1
(alfa)

RELA Oncogene reticuloendoteliose viral homologo A

IKBKB Inibidor do gene polipepideo k light em células B,
quinase beta

Quadro 3 - Lista dos genes candidatos a periodontite descritos por Covani, Marconcini,
Giacomelli, Sivozhelevov, Barone e Nicolini®.
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Outro experimento de bioinforméatica realizado nos SNPs associados a
periodontite agressiva neste estudo e, localizados no gene FAM5C, foi a analise de
possiveis alteracfes de fatores de transcrigdo nos sitios de ligacdo do gene quando ocorre
a alteracdo do nucleotideo no SNP, ou seja, quando ocorre a mudanca do alelo comum
para o alelo raro. Esse experimento foi realizado através do programa TRANSFAC®
7.0"° inserindo-se a seqiiéncia dos nucleotideos de cada SNP individualmente. A
alteracdo nos sitios de ligacdo pode resultar na mudanca da sequéncia de aminoacidos e
alteracdo funcional da proteina final.

Por altimo, fizemos a comparacéo entre as sequéncias de nucleotideos dos 2 SNPs
associados com a PA neste estudo (rs1342913, p=0,03; rs1935881, p=0,03) e as
sequéncias de nucleotideos de diferentes espécies de seres vivos. Para isso utilizamos a
fungdo Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) do National Center for

Biotechnology Information (NCBI) ™.

3.13 Sequenciamento dos éxons do gene FAM5C

Visto que os resultados do FBAT indicaram uma associacdo entre a periodontite
agressiva e 0s SNPs rs1342913 A/G (p=0,03) e rs1935881 G/A (p=0,03) localizados,
respectivamente, no intron da regido 1g31.1 entre 0s éxons 6 ¢ 7 e em 3°do gene FAMS5C,
decidiu-se fazer o sequenciamento dos éxons do gene FAMS5C nos individuos com
haplotipo homozigoto para o alelo mais transmitido de cada um dos dois marcadores
(SNPs) associados com a PA nesta populacdo e que ndo tivessem nenhum grau de
parentesco entre eles. Dessa forma, foram selecionados 9 individuos afetados pela
periodontite agressiva e 2 individuos sadios (controles), além de uma amostra de um
individuo caucasiano sadio (controle) do Centro de Estudos do Polimorfismo Humano
(CEPH, Paris, Franca), total de 12 amostras.

O objetivo do sequenciamento do gene FAMSC foi buscar mutacbes nas
sequéncias que, normalmente, codificam a proteina final (éxons) dos individuos que
possuem o hapl6tipo associado com a periodontite agressiva nesta populacdo. A hipétese é
que esse hapldtipo nos pacientes afetados pela periodontite agressiva pode “carregar” a

mutacdo ou mutacoes de risco para a doenca.
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As sequéncias dos nucleotideos dos éxons de FAM5C foram obtidas na base de

31 utilizado

dados do Ensembl Genome Browser''? e tranferidas para o programa Primer
para desenhar os primers representativos de cada éxon (Quadro 4, préxima folha). O gene
FAMS5C possui 8 éxons. O ultimo éxon, por ser muito extenso, foi subdividido em 6 partes
a fim de construir primers com produtos variando de 200 a 500 pares de bases (Figura 4).
Desta forma, obtivemos 13 pares de primers. Foram utilizados os primers da IDT
(Integrated DNA Technologies, Inc, EUA) para amplificar a regido dos éxons de FAM5C
das amostras de DNA através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), como explicado a

seguir neste topico.

19311

ﬁ
FAMSC

*Representacdo do cromossomo 1 (topo). No meio, o gréfico de desequilibrio de ligacdo da regido 1931
incluindo o gene FAM5C. Abaixo, a representacdo esquematica do gene FAMS5C: as caixas representam os
éxons, as linhas conectando as caixas sdo 0s introns. As caixas azuis representam as regides nao traduzidas e
as caixas vermelhas as regides codificantes. A seta horizontal indica a direcéo do gene.

Figura 4 - Representacdo esquematica do gene FAM5C e sua localizacdo no genoma.
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EXON SENTIDO DO PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER CONDICOES DA PCR
0, F n
Forward 5- ATTCTGCTTTCTTGCCTTGG -3' 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
1 (194°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5' -AATGAAATACTTCAACAAAACAGAGC -3' por 7 minutos
Forward . , 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
) 5'-GCCACCTCAACACCTTAACTG -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- ATTGCTTTCCCTTTGCTTCA-3' por 7 minutos
Forward . , 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
3 5'-GACCCCAGCTACCAAGTGAA -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5'- GGCACAAATAGGTTCAAAGAGC -3' por 7 minutos
Forward , . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
4 5'- AGACCTTTCCACCTGCAGATAA -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- TGATAATTTTAGCGTAAACTCATTCTT -3' por 7 minutos
Forward , . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
5 5'- CAGTGAACCAAAAGGACATTG -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- TGGAAAAGAAATCACGACTGG -3' por 7 minutos
Forward . . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
6 5-TGTTAATTTCTTTGTTTGTTCTTCAA -3 ( 94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5'- AAAAAGGACAAATTAGCCATTTCAA -3' por 7 minutos
Forward . . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
; 5'- AGTGTTGAATTTTGACATTTTTCAG -3 ( 94°C por 30 seg, 60°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- CTCACTTTTTCGGCAATAAACTT-3' por 7 minutos
Forward , . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
8(1) 5-TGTAGATTCGTTCTGTTTTGTATTTC -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- TGGACTCGGCGAACTTCAG -3' por 7 minutos
Forward . . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
82) 5'- ACACCGGCTACATGCTCAG -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- CAAATCTGTAAAGAGAGACCCAAA -3' por 7 minutos
Forward . . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
803) 5'-CAAGTCAAGTCTGGTCCATATGAT -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- GGACCATTGGACTTGATGC -3' por 7 minutos
Forward , . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
8(2) 5-TTTTGAGACAGTACACATCTACCTGA -3 (94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- GACCAGGTGGGGAGAGTTTA-3' por 7 minutos
Forward . . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
8(5) 5'- TGCAGCTGGACTACCCCTAT-3 ( 94°C por 30 seg, 59°C por 30
seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5- CATGTGTGTAAATTGCCATCC-3' por 7 minutos
Forward , . 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
8(6 5'- AGCACAACCCAAAATCTTGAA -3 (94OC por 30 seg, 59°C por 30
©) seg e 72°C por 30 seg), 72°C
Reverse 5'- AAGGAATCCCACAGCATTTC -3' por 7 minutos

* “forward” e “reverse” representam o sentido do primer.

Quadro 4 - Primers utilizados no sequenciamento dos éxons do gene FAM5C.
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Os primers liofilizados foram diluidos em agua esterelizada para a concentracao de
20uM. As reagoes de PCR foram otimizadas para os primers e as amostras de DNA com
concetragdo equivalente a 20ng/uL puderam, entdo, ser amplificadas atraves da reacdo em
cadeia da polimerase. Reagentes utilizados:

" biolase Mix: 125uL de 10X Buffer contendo cloreto de magnésio, 100uL

de dNTP mix (2,5mM cada) e 393,75uL de agua esterilizada. Adicionar 6,25uL de

Taq (5U/uL) ao Biolase Mix;

" preparar a solucdo: 12,75uL de Biolase Mix, 0,4uL do primer reverse,

0,4uL do primer forward e 9,45uL de &gua esterilizada. Esta quantidade é

suficiente para uma amostra de DNA;

" distribuir 2uL de cada amostra de DNA em uma placa de 96 pocos e

adicionar 23pL da solucéo acima, volume total da reagdo 25pL;

" 0 seguinte programa de temperaturas para o PCR foi utilizado na

termocicladora: 94°C por 5 minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos + 60°C por

30 segundos + 72°C por 30 segundos; 72°C por 7 minutos.

Foram utilizados 5uL de cada amostra coradas com 1ul de Dye para a eletroforese
no gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio com o objetivo de visualizar as
bandas de DNA sobre a luz ultravioleta e confirmar se as amostras tinham sido
amplificadas. A eletroforese foi executada a 110V por 60 minutos e o padrdo de peso
molecular (ladder) de 1Kb foi utilizado como parametro para a verificacdo do peso

molecular da banda produzida (Figura 5).

i {

. 9A 10G 15A 18D 51A 52E 60A 70A 74A 14B 59H CEPH B

-

- -

*Nas extremidades da figura observamos o padrdo de peso
molecular de 1Kb e entre eles as bandas produzidas pelas
amostras de DNA utilizadas: 9A, 10G, 15A, 18D, 51A, 52E,
60A, 70A, 74A, 14B, 59H e CEPH.

Figura 5 - Foto do gel de agarose a 1%.
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Uma quota de cada amostra (1uL) com 0,2uLde cada primer e 4,84uL de &gua
esterelizada (volume total de 6pL) foi enviada, em placas de 96 pocgos, para o servico de
seqlienciamento genético da Universidade de Pittsburgh (Genomics and Proteomics Core
Laboratories) para a realizacdo do sequenciamento. Os resultados foram interpretados com
0 auxilio do programa Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation,AnnArbor, Ml, EUA).

3.14 Sequenciamento das regides conservadas do gene FAM5C

A falta de resultados do seqlienciamento dos éxons de FAM5C nos motivou a
sequenciar regides intronicas do mesmo gene que apresentassem picos de conservacdo
entre diferentes espécies de seres vivos, sob a hipdtese de que esses locais poderiam
“conservar” informagdes relevantes do gene. O objetivo foi buscar mutacOes nestas
sequéncias conservadas dos individuos que possuem o haplotipo associado com a
periodontite agressiva nesta populacao e descrito no topico anterior. A hipdtese é que esse
haplotipo nos pacientes afetados pela periodontite agressiva pode “carregar” a mutagao
para a doenca. Utilizamos a base de dados UCSC Genome Bioinformatics® com a
finalidade de visualizar e localizar os picos de conservacdo nos introns do gene FAM5C
(Figura 6). As sequéncias de nucleotideos dos SNPs mais proximos a esses picos de

conservacao foram utilizados na construcao dos primers.

chrl: 18535 a008] 155408688 15545008 6] 1a8568088] 15555 ana] 153608888 1356500680
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*As marcages (X) indicam as regides dos picos de conservacdo nos introns do gene
FAMS5C.

Figura 6 - Visualizacdo da regido do gene FAM5C na base de dados UCSC

Genome Bioinformatics®.



48

As sequéncias dos nucleotideos das regibes intronicas de FAM5C foram obtidas na
base de dados do Ensembl Genome Browser''? e tranferidas para o programa Primer3*?
para desenhar os primers representativos de cada regido conservada dentro dos introns.
Foram selecionadas 5 regibes, resultando em 5 pares de primers (Quadro 5). Foram
utilizados os primers da IDT (Integrated DNA Technologies, Inc, EUA) para amplificar as
regides de interesse das amostras de DNA através de PCR, como explicado no tdpico

anterior.

EXON PRIMER DIRECTION PRIMER SEQUENCE PCR CONDITIONS

. , 94°C por 5 minutos, 35
Forward 5-TTTGTCAAAGCGTTCCCTAT -3 ciclos ( 94°C por 30 seg,
1-2 60°C por 30 seg e 72°C
por 30 seg), 72°C por 7

minutos
Reverse

[$;]

'- GGAAACTAATCTCCTACTTCATCCTG -3'

. i 94°C por 5 minutos, 35
- AGAATTTATTATAGTTCTCTGCCATGT-3 ciclos ( 94°C por 30 seg,
1-2 60°C por 30 seg e 72°C
por 30 seg), 72°C por 7
minutos

Forward

[$;]

Reverse

[$;]

- TTTTGAACAGCATCTGAAACATT -3'

. ) 94°C por 5 minutos, 35
- AAAAAGTACCCTCAGTGCAACC -3 ciclos ( 94°C por 30 seg,

1-2 60°C por 30 seg e 72°C
por 30 seg), 72°C por 7
minutos

Forward

a1

Reverse

;]

'- GCTTAATCCTGATGAGCTTGG -3'

. . 94°C por 5 minutos, 35
- CACAAGACACAGCTGCATGA-3 ciclos ( 94°C por 30 seg,

3-4 60°C por 30 seg e 72°C
por 30 seg), 72°C por 7
minutos

Forward

;]

Reverse

;]

'-TCACAGTTGTTTGAGAATTTTACGA -3'

. i 94°C por 5 minutos, 35
-CATTGAGCCACTACCCCATAA -3 ciclos ( 94°C por 30 seg,

6-7 60°C por 30 seg e 72°C
por 30 seg), 72°C por 7
minutos

Forward

a1

Reverse 5'- TTGAGAACCCCAAAAGACTG-3'

Quadro 5 - Primers utilizados no sequenciamento das regides intrénicas conservadas do
gene FAMSC.

3.15 Analises adicionais

Foram encontradas variantes em duas das cinco regides intrénicas conservadas de
FAMS5C, conforme apresentado no tépico Resultados. Decidiu-se genotipar toda a
populacdo para os 2 SNPs relacionados a essas variantes (Quadro 6, proxima folha). Os

genotipos obtidos desses novos SNPs em FAMS5C foram analisados juntamente com os 2
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SNPs rs 1935881 e rs 1342913, anteriormente associados com o fendtipo da periodontite
agressiva nesta populacdo (p=0,03, p=0,03), com o auxilio dos programas FBAT e GOLD
com 0 objetivo de verificar associacdo entre o gendtipo e o fendtipo e desequilibrio de

ligagdo, respectivamente.

SNP Posicao Gene Regiao Troca de Bases
rs57694932 188,705,935 FAM5C intron AG
rs10494634 188,706,091 FAM5C intron AT

* FAM5C, membro C da familia com sequéncia de similaridade 5.
Adaptado de UCSC Genome Bioinformatics®™.

Quadro 6 - Novos SNPs, posi¢ao no cromossomo, regiao
no gene e troca de bases dos polimorfismos.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao da populacdo analisada

As caracteristicas clinicas, radiograficas e estrutura familiar da populacéo total
estudada encontram-se nas Tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1 - Namero de individuos por fen6tipo e género nas 76 familias com pelo menos
um afetado por periodontite agressiva (probando) e média de idade.

Caracteristicas Familiais n (%)
Afetados 151 (31%)
Probandos 76
Masculino 29
Feminino 47
Média de idade dos probandos (variacao) 30 anos (16-54 anos)
Familiares 75
Masculino 20
Feminino 55
Nao afetados 263 (54%)
Masculino 118
Feminino 145
Desconhecido 73 (15%)
Masculino 52
Feminino 21
Total 487 (100%)

Tabela 2 - Distribuicdo dos individuos com periodontite agressiva nas
familias e a variacdo de tamanho das familias.
Numero de Numero de familias  Variagdo de tamanho das
familias

afetados/familia

1 27 3-10
2 27 3-10
3 13 4-13
4 7 6-17
5 2 9-15

Total 76 3-17
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Tabela 3 - Distribui¢do das subclassificacGes da periodontite agressiva entre os probandos

e seus familiares nas 76 familias.
Numero de familias PA Incipiente PA Localizada PA generalizada
9 X X X
1 X X
7 X X
3 X X
0 X
14 X
42 X

As Tabelas 4,5 e 6 caracterizam a populacdo submetida a analise de segregacéo,

cujo resultado esta descrito no proximo topico dos resultados (4.2).

Tabela 4 - Numero de individuos por fenotipo e
género nas primeiras 74 familias submetidas a analise
de segregacdo com pelo menos um afetado por
periodontite agressiva (probando).

Fendtipo e Género

Numero de Individuos

Afetados

Masculino 55

Feminino 97
Nao Afetados

Masculino 162

Feminino 161
Total 475

Tabela 5 - Distribuicdo dos individuos com periodontite agressiva nas
familias submetidas a analise de segregacao e a variacdo de tamanho dessas

familias.
Numero de Numero de familias  Variagdo de tamanho das
familias
afetados/familia

1 26 3-10

2 26 3-10

3 13 4-13

4 7 6-17

5 2 9-15

Total 74 3-17
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Tabela 6 - Distribui¢do das subclassificacGes da periodontite agressiva entre os probandos
e seus familiares em cada uma das 74 familias submetidas a anélise de segregacao.

Numero de familias P. Agressiva P. Agressiva P. Agressiva
Incipiente Localizada generalizada
9 X X X
1 X X
6 X X
3 X X
0 X
13 X
42 X

A Figura 7 apresenta o heredograma de uma das familias avaliadas. No
heredograma utilizou-se o critério afetado ou ndo-afetado pela periodontite agressiva, visto

que esse sera o critério adotado nas analises genéticas subsequentes.

' _h®
.. 00000Le0e
O O

*Qs quadrados representam o sexo masculino e os circulos o sexo feminino. A cor preta representa 0s
portadores de periodontite agressiva e a branca os ndo afetados por periodontite agressiva. A seta indica o

primeiro individuo diagnosticado com periodontite agressiva na familia (probando). Os algarismos I, Il e 11
indicam a geracédo da familia.

Figura 7 — Exemplo de heredograma de uma das familias avaliadas.

As Tabelas 7 e 8 (préxima folha) apresentam as caracteristicas clinicas,
radiogréficas e estrutura familiar da subpopulacdo de 54 familias e 371 individuos que
tiveram amostras de saliva coletadas e que, portanto, foram genotipadas e submetidas as

analises genéticas posteriormente relatadas nesta tese.
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Tabela 7 - Numero de individuos por fen6tipo e sexo nas 54 familias com pelo menos um

afetado por periodontite agressiva (probando) e média de idade.

Caracteristicas Familiais n (%)
Afetados 116 (31,3%)
Probandos 54
Masculino 17
Feminino 37
Média de idade dos probandos (variagéo) 31,1 anos(16-40anos)
Familiares 62
Masculino 17
Feminino 45
Né&o afetados 193 (52%)
Masculino 89
Feminino 104
Desconhecido 62 (16,7%)
Masculino 35
Feminino 27
Total 371 (100%)

Tabela 8 - Distribuicdo dos individuos com periodontite agressiva nas

familias e a variacdo de tamanho das familias.

NuUmero de Numero de familias Variacdo de tamanho

das familias
afetados/familia
1 18 3-10
2 20 3-10
3 8 4-13
4 6 6-17
5 2 9-15
Total 54 3-17

4.2 Determinacédo do modo de heranca

Os resultados da analise de segregacédo estdo sumarizados na Tabela 9 (subdividida

nas folhas 54 a 58). Na Tabela 9, os modelos “Homogéneo de ndao transmissdo” ,
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“Mendeliano homogéneo”, “Homogéneo geral” e “Semigeral” sdo sempre comparados ao
modelo “Heterogéneo geral”, visto na Ultima coluna. Também considera-se que a
susceptibilidade dos alelos pode ser dominante, recessiva, decrescer de um alelo para os
outros ou aumentar de um alelo para os outros O modelo que apresentar o menor AIC e
valor de p maior que 0,05 é eleito 0 modelo de heranga mais adequado. Neste caso, 0
modelo semigeral mostrou-se sempre 0 mais adequado.

Comparado ao modelo heterogéneo geral, 0 modelo de ndo transmisséao, que indica
nenhuma contribuicdo genética a periodontite agressiva, foi rejeitado pela andlise de
segregacdo (p < 0,02 em todos os testes). Os modelos que incorporaram transmissao
homogénea ou heterogénea, ou seja, a presenca de um gene principal com possiveis efeitos
poligénicos adicionais, também ndo adequaram-se a populacdo avaliada. Estes modelos
Mendelianos foram rejeitados quando comparados ao modelo heterogéneo geral de
transmissao (p < 0,02 em todos os testes). O modo de heranga mais adequado para cada
teste de susceptibilidade dos alelos executado foi 0 modelo semigeral, principalmente
quando considerou-se 3 fatores de susceptibilidade com efeitos decrescentes (p=0,31).
Este modelo de transmisséo sugere que os alelos de risco para a periodontite agressiva sao
transmitidos pelos pais heterozigotos e que poucos loci com efeitos relativamente

pequenos contribuem para a doenga, independente da interacdo com fatores ambientais.



Tabela 9 - Pardmetros estimados e modelos de analise de segregacdo de familias com peridontite agressiva (continua).
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Modelos Homogéneo de ndo transmissdo Mendeliano Homogéneo Homogéneo geral Semigeral Heterogéneo geral
Parametros Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades
q 1 1 1 1 1
(AA) - 1 1 1 1
(AB) - 05 05 1 05
(BB) - 0 1 0 1
B(AA) 1 1 1 1 1
B(AB) 0 0 0 0 0
B(BB) 0 0 0 0 0
-2LN -222,60 -222,60 -231,49 -231,49 -237,40
LN 111,30 111,30 115,74 115,74 118,70
LRC 14,79 14,79 5,90 5,90 -

p 0,.02 0,01 0,015 0,05 -
No. parametros estimados 3 3 1 2 -
AIC -216,60 -216,60 -225,49 -225,49 -229,.40

Modelos Homogéneo de ndo transmissdo Mendeliano Homogéneo Homogéneo geral Semigeral Heterogéneo geral

Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades

Parametros dominante dominante dominante dominante dominante
q 1 1 1 1 1
(AA) - 1 1 1 1
©(AB) - 0.5 0.5 1 0.5



Tabela 9 - Pardmetros estimados e modelos de analise de segregacdo de familias com peridontite agressiva (continuacéo).
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(BB) - 0 1 0 1
B(AA) 1 1 1 1 1
B(AB) 0 0 0 0 0
B(BB) 0 0 0 0 0
-2LN -222,.60 -222,60 -231,49 -231,49 -237,40
LN 111,30 111,30 115,74 115,74 118,70
LRC 14,79 14,79 5,90 5,90 -
p 0,002 0,001 0,015 0,052 -
No. parametros estimados 3 3 1 2 -
AIC -216,60 -216,60 -225,49 -225,49 -229,40
Modelos Homogéneo de ndo transmissdo Mendeliano Homogéneo Homogéneo geral Semigeral Heterogéneo geral
Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades Com 2 susceptibilidades
Pardmetros recessivo recessivo recessivo recessivo recessivo
q 1 1 1 1 1
(AA) - 1 0,91 1 1
(AB) - 05 1 0,92 0,92
(BB) - 0 0,60 0 0
B(AA) 1 1 1 1 1
B(AB) 0 0 0 0 0
B(BB) 0 0 0 0 0




Tabela 9 - Pardmetros estimados e modelos de analise de segregacdo de familias com peridontite agressiva (continuacéo).
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-2LN -75,65 -258,76 -303,70 -332,65 -337,55

LN 37,82 129,38 151,85 166,32 168,77

LRC 261,8 78,78 33,84 4,90 -

p 0,0001 0,0001 0,0001 0,086 -

No. parametros estimados 3 3 1 2 -

AIC -69,65 -252,76 -293,70 -324,65 -329,55

Modelos Homogéneo de ndo transmissdo Mendeliano Homogéneo Homogéneo geral Semigeral Heterogéneo geral
Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades

Pardmetros

q 1 1 1 1 1

(AA) - 1 1 1 1

(AB) - 05 05 1 1

(BB) - 0 0,99 0 0

B(AA) 1 1 1 1 1

B(AB) 0 0 0 0 0

B(BB) 0 0 0 0 0

-2LN -226,49 -237,83 -244.,10 -248,98 -254,68

LN 113,24 118,91 122,05 124,49 127,34

LRC 28,19 16,85 10,58 5,70 -
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Tabela 9 - Pardmetros estimados e modelos de analise de segregacdo de familias com peridontite agressiva (continuacéo).

p 0,0001 0,0001 0,001 0,058 -

No. parametros estimados 3 3 1 2 -

AlIC -218,49 -229,83 -234,10 -240,98 -246,68

Modelos Homogéneo de ndo transmissdo Mendeliano Homogéneo Homogéneo geral Semigeral Heterogéneo geral
Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades

Parametros decrescentes decrescentes decrescentes decrescentes decrescentes

q 0 0 0 0 0

(AA) - 1 0,20 1 1

(AB) - 05 0 0 0

7(BB) - 0 0,17 0 0

B(AA) 0 0 0 0 0

B(AB) 0 0 0 0 0

B(BB) 1 1 1 1 1

-2LN -131,20 -252,53 -226,81 -336,49 -338,79

LN 65,60 126,26 113,40 168,24 169,38

LRC 207,5 86,26 111,9 2,303 -

p 0,0001 0,0001 0,0001 0,31 -
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Tabela 9 - Pardmetros estimados e modelos de analise de segregagdo de familias com peridontite agressiva (concluséo).

No. parametros estimados 3 3 1 2 -
AIC -123,20 -244.53 -214,81 -328,49 -330,79
Modelos Homogéneo de ndo transmissdo Mendeliano Homogéneo Homogéneo geral Semigeral Heterogéneo geral
Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades Com 3 susceptibilidades

Parametros crescentes crescentes crescentes crescentes crescentes

q 1 1 1 1 1

(AA) - 1 1 1 1

(AB) - 05 05 1 1

©(BB) - 0 0,42 0 0

B(AA) 1 1 1 1 1

B(AB) 0 0 0 0 0

B(BB) 0 0 0 0 0

-2LN -222,24 -591,32 -242,59 -874,01 -878,88

LN 111,12 295,66 121,29 437,00 439,44

LRC 656,6 287,5 636,2 4,87 -

p 0,0001 0,0001 0,0001 0,087 -

No. pardmetros estimados 3 3 1 2 -

AIC -214,24 -583,32 -232,59 -866,01 -870,88

g, frequéncia genética; ©(AA), 1(AB), ©1(BB), probabilidades de transmissao; B(AA), B(AB), B(BB), valor baseline para os alelos AA, AB, BB;-2LN, log probabilidade; LN,
probabilidade; LRC, critério de probabilidade; AIC, indice Akaike.
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4.3 Desequilibrio de ligacéo

A Figura 8 e Tabela 10 (préxima folha) sumarizam os resultados de desequilibrio
de ligacdo dos 14 primeiros SNPs utilizados neste estudo obtidos a partir da utilizacdo do
programa GOLD'%. Podemos observar que existem alguns SNPs em desequilibrio de

ligagdo, ou seja, transmitindo a mesma informacao genética nesta populacéo.
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*A escala de cores indica os valores de D’, sendo 1.00 (cor vermelha) indicativo de desequilibrio de ligacéo
completo e a cor azul escura (0.00) indicativa de auséncia de desequilibrio de ligacdo entre os marcadores.
Os numeros de 1 a 14 representam os marcadores (SNPs) em ordem crescente de posicdo fisica no
Cromossomo.

Figura 8 - Grafico de desequilibrio de ligacdo dos 14 primeiros SNPs selecionados.
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Tabela 10 - Resultados da andlise de desequilibrio de ligacéo.

@ @ @ @ @ @ 7} @ @ @ @ @ @ @
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1366839 _ 0.957 0.515 0.356 0.043 0.126 0.004 0.012 0.001 0 0.002 0.004 0.014 0.051
15463228 1 _ 0.466 0.316 0.040 0.147 0 0.008 0 0 0.002 0.006 0.024 0.056
152208921 1 0.93 _ 0.644 0 0.041 0.016 0.006 0.005 0.006 0.001 0.005 0.030 0.004
112132519 0.908 0.829 0.855 _ 0.019 0 0.013 0.005 0.008 0 0.005 0.008 0.058 0.023

151935885 0.242 0.233 0.02 0.167 _ 0.253 0.041 0.037 0.055 0.025 0.033 0.016 0.003 0

1510800889 0.439 0.462 0.234 0 0.719 _ 0.002 0.032 0 0.009 0.01 0.002 0.001 0

151342913 0.073 0.004 0.174 0.148 0.228 0.063 _ 0.301 0.805 0.002 0 0.02 0.107 0

154633293 0.164 0.125 0.092 0.098 0.309 0.201 1 _ 0.296 0.021 0.032 0.006 0.025 0

1512140456 0.04 0.032 0.098 0.112 0.246 0.02 0.944 0.909 _ 0 0 0.01 0.059 0
151377924 0.014 0.011 0.093 0.01 0.202 0.107 0.069 0.184 0.024 _ 1 0.076 0.056 0.068
152061018 0.059 0.068 0.029 0.079 0.233 0.102 0.034 0.207 0.007 1 _ 0.08 0.043 0.056
157526348 0.087 0.108 0.072 0.093 0171 0.053 0.187 0.079 0.138 0.276 0.283 _ 0.262 0.265
rs1175111 0.158 0.192 0.199 0.303 0.076 0.027 0.531 0.17 0.374 0.261 0.237 0.543 _ 0.679

11175152 0.334 0.333 0.067 0.209 0.022 0.005 0.021 0.005 0.016 0.266 0.236 0.547 0.949 _

*Qs valores numéricos acima da linha diagonal representam o coeficiente de correlagdo (r?) ; os valores numéricos
abaixo da linha diagonal representam o coeficiente de desequilibrio (D”). Os marcadores (SNPs) encontram-se em

ordem

crescente de posicéo fisica no cromossomo.

4.4 Analise de ligagéo familial

A Tabela 11 (a seguir) apresenta os resultados da analise de ligacdo familial
utilizando o modelo ndo paramétrico. Podemos obervar que os marcadores analisados ndo
encontram-se em ligacdo, ou seja, ndo existe transmissdo consistente dos alelos de risco
dos marcadores polimorficos dentro da regido cromossémica proposta neste estudo para
esta populacdo, levando-se em consideracdo que os valores de LOD para cada marcador

séo baixos (entre -0,01 e 0,06) comparados aos valores extremos (entre -1,64 e 7,71).
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Tabela 11 - Resultados da andlise de ligagdo familial.

Pos Z pvalor 1 delta LOD pvalor

min -4.96 1 -0.188 -1.64 1

max 9.6 0 0.707 7.71 0
rs366839  42.129 -0.17 0.6 -0.061 -0.01 0.6
rs463228  42.130 -0.17 0.6 -0.061 -0.01 0.6
rs2208921 42.168 -0.09 0.5 -0.031 0 0.5
rs12132519 42.184 -0.06 0.5 -0.021 0 0.5
rs1935885 42.284 -0.07 0.5 -0.024 0 0.5
rs10800889 42.293 -0.1 0.5 -0.033 0 0.5
rs1342913 42.307 0.28 0.4 0.085 0.02 0.4
rs4633293 42.331 0.43 0.3 0.134 0.06 0.3
rs12140456 42.337 0.43 0.3 0.134 0.06 0.3
rs1377924 42.630 0.28 0.4 0.099 0.03 0.4
rs2061018 42.632 0.43 0.3 0.151 0.06 0.3
rs7526348 42.906 0.11 0.5 0.038 0 0.4
rs1175111 42.927 0.1 0.5 0.035 0 0.5
rs1175152 42.929 0.1 0.5 0.034 0 0.5

*Q programa Merlin utiliza 0 modelo linear porposto por Kong e Cox *** para avaliar a evidéncia
de ligacdo (delta, LOD e pvalor). Este modelo é capaz de identificar pequenos variagdes na
transmissdo de alelos nas familias afetadas por tracos complexos. Pos indica a posicdo dos
marcadores em cM; Z, pvalor 1, delta, LOD séo pardmetros utilizados pelo programa Merlin na
anélise de ligacdo ndo paramétrica. A caixa cinza indica os valores extremos para cada um dos
parametros. Um valor de LOD positivo indica presenca de ligacdo, ou seja, excesso de alelos em
comum entre os individuos afetados; um valor de LOD negativo indica auséncia de ligacdo, ou seja,
a quantidade de alelos em comum entre os individuos afetados é menor do que o esperado.

4.5 Associacdo e analise dos hapldtipos

A Tabela 12 (a seguir) apresenta os resultados de associacdo entre 0s genotipos da
populacdo avaliada para os 14 primeiros SNPs selecionados. Uma associacdo foi
observada entre 0 SNP rs1342913 (p=0,03) localizado na regido 1q 31.1 correspondente
ao intron entre os éxons 6 e 7 do gene FAM5C e a periodontite agressiva. Podemos
observar que o alelo A é mais frequente nesta populacdo (f = 0,656) e também menos
transmitido nestas familias (S-E(S)= -6,200 e Z= -2,119) do que o alelo G que apresenta

valores positivos para S-E(S) e Z, porém apresenta menor frequéncia (f=0,344).
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Tabela 12 - Resultados de associa¢do entre a periodontite agressiva nas familias
avaliadas e o gen6tipo obtido a partir dos 14 primeiros SNPs selecionados na
regido de interesse (1931.1).

SNP Alelo Frequéncia S-E(9)* Var (S)* z* p-valor*
Alélica (f)*

rs366839 A 0,552 2,800 7,430 1,027 0,30
G 0,448 -2,800 7,430 -1,027 0,30

rs463228 A 0,465 -2,533 7,452 -0,928 0,35
G 0,535 2,533 7,452 0,928 0,35

rs2208921 A 0,415 1,417 6,952 0,537 0,59
G 0,585 -1,417 6,952 -0,537 0,59

rs12132519 A 0,616 0,133 6,241 -0,053 0,95
G 0,384 -0,133 6,241 0,053 0,95

rs1935885 A 0,397 0,250 4,938 0,113 0,91
G 0,603 -0,250 4,938 -0,113 0,91

rs10800889 A 0,508 2,267 5,920 0,932 0,35
G 0,492 -2,267 5,920 -0,932 0,35

rs1342913 A 0,656 -6,200 8,563 -2,119 0,03
G 0,344 6,200 8,563 2,119 0,03

rs4633293 A 0,410 2,333 9,111 0,773 0,43
G 0,590 -2,333 9,111 -0,773 0,43

rs12140456 C 0,339 2,300 9,354 0,752 0,45
G 0,661 -2,300 9,354 -0,752 0,45

rs1377924 C 0,561 0,167 10,794 0,051 0,95
G 0,439 -0,167 10,794 -0,051 0,95

rs2061018 A 0,452 2,667 10,767 0,813 0,41
T 0,548 -2,667 10,767 -0,813 0,41

rs7526348 A 0,504 0,700 6,296 0,279 0,78
G 0,496 -0,700 6,296 -0,279 0,78

rs1175111 A 0,487 -0,917 8,259 -0,319 0,74
G 0,513 0,917 8,259 0,319 0,74

rs1175152 A 0,425 2,333 8,518 0,799 0,42
G 0,575 -2,333 8,518 -0,799 0,42

* f S-E(S), Var(S), Z e p sdo parametros utilizados pelo programa FBAT%" para calcular
associacdo. Em cinza o SNP associado a periodontite agressiva.

Sendo assim mais 7 SNPs foram selecionados na regido correspondente ao gene
FAMS5C seguindo os parametros de selecdo descritos no topico 3.7 do Material e métodos.
Os resultados da analise de associacdo para esses SNPs adicionais estdo na Tabela 13 (a
seguir). Todos os 21 SNPs analisados neste estudo estavam sob o Equilibrio de Hardy-
Weinberg (Tabela 14, na folha 64). Os Unicos 2 SNPs cujas frequéncias alélicas e demais
parametros apresentados na Tabela 13 puderam ser estimados nesta populacdo foram
rs1935881 e rs1053081 sendo que somente o primeiro demonstrou associacdo com o
fendtipo da periodontite agressiva (p=0,03). O alelo A de rs1935881 apresenta-se como 0
mais frequente (f=0,813) e o mais transmitido nestas familias por demonstrar valores
positivos para S-E(S) e Z enquanto o alelo G é o menos frequente (f=0,187) e 0 menos
transmitido nestas familias por demonstrar valores negativos para S-E(S) e Z. Os

resultados do PLINK'® confirmaram a associacdo encontrada entre a periodontite
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agressiva e os marcadores rs1935881 (OR=0,50 95% CI 0,15-1,66 p=0,07) e rs1342913
(OR=3,2 95% CI 1,17-8,73 p=0,03) (Tabela 15, na folha 65).

Tabela 13 - Resultados de associacdo entre a periodontite agressiva nas familias
avaliadas e o gendtipo obtido a partir dos 7 SNPs adicionais selecionados na regido
do gene FAMS5C.

SNP Alelo Frequéncia  S-E(S)* Var (S)* z* p-valor*
Alélica (f)*
rs1935881 G 0,187 -5,417 5,980 2,215 0,03
A 0,813 5,417 5,980 2,215 0,03
rs35296429 - - - - - -
G - - - - -
rs1053081 A 0,989 1,000 1,000 1,000 0,32
G 0,011 -1,000 1,000 1,000 0,32
rs35481069 G - - - - -
T - - - - -
rs34739035 G - - - - -
T - - - - -
rs34098782 C - - - - -
T - - - - -
rs61818811 A - - - - -
C - - - - -

* f S-E(S), Var(S), Z e p sdo parametros utilizados pelo programa FBAT®%" para calcular
associacdo. Em cinza o SNP associado a periodontite agressiva



Tabela 14 - Resultados do teste de Hardy-Weinberg dos 21 SNPs selecionados
neste estudo.

SNP Status de PA  Alelo raro Alelo comum Heterozigozidade observada Heterozigozidade esperada p valor
rs366839  Todos G A 0.47 0.47 1
Afetados G A 0.58 0.48 0.63
Nao afetados G A 0.38 0.46 0.42
rs463228  Todos A G 0.48 0.48 1
Afetados A G 0.60 0.48 0.38
N&o afetados A G 0.38 0.48 0.26
rs2208921 Todos A G 0.49 0.50 1
Afetados A G 0.53 0.50 1
Nao afetados A G 0.45 0.50 0.72
rs12132519 Todos G A 0.51 0.49 1
Afetados G A 0.35 0.47 0.34
Nao afetados G A 0.61 049 0.44
rs1935885 Todos A G 0.31 0.44 0.03
Afetados A G 0.20 0.38 0.05
N&o afetados A G 0.39 0.47 045
rs1935881 Todos G A 0.31 0.33 0.67
Afetados G A 0.40 0.32 0.55
N&o afetados G A 0.26 0.35 0.14
rs35296429 Todos - A 0 0 1
Afetados - A 0 0 1
Nao afetados - A 0 0 1
rs1053081 Todos G A 0.02 0.02 1
Afetados G A 0 0 1
N&o afetados G A 0.03 0.03 1
rs35481069 Todos G T 0.02 0.02 1
Afetados G T 0 0 1
N&o afetados G T 0.03 0.03 1
rs34739035 Todos G T 0.02 0.02 1
Afetados G T 0 0 1
Nao afetados G T 0.03 0.03 1
rs34098782 Todos - C 0 0 1
Afetados - C 0 0 1
N&o afetados - C 0 0 1
rs10800889 Todos A G 0.38 0.50 0.09
Afetados A G 0.40 0.50 0.39
N&o afetados A G 0.38 0.50 0.26
rs1342913 Todos G A 0.40 0.42 0.73
Afetados G A 0.53 0.43 0.61
N&o afetados G A 0.31 0.41 0.19
rs4633293 Todos A G 0.38 0.49 0.16
Afetados A G 0.30 0.46 0.15
Né&o afetados A G 0.45 0.50 0.72
rs12140456 Todos C G 0.41 0.42 1
Afetados C G 0.50 0.42 0.62
N&o afetados C G 0.37 0.43 041
rs61818811 Todos A C 0.02 0.02 1
Afetados A C 0 0 1
N&o afetados A C 0.03 0.03 1
rs1377924 Todos G C 0.53 0.49 0.78
Afetados G C 0.35 0.47 034
Né&o afetados G C 0.63 0.50 0.27
rs2061018 Todos A T 0.51 0.49 1
Afetados A T 0.29 0.47 0.14
N&o afetados A T 0.62 0.50 0.28
rs7526348 Todos A G 0.51 0.50 1
Afetados A G 0.68 0.49 0.18
N&o afetados A G 0.39 0.50 0.28
rs1175111 Todos G A 0.55 0.50 0.58
Afetados G A 0.65 0.49 0.35
Né&o afetados G A 0.50 0.50 1
rs1175152 Todos A G 0.51 0.49 1
Afetados A G 0.65 0.49 0.35
Nao afetados A G 0.43 0.50 0.48

* p > 0.05 consistente com o Equilibrio de Hardy-Weinberg. Dados gerados pelo programa
PLINK!, As caixas cinza indicam os alelos mais transmitidos dos 2 SNPs associados com a
periodontite agressiva.
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Tabela 15 - Resultados de associacdo entre a periodontite agressiva nas
familias avaliadas e o genétipo obtido a partir dos 21 SNPs
selecionados no estudo.

SNP Posicéo Alelo raro Alelo comum OR (95% CI) p valor
rs366839 187,825,289 G A 2 (0.68-5.85) 0.84
rs463228 187,828,998 A G 2 (0.60-6.64) 1
rs2208921 187,947,000 A G 0.875 (0.32-2.41) 0.55
rs12132519 187,997,671 G A 0.55 (0.19-1.66) 1
rs1935885 188,314,448 A G 0.54 (3.75-0.53) 0.24
rs1935881 188,333,009 G A 0.50 (0.15-1.66) 0.07
rs35296429 188,333,533 - A -

rs1053081 188,333,608 G A 0.33 (0.03-3.21) 0.32
rs35481069 188,334,216 G T -

rs34739035 188,334,578 G T -

rs34098782 188,334,831 - C -

rs10800889 188,341,501 A G 1.75 (0.51-5.98) 0.18
rs1342913 188,387,648 G A 3.2 (1.17-8.73) 0.03
rs4633293 188,461,532 A G 1(0.43-2.31) 0.84
rs12140456 188,479,488 C G 1.22 (0.51-2.95) 0.58
rs61818811 188,713,220 A C -

rs1377924 189,425,718 G C 0.93 (0.45-1.93) 1
rs2061018 189,429,170 A T 1.15 (0.55-2.42) 0.60
rs7526348 190,390,334 A G 0.89 (0.34-2.30) 0.43
rs1175111 190,472,655 G A 0.5(0.17-1.46) 0.83
rs1175152 190,479,859 A G 0.78 (0.29-2.09) 0.81

* Resultados obtidos com o programa PLINK'®. As caixas cinza indicam os alelos
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mais tranmitidos dos 2 SNPs com p valor significante.

O programa GOLD' foi utilizado novamente para a analise de desequilibrio de
ligacdo de todos os SNPs utilizados neste estudo; os resultados encontram-se na Figura 9 e
Tabela 16 (a seguir). Podemos observar que existem alguns SNPs em desequilibrio de
ligacdo. Contudo os SNPs associados com a periodontite agressiva nesta populacao
(rs1935881 rs1342913) representados na Figura 9 pelos nimeros 6 e 13 respectivamente
ndo estdo em desequilibrio de ligacdo. Sendo assim eles sdo responsaveis pela transmissao
de informag&o genética variada. Os valores dos coeficientes de correlacdo (r? = 0,001) e
desequilibrio (D’= 0,096) entre estes 2 SNPs apresentados na Tabela 16 comprovam

numericamente a imagem gerada pelo programa GOLD'%* (Figura 9).
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1.00

0.00

*A escala de cores indica os valores de D’ sendo 1.00 (cor vermelha) indicativo de desequilibrio de ligacdo
completo e a cor azul escura (0.00) indicativa de auséncia de desequilibrio de ligacdo entre os marcadores. Os
numeros de 1 a 21 representam os marcadores (SNPs) em ordem crescente de posi¢do fisica ho cromossomo.
Os nmeros 6 e 13 indicam os SNPs rs1935881 e rs1342913 respectivamente.

Figura 9 - Grafico de desequilibrio de ligacdo dos 21 SNPs selecionados.

Tabela 16 - Resultados da analise de desequilibrio de ligacao.

@ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @

@ 5 N P B P @ P @ 4] 4] =3 I A P ) P N N P I

SNP 3 2 8 2 8 8 8 2 2 b 8 8 2 8 2 ® 3 8 g 5 3

® N @ ® a a © @ ® @ @ Q N @ N P ~N 3 Q a a

@ N o N Q@ @ @ o} P Q@ @ Q © N <} @ Q o Q@ I P

© @ N a @ 1 5 @ o o N Q = © B @ N I3 IS P a

B B a = N = a @ @ @ ® © a I N © © P N

© © © a N © o R

15366839 _ 0957 0515 0.356 0.043 0.033 0 0.017 0 0 0 0.126 0.004 0.012 0.001 0 0 0.002 0.004 0.014 0.051
15463228 1 _ 0.466 0.316 0.04 0.023 0 0.015 0 0 0 0.147 0 0.008 0 0 0 0.002 0.006 0.024 0.056
152208921 1 093 _ 0.644 0 0018 0 0.012 0.012 0.012 0 0.041 0016 0.006 0.005 0.012 0.006 0.001 0.005 003 0.004
1512132519 0.908 0829 0.855 _ 0.019 0 0 0.015 0.014 0.014 0 0 0013 0.005 0.008 0.014 0 0.005 0.008 0.058 0.023

151935885 0.242 0233 0.02 0.167 _ 0.13 0 0.02 0.02 0.02 0 0.253 0.041 0.037 0.055 0.02 0.025 0.033 0.016 0.003 0
151935881 0.446 0383 0.237 0.016 1 _ 0 0.002 0.036 0.036 0 0.18 0.001 0.045 0.021 0.036 0.144 0.166 0.047 0.075 0.01

1535296429 0 0 0 0 0 0 _ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
151053081 1 1 0.997 0.999 1 1 0 _ 0 0 0 0 0.025 0.008 0.022 0 0013 0014 0.012 001 0.013

1535481069 0 0 1 0.999 1 1 0 1 1 0 0 0 0012 0.023 1 0 0 0.012 001 0

1534739035 0 0 1 0.999 1 1 0 1 1 _ 0 0 0 0.012 0.023 1 0 0 0.012 0.01 0

1534098782 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 _ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

1510800889 0.439 0.462 0.234 0 0.719 0.865 0 0 0 0 0 _ 0.002 0.032 0 0 0.009 0.01 0.002 0.001 0

151342913 0.073 0.004 0.174 0.148 0.228 0.0% 0 1 0 0 0 0.063 _ 0.301 0.805 0 0.002 0 0.02 0.107 0

154633293 0.164 0.125 0.092 0.098 0.309 0.363 0 1 0.998 0.998 0 0.201 1 _ 0.29 0.012 0.021 0.032 0.006 0.025 0

1512140456 0.04 0.032 0.098 0.112 0.246 0.434 0 1 1 1 0 0.02 0.944 0.909 _ 0.023 0 0 0.01 0.059 0

1561818811 0 0 1 0.999 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0.998 1 0 0 0.012 0.01 0
151377924 0.014 0011 0.093 001 0.202 0.838 0 1 0 0 0 0.107 0.069 0.184 0.024 0 _ 1 0.076 0.056 0.068
152061018 0.059 0.068 0.029 0.079 0.233 0.846 0 1 0 0 0 0.102 0.034 0.207 0.007 0 1 _ 0.08 0.043 0.056
157526348 0.087 0.108 0.072 0.093 0.171 0.454 0 1 0.998 0.998 0 0.053 0.187 0.079 0.138 0.998 0.276 0.283 _ 0.262 0.265
1s1175111 0.158 0.192 0.199 0.303 0.076 0.548 0 0.97 0.969 0.969 0 0.027 0531 0.17 0.374 0.969 0.261 0.237 0.543 _ 0.679

151175152 0.334 0333 0.067 0.209 0.022 0.229 0 0.999 0 0 0 0.005 0.021 0.005 0.016 0 0.266 0.236 0.547 0.949 _

*Qs valores numéricos acima da linha diagonal representam o coeficiente de correlacdo (r?) ; os valores numéricos abaixo da
linha diagonal representam o coeficiente de desequilibrio (D’). Os marcadores (SNPs) encontram-se em ordem crescente de
posicdo fisica no cromossomo. Os valores marcados em cinza escuro representam r? e D’entre os SNPs associados com a
periodontite agressiva na populacéo avaliada.



68

A anédlise dos haplotipos de todos os SNPs genotipados estid apresentada nas
Tabelas 17 a 20 (em sequéncia). Podemos observar que os haplétipos com p valor
significantes (p < 0,05) estdo sempre relacionados aos alelos dos 2 SNPs na regido do gene
FAMS5C e associados com a periodontite agressiva nesta populagéo.

Tabela 17 - Resultados dos hapl6tipos de 2 janelas (agrupando os marcadores de 2 em 2) de todos 0s SNPs

genoti

pados.

Andlise dos Hapl6tipos - Regido 1q31.1

rs366839
M1

rs463228
M2

2208921
M3

rs12132519
M4

rs1935885
M5

rs1935881
M6

r$35296429
M7

rs1053081
M8

rs35481069
M9

34739035
M10

rs34098782
M11

rs10800889
M12

1342913
M13

rs4633293
M14

1512140456
M15

rs61818811
M16

151377924
M17

2061018
M18

rs7526348
M19

rs1175111
M20

rs1175152
M21

FBAT(p valor)

0.30 0.35] 0.59] 0.95] 0.91] 0.03]

0.35] 0.03 0.43] 0.45] 0.95] 0.41] 0.78 0.74] 0.42]

f

2 janelas

0.18

0.12
0.56

0.08

0.31
0.41

0.61

0.004
0.032
0.024
0.261
0.149
0.833
0.993
0.989

0.505
0.227
0.254
0.244
0.664
0.550
0.555
0.267
0.081
0.009

f representa a frequéncia dos haplétipos nesta populagdo; M1 a M21 indica a ordem crescente dos SNPs de acordo com a
posicdo fisica no cromossomo; as caixas de cor verde indicam p valores < 0,05 e a barra vermelha indica os SNPs dentro do gene
FAM5C

Tabela 18 - Resultados dos hapldtipos de 3 janelas (agrupando os marcadores de 3 em 3) de todos 0os SNPs

genoti

ados.

Analise dos Hapl6tipos - Regio 1g3L.1.

rs366839
M1

rs463228
M2

2208921
M3

rs12132519
M4

rs1935885
M5

rs1935881
M6

35296429
M7

rs1053081
M8

rs35481069
M9

rs34739035
M10

rs34098782

rs10800889
M12

rs1342913
M13

rs4633293
M14

1512140456
M15

rs61818811

151377924
M17

rs2061018
M18

rs7526348
M19

rs1175111
M20

r$1175152
M21

FBAT(p valor) [0.30

0.35]

0.59

0.91

0.03]

0.32)

M1l

0.35

0.03]

0.43

0.45)

M16

0.95|

0.41]

0.78

0.74)

042| f

0.18

3 janelas

0.30

0.09

0.08

0.018
0.024
0.249
0.065
0.149
0.823
0.990
0.990

0.506
0.217
0.207
0.242
0.241
0.380
0.558
0.273
0.126

0.368

f representa a frequéncia dos hapl6tipos nesta populacdo; M1 a M21 indica a ordem crescente dos SNPs de acordo com a posi¢do
fisica no cromossomo; as caixas de cor verde indicam p valores < 0,05 e a barra vermelha indica os SNPs dentro do gene FAM5C
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Tabela 19 - Resultados dos haplotipos de 4 janelas (agrupando os marcadores de 4 em 4) de todos os SNPs

genotipados.

Andlise dos Haplotipos - Regido 1q31.1

15366839
ML

15463228
M2

52208921
M3

1512132519
M4

151935885
M5

151935881
M6

1535296429
M7

11053081
M8

1535481069
M9

1534739035
M10

r$34098782 | rs10800889

M12

151342913
M13

154633293
M14

r$12140456
M15

161818811 | rs1377924

M17

152061018
M18

157526348
M19

rs1175111
M20

11175152
M21

M1l M16
FBAT(p valor) [0.30 0.35] 0.03] 0.32 - 0.35 0.03] 0.43] 0.45] - 0.95] 0.41] 0.78] 0.74

0.42

f

4 janelas [

0.018
0.186
0.216
0.063
0.151
0.824
0.991
0.990
0.506
0.220
0.196
0.205
0.247
0.156
0.378
0.170
0.124
0.009

f representa a frequéncia dos haplétipos nesta populagdo; M1 a M21 indica a ordem crescente dos SNPs de acordo com a
posigéo fisica no cromossomo; as caixas de cor verde indicam p valores < 0,05 e a barra vermelha indica os SNPs dentro do gene

FAMS5C

Tabela 20 - Resultados dos haplétipos de 5 janelas (agrupando os marcadores de 5 em 5) de todos os SNPs

genotipados.

Anélise dos Haplétipos - Regido 1g31.1

rs366839
M1

s463228
M2

2208921
M3

rs12132519
M4

rs1935885
M5

rs1935881
M6

rs35296429

1053081
M8

35481069

rs34739035

rs34098782

rs10800889
M12

1342913
M13

rs4633293
M14

12140456
M15

rs61818811

1377924
M17

2061018
M18

s7526348
M19

rs1175111
M20

rs1175152
M21

FBAT(p valor)

0.30

0.35]

0.59]

0.95]

0.91]

0.03]

M7

0.32]

M9

M10

M11

0.35]

0.03

0.43]

0.45]

M16

0.95]

0.41

0.78]

0.74]

0.42]

f

5 janelas

0.16

0.04

0.08

0.06

0.07

0.02

0.32

0.22

0.01

0.02

| 0.17

[ 0.16

0.100
0.152
0.073
0.073
0.148
0.836
0.991
0.509
0.229
0.211
0.211
0.227
0.129
0.135
0.062
0.111
0.012

f representa a frequéncia dos haplétipos nesta populagdo; M1 a M21 indica a ordem crescente dos SNPs de acordo com a
posigdo fisica no cromossomo; as caixas de cor verde indicam p valores < 0,05 e a barra vermelha indica os SNPs dentro do gene

FAMS5C

4.6 Experimentos de bioinformatica

O primeiro experimento de bioinformatica realizado foi a priorizacdo dos genes
candidatos na regido de interesse como associada a periodontite agressiva localizada em
uma populacdo americana’ e confirmada neste estudo como associada a periodontite
agressiva nesta populacdo. O programa listou um total de 88 genes potencialmente
envolvidos com a periodontite em humanos apresentando o0 nosso gene candidato
(FAM5C) na décima quarta posicdo. Os resultados obtidos nesta analise com o auxilio do

programa ENDEAVOUR™® estao sumarizados na Tabela 21 (préxima folha). Em seguida
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limitamos a regido acima a regido dos SNPs selecionados neste estudo (Chr1:187825289-

190479859) e mantivemos 0s mesmos parametros utilizados na anélise anterior. Desta

maneira, gene FAMS5C foi listado em primeiro lugar (Tabela 22).

Tabela 22 - Rank dos genes candidatos na regido de interesse 1q 31.1 a

Tabela 21 - Rank dos 30 primeiros genes candidatos
na regido de interesse 1q 24.2 a 1q 31.3.

Gene Cbdigo Identificador  [Q-valor P-valor
1|LAMC1 ENSG00000135862 1.71E-04| 0.012939759
2|HMCN1 ENSG00000143341 0.002337155| 0.058802416
3[SERPINC1 |ENSG00000117601 0.002887984| 0.066441256
4|LAMC2 ENSG00000058085 0.005084864| 0.092048951
5|DHX9 ENSG00000135829 0.006560559| 0.106573158
6|DARS2 ENSG00000117593 0.00962429| 0.132768428
7|GLUL ENSG00000135821 0.012335513| 0.153002724
8|CACNA1E |ENSG00000198216 0.018711264| 0.153894173
9|TNN ENSG00000120332 0.016950405| 0.183336277

10{TPR ENSG00000047410 0.017281268| 0.18535812
11{PLA2G4A |ENSG00000116711 0.017873584| 0.188934316
12|PRG4 ENSG00000116690 0.018354507| 0.191798513
13]ASTN1 ENSG00000152092 0.018383129| 0.191967896
14|FAMSC ENSG00000162670 0.01988257| 0.200679246
15[LHX4 ENSG00000121454 0.020477186| 0.20405009
16|FAM5B ENSG00000198797 0.029710971| 0.204086435
17|TOR3A ENSG00000186283 0.029710971| 0.204086435
18[PTGS2 ENSG00000073756 0.02203818| 0.21269107
19[NPHS2 ENSG00000116218 0.023344996| 0.219709623
20|TNR ENSG00000116147 0.023979115| 0.22304945
21|Clorf25 ENSG00000121486 0.023993248| 0.223123416
22|KLHL20 ENSG00000076321 0.026675431| 0.236810467
23|MR1 ENSG00000153029 0.028000995| 0.243335149
24|Clorf27 ENSG00000157181 0.029022383| 0.24826337
25|NPL ENSG00000135838 0.029072398| 0.248502559
26|QSCN6 ENSG00000116260 0.029223926| 0.249226025
27(FAM20B ENSG00000116199 0.029308798| 0.249630459
28|RGS8 ENSG00000135824 0.029716278| 0.251564488
29|IVNS1ABP [ENSG00000116679 0.030168834| 0.253697684
30|RGS13 ENSG00000127074 0.030372863| 0.254654402

*Valor deQ e valor de P sdo parametros utilizados pelo

programa ENDEAVOUR'®.

1q931.2.
Gene Codigo Identificador Q-valor P-valor
1|FAMS5C ENSG00000162670 0.02491375| 0.227897869
2 - ENSG00000207059 0.125| 0.386479085
3|RGS13 ENSG00000127074 0.044263733| 0.416620722
4|RGS1 ENSG00000090104 0.106541667| 0.628945741
5 - ENSG00000198708 0.361111111| 0.84987051
6|RGS18 ENSG00000150681 0.476157407| 0.94166678

*Valor deQ e valor de P sdo parametros utilizados pelo programa ENDEAVOUR™®
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A préxima anélise foi a verificacdo de possiveis alteragdes nos sitios de ligacao dos
2 SNPs associados a periodontite agressiva (rs1935881 rs1342913) e localizados no gene
FAMS5C quando ocorre a mudanca do alelo comum para o alelo raro. Os dados obtidos com
o programa TRANSFAC® 7.0 Public 2005 podem ser visualizados nos Quadros 7 e 8.

CTTCCCTTTCTACATTCTAGGAACCAATAATCAGCACACTCGGCACAATTAT alelo ancestral

seq ( 0.. 59) cttccctttctacattctaggaaccaataatcagcacactcggcacaattat
Segmentos:

3.6.1.0 7 16 ====TECl==

3.4.1.0 14 23 ====HSTF==

1.1.3.0 20 29 =C/EBPalE=

3.1.2.2 26 35 ===Qct-1l==

1.3.1.2 31 40 ====JSF===

3.1.2.1 46 55 ===Pit-1==
CTTCCCTTTCTACATTCTAGGAACCAGTAATCAGCACACTCGGCACAATTAT alelo mutante

seq ( 0.. 59) cttccctttctacattctaggaaccagtaatcagcacactcggcacaattat
Segmentos:

3.6.1.0 7 16 ====TECl==

3.4.1.0 14 23 ====HSTF==

1.3.1.2 31 40 ====(SF===

3.1.2.1 46 55 ===Pit-1==

*TEC1 HSTF C/EBPalp Oct-1 USF e Pit-1 sdo os fatores de transcrigdo presentes nos sitios de ligacdo do SNP rs1935881 na
presenca do alelo ancestral. Na presenca do alelo mutante os fatores de transcricdo C/EBPalp e Oct-1desaparecem.

Quadro 7 - Provaveis alteracdes nos sitios de ligagdo do SNP rs1935881 associado a periodontite
agressiva e localizados no gene FAM5C.

GCCTAAAATCAAAAAACTGGAGAAAAGATGACGTGACACTGATCTCCAAGCA alelo ancestral

seq ( 0.. 59) gcctaaaatcaaaaaactggagaaaagatgacgtgacactgatctccaagea
Segmentos:

2.3.1.0 18 27 Spl

1.1.1.6 24 37 =====ATF====

2.3.3.0 25 34 =CPE bind=

1.1.2.0 28 37 ====CREB==

1.1.3.0 44 53 =C/EBPalp=
GCCTAAAATCAAAAAACTGGAGAAAAAATGACGTGACACTGATCTCCAAGCA alelo mutante

seq ( 0.. 59) gcctaaaatcaaaaaactggagaaaaaatgacgtgacactgatctccaagca
Segmentos:

1.1.3.0 23 32 =C/EBPalE=

1.1.1.6 24 33 ==CRE-BP1l=

2.3.3.0 24 33 =CPE bind=

9.9.51 24 33 ====ATF===

1.1.2.0 28 37 ====CREB==

1.1.3.0 44 53 =C/EBPalp=

*Spl ATF CPE bind CREB e C/EBPalp séo os fatores de transcri¢do presentes nos sitios de ligagdo do SNP rs1342913 na
presenca do alelo ancestral. Na presenca do alelo mutante surge um fator de transcrigdo adicional C/EBPalp e um novo fator de
transcricdo chamado CRE-BP1. O fator de transcri¢do Spldesaparece na presenca do alelo mutante.

Quadro 8 - Provaveis alteracfes nos sitios de ligacdo do SNP rs1342913 associado a periodontite
agressiva e localizados no gene FAM5C.



http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.6.1.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.6.1.0&file=seq_257.out&left=7&right=16&seq=seq_257#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.4.1.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.4.1.0&file=seq_257.out&left=14&right=23&seq=seq_257#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.3.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.3.0&file=seq_257.out&left=20&right=29&seq=seq_257#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.1.2.2
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.1.2.2&file=seq_257.out&left=26&right=35&seq=seq_257#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.3.1.2
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.3.1.2&file=seq_257.out&left=31&right=40&seq=seq_257#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.1.2.1
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.1.2.1&file=seq_257.out&left=46&right=55&seq=seq_257#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.6.1.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.6.1.0&file=seq_258.out&left=7&right=16&seq=seq_258#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.4.1.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.4.1.0&file=seq_258.out&left=14&right=23&seq=seq_258#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.3.1.2
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.3.1.2&file=seq_258.out&left=31&right=40&seq=seq_258#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#3.1.2.1
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=3.1.2.1&file=seq_258.out&left=46&right=55&seq=seq_258#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#2.3.1.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=2.3.1.0&file=seq_235.out&left=18&right=27&seq=seq_235#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.1.6
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.1.6&file=seq_235.out&left=24&right=37&seq=seq_235#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#2.3.3.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=2.3.3.0&file=seq_235.out&left=25&right=34&seq=seq_235#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.2.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.2.0&file=seq_235.out&left=28&right=37&seq=seq_235#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.3.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.3.0&file=seq_235.out&left=44&right=53&seq=seq_235#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.3.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.3.0&file=seq_234.out&left=23&right=32&seq=seq_234#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.1.6
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.1.6&file=seq_234.out&left=24&right=33&seq=seq_234#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#2.3.3.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=2.3.3.0&file=seq_234.out&left=24&right=33&seq=seq_234#focus
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/databases/transfac/getTF.cgi?AC=T00051
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=9.9.51&file=seq_234.out&left=24&right=33&seq=seq_234#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.2.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.2.0&file=seq_234.out&left=28&right=37&seq=seq_234#focus
http://www.gene-regulation.com/pub/databases/transfac/cl/cl.html#1.1.3.0
http://www.gene-regulation.com/cgi-bin/pub/programs/alibaba2/getmat.cgi?seg=1.1.3.0&file=seq_234.out&left=44&right=53&seq=seq_234#focus

72

Podemos observar que em ambos os SNPs ocorrem modificagdes de alguns fatores
de transcricdo nos sitios de ligagdo quando ocorre a mudanca do alelo ancestral para o
alelo mutante. No caso do SNP rs 1935881 (A>G) quando o alelo mutante G susbtitui o
alelo ancestral A os 2 fatores de transcricdo a seguir desaparecem dos sitios de ligacao
deste SNP: C/EBPalp e Oct-1. C/EBPalp é um gene localizado no cromossomo 19
(19913.1) em humanos e codifica uma proteina com o0 mesmo nome. Esta proteina
interage com as proteinas quinases CDK2 e CDK4 inibindo o desenvolvimento e funcéo

das mesmas®®

. Oct-1 cujo nome oficial ¢ POU2F1 é um gene localizado no cromossomo 1
(1922-g23) em humanos e codifica uma proteina com o mesmo nome. Com rela¢do ao
SNP rs1342913 (G>A), observamos as seguintes mudancgas: na presenca do alelo ancestral
G surge o fator de transcricdo Spl e na presenca do alelo mutante A surgem os fatores
CRE-BP1 e C/EBPalp. Spl é um gene localizado no cromossomo 12 (12g13.1) em
humanos codifica uma proteina com o mesmo nome e parece relacionado a varios tipos de
carcinomas''®. CRE-BP1 cujo nome oficial ¢ ATF2 localiza-se no cromossomo 2 (2032)
em humanos e codifica uma proteina com 0 mesmo nome e também parece relacionado a
vérios tipos de carcinomas*®.

Em seguida fizemos a comparacgdo entre a sequéncia de nucleotideos dos 2 SNPs
associados a periodontite agressiva neste estudo em humanos e a sequéncia de
nucleotideos em diferentes espécies de seres vivos buscando regides conservadas entre as
espécies (Figura 10 e Figura 11, a seguir). A sequéncia de nucleotideos de ambos 0s SNPs
proximo a regido variante apresenta-se bem conservada nesta analise comparativa entre

espécies de seres Vivos.

RS1935881

Homo sapiens (homem) TTCCCTTTCHTACATTCHTAGGAACCA[ATFTAATCABICACACTCIEBECACAATTA
Macaca mulatta (macaco) TTCCCTTTCTACATTCTAGGAACCAIAIFTAATCAGCACACTCIGGEGCACAATTA
Canis lupus familiaris (Cachorro) T T CCCT TTCTACATTCTAGGAACCA|IAITAATCAGCACACTCGGCACAATTA
Equus ferus caballus (cavalo) TTCCCTTTCTACATTCTAGGAACCA|IA|ITAATCAGICACACTCGGCACAATTA
Opossum (mamifero) TTCCCTTTCTACATTCTAGGAACCA|IA|ITAATCAGICACACTCGGCACAATTA
Coryphaena hippurus (peixe) CTTCCGTTTGTCATTCTAGCAACCA|CITTTABTGCACCTCTTATTCCITCCA
TAGGAcccT|T|rTccleTAAAGTCT

Mus musculus (rato) AATACCAAAAATATTC

*Cada nucleotideo esta representado por uma cor diferente. A barra cinza representa a conservagdo entre as
espécies em cada sitio.

Figura 10 - Gréfico de comparacdo entre espécies da sequéncia de nucleotideos do SNP
rs1935881.
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rs1342913

Homo sapiens (homem) GlcCTAAAATCAAAAAACTGGAIGAA AA[G]ATGAC

Elephantidae (Elefante) TCTAGAAATTATAAAAGGTAGATAGA|IGIAAA

Pan troglodytes (chimpanzé) CTAAAATCAAAAAACTGGAGAAAA|GIAT GAC

Zebrafish (peixe) AAAATCAAAAAACTGGAGAAAAIGIAT

Tarsier (primata) TGTAGAATCTGTACACATTGGGCAAAJAJAG

Canis lupus familiaris (Cachorro) T CTAGA AT CTGTAAGAATTGT ATT AAJAIAA

Mus musculus (rato) CTAAAATCAAAAGAAATGGTGAAA|A|GATGA
T mutagé&o

*Cada nucleotideo esta representado por uma cor diferente. A barra cinza representa a conservacdo entre as
espécies em cada sitio.

Figura 11 - Grafico de comparacéo entre espécies da sequéncia de nucleotideos do SNP
rs1342913.

4.7 Sequenciamento dos éxons de FAM5C

N&o foram encontradas mutacGes nas sequéncias dos éxons de FAMS5C nos
individuos homozigotos para o haplétipo associado com a periodontite agressiva nesta
populacdo, ndo confirmando nossa hipotese que esse haplotipo nos pacientes afetados pela
periodontite agressiva pudesse “carregar” mutagdes de risco para a doenga nesta

populacéo.

4.8 Sequenciamento das regides conservadas de FAM5C

Foram encontradas duas mutacbes em duas diferentes regides intrénicas
conservadas de FAM5C nos individuos homozigotos para o haplétipo associado com a
periodontite agressiva nesta populacdo. Cada uma dessas mutacoes esta representada por
um SNP: rs57694932 (A>G) e rs10494634 (A>T) ambos localizados na regido 1q 31.1.

O Quadro 9 (proxima folha) apresenta o fen6tipo e os gendtipos encontrados no
sequenciamento das regiGes intrdnicas conservadas de FAMS5C de cada individuo

selecionado para o sequenciamento do gene FAM5C. Podemos observar que os individuos
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sadios apresentam uma ou duas coOpias do alelo ancestral enquanto os individuos afetados

pela PA apresentam, com maior frequéncia, uma ou duas cépias do alelo mutante.

ID IDADE FENOTIPO GENOTIPO rs57694932 (A/G) GENOTIPO rs10494634 (A/T)
9A 36 PA Generalizada AG AA
10G 36 PA Generalizada AG AT
15A 26 PA Generalizada AA AT
18D 34 PA Generalizada GG AA
51A 40 PA Generalizada AA TT
52E 28 PA Localizada AA AT
60A 31 PA Generalizada AG AT
70A 32 PA Generalizada AG AA
T4A 32 PA Localizada AG AA
14B 60 Sadio AG AT
59H 34 Sadio AG AA
CEPH - Sadio AA AA

*ID identificacdo do individuo; CEPH amostra controle do CEPH; PA periodontite agressiva. Em cinza os
genotipos formados por 2 alelos mutantes.

Quadro 9 - Fenotipo e as variantes alélicas encontradas no sequenciamento das regioes
intrénicas conservadas de FAM5C

A proxima analise foi a verificacdo de possiveis alteraces de fatores de transcricao
nos sitios de ligacdo dos 2 SNPs acima que contém as variantes encontradas no
sequenciamento das regifes intrénicas conservadas de FAM5C quando ocorre a mudanca
do alelo comum para o alelo raro. Os dados obtidos com o programa TRANSFAC® 7.0

podem ser visualizados no Quadro 10 e no Quadro 11 (a seguir).

CTTTTAAAATTAACAAATGCAACAGTCCAGAAAAGTTAATAAAAAAAAGCTTAATCCTGAT alelo ancestral

seq ( 0.. 59) cttttaaaattaacaaatgcaacagtccagaaaagttaataaaaaaaagcttaatcctga
Segmentos:

1.1.3.0 8 17 ===C/EBP==
CTTTTAAAATTAACAAATGCAACAGTCCAGGAAAGTTAATAAAAAAAAGCTTAATCCTGAT alelo mutante

seq ( 0.. 59) cttttaaaattaacaaatgcaacagtccaggaaagttaataaaaaaaagcttaatcctga
Segmentos:

1.1.3.0 8 17 ===C/EBP==

9.9.428 29 38 ===ISGF-3=

*C/EBP¢ o fator de transcricdo presentes nos sitios de ligacdo do SNP rs57694932 na presenca do alelo ancestral. Na presenca
do alelo mutante surge um fator de transcricéo adicional ISGF-3.

Quadro 10 - Provaveis alteracdes nos sitios de ligacdo do SNP rs57694932.
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CATTATGAGAGAATAATTCTTACATGGCAGAGAACTATAATAAATTCTAATGTAATGTTC alelo ancestral

seq ( 0.. 59) cattatgagagaataattcttacatggcagagaactataataaattctaatgtaatgttc
Segmentos:

1.1.3.0 47 56 =C/EBPalp=
2.1.1.1 51 60 =====GR==
CATTATGAGAGAATAATTCTTACATGGCAGTGAACTATAATAAATTCTAATGTAATGTTC alelo mutante

seq ( 0.. 59) cattatgagagaataattcttacatggcagtgaactataataaattctaatgtaatgttc
Segments:

9.9.539 20 29 ====NF-1==

1.1.3.0 47 56 =C/EBPalp=
2.1.1.1 51 60 =====GR==

*C/EBPalp e GR séo os fatores de transcricdo presentes nos sitios de ligacdo do SNP rs10494634 na presenga do alelo ancestral.
Na presenca do alelo mutante surge um fator de transcri¢do adicional NF-1.

Quadro 11 - Provaveis alteracdes nos sitios de ligacdo do SNP rs10494634.

Podemos observar que em ambos 0os SNPs ocorrem modificacdes de alguns fatores
de transcricdo nos sitios de ligacdo quando ocorre a mudanca do alelo ancestral para o
alelo mutante. No caso do SNP rs57694932 (A>G) quando o alelo mutante G susbtitui o
alelo ancestral A o fator de transcrigdo ISGF-3 aparece dos sitios de ligagdo deste SNP.
ISGF-3 € um gene localizado no cromossomo 2 (2932.2) em humanos e codifica uma
proteina com 0 mesmo nome. Esta proteina € membro da familia STAT que em resposta a
diversas citocinas e fatores de crescimento sofrem fosforilacdo e translocam-se para o
nucleo onde passam a atuar como fatores de transcri¢do. Esta proteina pode ser ativada por
varios ligantes entre eles o interferon alfa (INF-a) interferon gama (INF-6) fator de
crescimento plaquetario (PDGF) e 11-6. Esta proteina media a expressdo de varios genes
fato importante para a viabilidade celular em resposta a estimulos diferentes de células e
organismos patogénicos**®

Com relacdo ao SNP rs10494634 (A>T) na presenca do alelo mutante T
observamos o surgimento do fator de transcricdo NF-1 que codifica uma proteina com o
mesmo nome e localiza-se no cromossomo 17 (17g11.2) em humanos. Mutacdes neste
gene parecem relacionadas ao neurofibromatose tipo 1 e leucemia mielomonocitica'™ e

com doengas cardiacas congénitas*®.
4.9 Genotipagem e analises adicionais
Optou-se por genotipar toda a populacdo para os 2 SNPs relacionados a essas

mutacdes encontradas no sequenciamento das regides intronicas conservadas de FAM5C.

Os gendtipos obtidos desses novos SNPs em FAMS5C foram analisados juntamente com 0s
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2 SNPs rs 1935881 e rs 1342913 anteriormente associados com o fenétipo da periodontite

agressiva (p=0,03 p=0,03). A descricdo dos 4 SNPs analisados encontra-se no Quadro 12.

SNP Posicéo Gene Regido Troca de Bases
rs1342913 188387648 FAMSC* intron AG
rs1935881 188333009 FAMS5C* 3 GA
rs57694932 188705935 FAMS5C*  intron AG
rs10494634 188706091 FAMSC* intron AT

* FAM5C, membro C da familia com sequéncia de similaridade 5. Adaptado de
UCSC Genome Bioinformatics®.

Quadro 12 - Quatro SNPs que fizeram parte das analises
adicionais po_3|géo_ no Cromossomo regido no gene e troca de
bases dos polimorfismos.

Os resultados de desequilibrio de ligagdo encontram-se na Figura 12 e Tabela 23 (a
seguir) e os resultados de associacdo e analise dos haplotipos na Tabela 24 (a seguir).
Podemos observar que 0s SNPs rs1935881 e rs57694932 apresentam uma tendéncia ao
desequilibrio de ligagdo (D’=0,655). Valores de D’ > 0,9 indicam desequilibrio de ligacg&o.
Por outro lado os 2 SNPs relacionados as variantes encontradas no sequenciamento das
regibes intronicas conservadas de FAMSC (rs57694932 e rs10494634) ndo estdo
associados a periodontite agressiva nesta populacdo por apresentarem pvalores maiores
que 005 (p=0,36 e p=0,94), respectivamente (Tabela 24). Ainda na Tabela 24 podemos
observar que os haplotipos com p significantes (p < 0,05) estdo sempre relacionados aos
alelos dos 2 SNPs (M1 e M2) associados anteriormente a periodontite agressiva nesta
populacdo. Quando os SNPs M3 e M4 sdo incluidos nos hapldtipos os valores de p
continuam significativos (p < 0,05) porém menos significativos se comparados ao valor de
p de 0,009 do haplétipo M1+M2.

Desta forma uma das mutacdes encontradas no sequenciamento das regides
intrénicas conservadas de FAM5C representada pelo SNP rs57694932, embora ndo
associada a PA, estd em fraco desequilibrio de ligacdo com o SNP rs1935881 associado a
PA. Tendo em vista os resultados apresentados, podemos sugerir que o gene FAM5C é um
gene candidato a peridontite agressiva por possuir marcadores associados a periodontite

agressiva nesta populacao.
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*A escala de cores indica os valores de D’ sendo 0,66 (cor
vermelha) indicativo de desequilibrio de ligacdo incompleto e a cor
azul escura (0,08) indicativa de auséncia de desequilibrio de ligacdo
entre os marcadores. Os ndmeros de 1 a 4 representam 0s
marcadores (SNPs) em ordem crescente de posicdo fisica no
Cromossomo.

Figura 12 - Gréafico de desequilibrio de ligacéo.

Tabela 23 - Resultados da analise de desequilibrio

de ligacdo.

SNP__ [rs1935881 [rs13422913 [rs57694932 [rs10494634
rs1935881 - 0.001 0.004 0.029
rs1342913 | 0.096 - 0.019
rs57694932 | 0.075 - 0.004
rs10494634 | _0.191 0.149 0.261 -

*Qs valores numeéricos acima da linha diagonal representam
r? e abaixo da linha diagonal representam D’. Os marcadores
(SNPs) encontram-se em ordem crescente de posi¢do fisica
no cromossomo. Os valores marcados em cinza escuro
representam  r* (0,183)e D’(0,655) entre os SNPs em
desequilibrio de ligagéo parcial nesta andlise.

Tabela 24 - Resultados dos haplétipos de 2, 3 e 4
janelas dos 4 SNPs que fazem parte das analises
adicionais.

Andlise dos Haplétipos - Regido 131.1
FAM5C rs1935881 | rs1342913 | rs57694932 | rs10494634
M1 M2 M3 M4
FBAT (p valor) 0.03 0.03 0.36 0.94| f
0.009 0.326
2 janelas [ 0.03 [ 0.647
0.07 0.009
0.02 | 0.109
3 janelas [ 0.05 0.107
4 janelas 0.08 0.110

f representa a frequéncia dos hapl6tipos; M1 a M4 indica a ordem
crescente dos SNPs de acordo com a posi¢do fisica no
cromossomo; as caixas de cor verde indicam p < 0,05
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5 DISCUSSAO

A PA é um tipo de doenca periodontal pouco frequente apresentando
caracteristicas clinicas como réapida perda de insercdo clinica e grande destruicdo 0ssea
com inicio precoce. Embora fatores microbiol6gicos ambientais comportamentais e
doencas sistémicas séo sugeridos na literatura como fatores de risco para a periodontite
agressiva o perfil genético individual é um fator relevante na resposta sistémica do
hospedeiro a doenca'®''’. Até o momento um grande nimero de variantes polimérficas
tem sido associadas com a PA, mas nenhuma variante especifica foi identificada como
responséavel pelo aumento da susceptibilidade individual a doenga'?. Estudos de associac&o
e de ligacdo sdo as ferramentas mais utilizadas na pesquisa genética de doencas
multifatoriais como a periodontite na pesquisa por regides cromossémicas especificas que
contenham genes que contribuam para a doenca. Um estudo de ligacdo sugeriu que o
fendtipo da PA localizada estéd ligado ao marcador D1S492 (LOD=3,48 e frequéncia de
recombinagao 6=0) e localizado no cromossomo 1q31.1 (187,726,800-187,927,057 pares
de base)”. A analise dos hapldtipos deste intervalo indicou um locus de suceptibilidade
para a PA localizada no cromossomo 1 (1g24.2-1g31.3) com intervalo de
aproximadamente 26 milhdes de pares de base e 160 genes. Este resultado positivo de
ligacdo sugere que o fendtipo da periodontite agressiva localizada € influenciado por uma
ou muitas mutacdes em um gene localizado neste intervalo. Tendo como base este
intervalo cromossémico ligado a peridontite agressiva localizada foi possivel identificar
SNPs nesta regido em bancos de dados gendmicos. O objetivo deste estudo foi aperfeicoar
0 mapeamento genético desta regido cromossdmica em familias clinicamente bem
caracterizadas segregando a PA. Neste estudo nds descrevemos analises genéticas com o
objetivo de identificar variantes relacionadas ao aumento da susceptibilidade a PA.

O resultado da nossa analise de segregacdo indicou um modelo atipico (semigeral)
ndo mendeliano que sugere transmissdo excessiva por pais heterozigotos. O modelo de
“ndo transmissdo” que indicaria auséncia de contribuicdo genética a PA foi rejeitado assim
como os modelos de transmissdo homogéneo e heterogéneo condizentes com a presenca
de um gene principal com possiveis efeitos poligénicos adicionais. O modelo de
transmissdo semigeral sugere que os alelos de risco para a PA sdo excessivamente
transmitidos pelos pais heterozigotos sustentando a hipdtese que variantes genéticas

exercem um papel importante na patogénese da PA e que poucos loci com efeitos
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pequenos a moderados contribuem para a doenca independente da interagdo com fatores
ambientais. Isso condiz com o fato da periodontite ser uma doenga complexa multifatorial
com provavel interacdo entre varios genes e/ou fatores ambientais na susceptibilidade

individual a doenca. Analises de segregacéo anteriores®#>?

sugerem modelos mendelianos
de heranca ou seja defendem a idéia de um gene principal atuando na etiologia da
periodontite agressiva; contudo, essa suposta variante principal responsavel pelo aumento
da susceptibilidade a PA ainda néo foi encontrada em nenhuma populacéo®®,

A busca pela origem genética de qualquer condicdo através de técnicas de
mapeamento genético comeca com a definicdo do fendtipo. A classificacdo inapropriada
dos individuos afetados pode enfraquecer a habilidade de se detectar loci relevantes*®*.
Sendo assim a populacdo participante deste estudo foi bem caracterizada clinica e
radiograficamente seguindo a classificagdo das doencas periodontais preconizada em 1999
pela AAP*. Outra iniciativa importante durante o planejamento de um estudo cientifico é
determinar o tamanho amostral ideal para que o efeito esperado seja detectado. Em
estudos genéticos este procedimento é fundamental visto os altos custos envolvidos na
genotipagem dos individuos e ainda porque os resultados podem ser interpretados de
forma err6nea caso o tamanho da amostra utilizada ndo seja suficiente para se detectar
alguma associac&o™?°.

Os estudos de associacdo s@o uma importante ferramenta para a identificacdo de

variantes genéticas que predispdem a doencas complexas'®

e podem ser realizados
testando familias de individuos afetados ou testando individuos néo relacionados entre si
(casos e controles). O objetivo é verificar se um determinado alelo do gene candidato esta
associado a doenca e permitir a identificacdo de genes que possam estar contribuindo para
o fenotipo. Uma importante vantagem dos estudos de associacdo € a possibilidade de
identificacdo de genes refratarios a estudos de ligacdo devido a heterogeneidade genética
e/ou penetrancia reduzida.

Os estudos caso-controle sdo os mais frequentemente utilizados por permitirem o
recrutamento de um maior numero de individuos afetados isoladamente sem a necessidade
de incluir seus familiares (afetados ou ndo) na amostra. A principal desvantagem é que 0s
resultados podem ser influenciados pela estratificacdo da populacdo por serem baseados na
diferenciacdo da frequéncia alélica entre casos e controles e portanto sujeitos as questfes
de heterogeneidade populacional’®®. Spielman, Vandesteen e Page'?® sugeriram a
utilizacdo de familias para a andlise de associacdo com o objetivo de evitar resultados

falso positivo dos estudos caso-controle quando o grupo controle ndo esta
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apropriadamente pareado aos casos. A frequéncia de quais alelos s&o transmitidos e nédo
transmitidos aos filhos afetados é comparada com a expectativa de uma heranca
Mendeliana de 50%. A populacdo brasileira pode ser considerada uma das mais
heterogéneas do mundo devido a ocorréncia de cruzamentos étnicos entre pessoas de
diferentes origens tais como colonizadores europeus, escravos africanos e indios
americanos'®*, fato que torna a selecdo de um grupo controle adequado extremamente
dificil. A utilizacdo de estrutura familial elimina esse vies de selecéo.

Muitas doencas apresentam modos de heranca complexos devido a diversos graus
de exposicdo a fatores ambientais e/ou devido a diferencas na susceptibilidade a véarios
genes. Geralmente ndo é possivel distinguir se esses dois fatores atuam de forma

independente ou combinados'®®

. As tentativas para localizagcdo de genes envolvidos em
doengas complexas com um modo de heranga multifatorial complexo (poligénico) tem
utilizado ambos os testes de ligacdo e associacdo. Quando existe um locus principal
contribuindo para o aumento da susceptibilidade a doenca o modelo paramétrico de
analise de ligacdo utilizando familias, triades ou pares de irmaos afetados parece bem
eficaz. Entretanto se existem varios genes com efeito pequeno a moderado envolvidos com
a doenca o tamanho amostral necessario para este tipo de estudo torna-se demasiadamente
elevado. Isto acontece porque existe uma reducdo do compartilhamento excessivo de
alelos em genes com efeito pequeno a moderado. Métodos ndo parametricos de analise de
ligacdo tem sido desenvolvidos para adequar-se as doencas complexas. As invés de buscar
a transmissdo de um gene hipoteticamente causador da doenca 0 método ndo parameétrico
examina quais regides do genoma de parentes afetados sdo idénticas por descendéncia'®®.
A busca por associacdo alélica € uma alternativa quando estuda-se doencas
complexas. O objetivo é verificar se individuos afetados compartilham o mesmo alelo de
um determinado marcador independentemente ou seja analisa o compartilhamento
excessivo de alelos especificos em individuos derivados de uma populacdo especifica e
afetados pela doenca’®. Nosso estudo encontrou evidéncia estatistica de associacio entre
0s SNPs rs1935881 e rs1342913 situados no gene FAMS5C e a PA nesta populacdo
composta por familias brasileiras. Como este estudo de associacdo foi feito em familias os
resultados positivos de associacdo sdo robustos tanto com relagdo ao viés resultante de
estratificacdo da populagdo quanto por mistura de etnias'*’. Nenhum resultado positivo de
ligacdo foi encontrado entre a PA e os marcadores genotipados nesta populagdo ou seja
nenhum marcador foi compartilhado por todos os individuos afetados e ndo compartilhado

por individuos sadios. A escolha pelo método ndo paramétrico na analise de ligagdo esta
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relacionada com o resultado obtido na anélise de segregacdo que indicou modo de heranca
poligénico da PA nesta populacdo compativel com o fato da doenca ser reconhecida na
literatura como multifatorial complexa'®. Segundo Risch e Merikangas'?® quando existe a
hipotese de varios genes de efeito pequeno a moderado atuando na etiologia de uma
doenca complexa o tamanho amostral necessario para resultados positivos de ligacdo
torna-se inviavel. Sendo assim podemos especular que talvez o poder estatistico do nosso
estudo ndo seja suficiente para a analise de ligacdo. Nestes casos a busca por associacdo
torna-se mais apropriada. Embora existam poucos dados publicados sobre a associagéo de
polimorfismos genéticos no gene FAM5C com doencas em humanos a associagado parece
biologicamente plausivel.

O gene FAMS5C (ldentificacdo do gene 339479)™"° est4 localizado no cromossomo
1g31.1 é composto por 8 éxons e codifica uma proteina homénima composta por 766
aminoacidos. FAM5C foi originalmente identificada no cérebro de ratos como uma
protefna influenciada pela proteina 6ssea morfogenética e pelo 4cido retindico'*. FAM5C
estd localizada na mitocondria e a super expressdo desta molécula leva ao aumento da
migracdo e invasdo de células pituitarias ndo-tumorogénicas*®. A mitocondria tem a
capacidade de ativar diversos mecanismos moduladores de proliferacdo celular além de
promover a apoptose’*!. FAM5C também esta relacionada com um fenétipo relevante de
alteracdes celulares no masculo liso associado com a formacéo e vulnerabilidade de placas

132133 Existem alelos de FAM5C associados com a susceptibilidade

ateroescleroticas
aumentada a enfarto do miocardio™*. Os resultados obtidos na priorizagdo dos genes
candidatos a periodontite com o auxilio do programa ENDEAVOUR'® destacou o gene
FAM5C como um dos principais genes candidatos a periodontite na regido de interesse. O
ENDEAVOUR baseia-se na similaridade entre os genes candidatos ou genes contidos
na regido de interesse e 0s modelos contruidos a partir de uma lista de genes envolvidos no
mecanismo biolégico de interesse’®. Além da validacdo feita por Aerst, Lambrechts,
Maity, VanLoo, Coessens, Desmet et al.**®, outras publicaces confirmaram a eficiéncia
do ENDEAVOUR na identificacdo de novos genes candidatos™’ %, O resultado do
ENDEAVOUR™ nos motivou a realizar outros experimentos de bioinforméatica buscando
relacionar o gene candidato FAM5C e a periodontite agressiva, assim como a realizacdo
do sequenciamento de FAM5C nos individuos homozigotos para o haplétipo associado a
PA, esperando q esses individuos pudessem “carregar” a mutagdo de risco para a doenca .

H& mais de 20 anos tornou-se Obvio que a regulagdo dos genes a nivel de

transcricio ¢ um dos pontos cruciais no entendimento de como a informagéo
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geneticamente estocada € processada para determinar 0s mecanismos biol6gicos
observados nas doencas. Varios metodos de identificacdo dos sitios de ligacdo dos genes e

0% ¢ uma base de

seus fatores de transcricdo tem sido desenvolvidos. O TRANSFAC 7.
dados que coleta e prové informacédo sobre os sitios de ligacdo dos genes e seus fatores de
transcricdo visando gerar um mapa regulatério para todo o genoma'*®. Os fatores de
transcricdo desempenham uma funcdo importante na regulacdo e expressdo génica além de
fornecer informacéo estrutural sobre os genes'*. O TRANSFAC 7.0*° foi utilizado para
observar alteraces de possiveis fatores de transcricdo nos sitios de ligacdo dos dois
marcadores associados com a PA (rs1935881 e rs1342913) neste estudo quando ocorre a
mudanca de bases do alelo comum para o alelo raro. Este tipo de experimento de
bioinforméatica foi realizado com o objetivo de esclarecer possiveis funces destas
variantes na etiologia da PA.

A sequéncia do marcador rs1935881 com o alelo comum (A) parecer abrigar uma
sequéncia secundaria que serve como sitio de ligacdo para dois fatores de transcricao:
C/EBPalp e Oct-1. A sequéncia com o alelo raro (G) destroi ambos os sitios de ligacao.
Visto que o alelo comum (A) é o mais transmitido nesta populacdo, ambos os fatores de
transcricdo parecem desempenhar funcdes regulatorias importantes no gene FAM5C que
podem ajudar na compreensdo dos mecanismos bioldgicos relacionados a resposta do
hospedeiro a periodontite agressiva . C/EBPalp é um gene localizado no cromossomo 19
(19913.1) em humanos e codifica uma proteina com 0 mesmo nome. Esta proteina
interage com as proteinas quinase CDK2 e CDK4 inibindo o desenvolvimento e funcéo
delas. CDK2 codifica inibidores dos genes CDK4 e CDK6 que sdo responsaveis pela
proliferacéo celular e supressio de células tumorais'*®. O gene Oct-1 cujo nome oficial é
POU2F1 é um gene localizado no cromossomo 1 (1g22-1g23) em humanos. Kang,
Gemberling, Nakamura, Whithy, Honda, Fairbrother et al.**' demonstrou que a proteina
codificada por Oct-1 é fosforilada in vivo em resposta ao estresse oxidativo e
genotoxicidade. Com relacdo ao marcador rs1342913 a sequéncia com o alelo raro (alelo
G), considerado o alelo ancestral na base de dados da UCSC®® | e 0 mais transmitido nesta
populacdo, parece criar um sitio de ligacdo para Spl. Spl é um gene localizado no
cromossomo 12 (12g13.1) em humanos e codifica uma proteina relacionada a diversos
tipos de carcinomas''®. CRE-BP1 (ATF2) é um gene localizado no cromossomo 2 (2932)
em humanos e também codifica uma proteina relacionada a carcinomas™*

Apo6s o sequenciamento de regides codificantes (exons) e ndo-codificantes

(introns) do gene FAMSC foram encontradas duas mutagdes: rs57694932 (A>G) e
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rs10494634 (A>T) ambas localizadas em intron e, portanto, ndo responsaveis por
alteracOes estruturais dos produtos genéticos. Entretanto essas mutagdes podem ter efeitos
regulatérios na expressdo do gene FAMS5C. Podemos observar fatores de transcri¢do
diferentes nas predicdes de afinidade com os sitios de ligacdo de ambos os SNPs quando
ocorre a troca do alelo comum pelo alelo raro na sequéncia de nucleotideos. No caso do
SNP rs57694932 (A>G) quando o alelo raro G substitui o alelo comum A surge o fator de
transcricdo ISGF-3 no sitio de ligacdo. ISGF-3 é um gene localizado no cromossomo 2
(2932.2) em humanos e codifica uma proteina membro da familia de proteinas STAT que
em resposta a varias citocinas e fatores de crescimento sofrem fosforilacdo e translocacdo
dentro no nucleo local onde atua como fator de transcricdo. Esta proteina pode ser ativada
por vérios ligantes incluindo INF-a, INF-3, PDGF e a IL-6. Esta proteina também
participa da expressdo de varios genes um ponto importante para a viabilidade celular em
reposta a varios estimulos celulares e patogénicos'®>. Em relacdo ao SNP rs10494634
(A>T) quando o alelo raroT substitui 0 alelo comum A na sequéncia de nucleotideos
podemos observar um fator de transcri¢do adicional: NF-1 localizado no cromossomo 17
(17911.2) em humanos. Mutagdes nesse gene estdo relacionadas com a neurofibromatose
do tipo 1 e com a leucemia mielomonocitica*™ além de doencas cardiacas congénitas™®.
Apesar dessas duas mutacdes encontradas no sequenciamento do gene FAMS5C néo
estarem associadas com a periodontite agressiva, existe um fraco a moderado desequilibrio
de ligacdo entre a variante rs57694932 e o SNP rs1342913 previamente associado com a
periodontite agressiva neste estudo. Podemos sugerir que o gene FAMS5C contribui para a
etiologia da periodontite agressiva baseado no fato de que existe associacdo entre
marcadores genéticos no gene e a periodontite agressiva nesta populacdo e que 0s
provaveis fatores de transcricdo presentes nos sitios de ligagdo destes marcadores
genéticos tem mecanismos bioldgicos muito préximos ao observado na resposta imuno-
inflamatéria do hospedeiro a periodontite.

Este estudo em familias encontrou associacdo entre os SNPs rs1935881 (G>A) e
rs1342913 (A>G) localizados no gene FAM5C e a PA. Esta associacdo positiva pode ser
devido tanto aos efeitos diretos dos SNPs quanto os SNPs podem estar associacdo com
uma variante desconhecida na mesma regido que leva a doenca. Além disso, as sequéncias
de nucleotideos desses dois SNPs proximo as variantes polimérficas apresentam-se bem
conservadas na analise comparativa entre diferentes espécies de seres vivos. Sendo assim,
podemos especular, que se 0 SNP estd em uma sequéncia relativamente bem conservada,

uma variacdo poderia alterar alguma funcdo do gene ainda néo identificada*? Estudos
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funcionais sdo necessarios para revelar o mecanismo subjacente as associagdes observadas

neste estudo.
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6 CONCLUSAO

Os resultados desse estudo demonstraram que:

a) 0 modo de heranga mais adequado para cada teste de susceptibilidade dos
alelos foi o modelo semigeral principalmente quando considerou-se 3
fatores de susceptibilidade com efeitos decrescentes (p=0,31). Este modelo
de transmissdo sugere que existe um excesso na transmissdo dos alelos de
risco para a PA pelos pais heterozigotos fornecendo suporte para a hipétese
que variantes genéticas exercem um papel importante na patogénese da PA
e que poucos loci com efeitos relativamente pequenos contribuem para a
doenca independente da interacdo com fatores ambientais;

b) os SNPs analisados ndo encontram-se em ligacdo ou seja ndo existe
evidéncia estatistica de que os alelos causadores de doenca estejam
fisicamente proximos dos marcadores genéticos utilizados nesse estudo
dentro da regido cromossdmica avaliada na populacao;

c) foi encontrada associacdo entre os seguintes SNPs e a PA: rs1342913
(p=0,03) localizado na regido 1g31.1 no intron 6 e 7 do gene FAM5C e
rs1935881 (p=0,03) localizado na regido 1q31.1 na terminagdo 3’ do gene
FAM5C. Ambos os SNPs associados com a periodontite agressiva nesta
populacdo (rs1935881 rs1342913) ndo estdo em desequilibrio de ligacdo
entre si sugerindo que eles contem informacdo genética independente.
Ainda os haplétipos com valor de p significantes (p < 0,05) estdo sempre
relacionados com os alelos desses dois SNPs;

d) foram encontradas duas mutacdes em duas regides intrénicas conservadas
em FAMS5C nos individuos que possuem o haplétipo associado com a PA
nesta populacdo. Cada uma dessas variantes esta relacionada a um SNP:
rs57694932 (A>G) e rs10494634 (A>T) ambos localizados na regido
1g31.1. Esses dois SNPs ndo estdo associados a PA nesta populacdo, mas
0s SNPs rs1935881 e rs57694932 apresentam um fraco a moderado
desequilibrio de ligagdo (D’=0,655);

e) podemos sugerir que o gene FAM5C contribui para a etiologia da PA
baseado no fato de que existe associacdo entre marcadores genéticos no

gene e a doenca nesta populacéo.
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Abstract

Aim: To evaluate the inheritance mode of aggressive periodontitis in a collection of
families with a similar peographic origin.

Materials and Methods: Sepregation analvsis was performed in pedigree data from
74 families by the use of the SEGREG program of SAGE v.5.4 2. Homogeneous no
transmission, homogeneous Mendelian transmission, homogeneous general
transmission, semi-general transmission and heterogeneous general transmission
models were tested assuming the prevalence of aggressive periodontitis as 1% and no
deviations from Hardy=Weinberg equilibrium. The parameters of the model were
estimated by the method of maximum likelihood, which provides the overall

In (likelihood), -2In and the AIC (Akaike’s score) for each model. The likelihood

ratio test (LRT) was used to compare each model against a fully general model

(p=0.05),

Results: The most parsimonious mode of inheritance was the semi-general
transmission maodel that allows the heterozyeote ransmission probability to vary.
Conclusion: This result provides strong support for the hy pothesis that genetic factors
play a role in aggressive periodontitis and that a few loci, each with relatively small
effects, contribute to aggressive periodontitis, with or without interaction with

environmentzal factors.
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Patients with aggressive periodontitis
are characterized by a rapid and severe
periodontal destruction around molars
and/or incisors, which can become gen-
eralized and affect adjacent teeth when
not treated. Clinical signs and the onset
of the disease can be seen around pub-
erty, but the infection around first
maolars is thought to happen at an earlier
age. Epidemiological surveys have
shown that the prevalence of aggressive
periodontitis varies among ethnic groups,
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regions and countries and may range
from 0.1% to 15% (Albandar et al
1997). A greater prevalence is reported
in  Africans and African-descendent
groups than it is i Caucasians and
Hispanics (Lo & Brown 1991). Aggres-
sive periodontitis  shows remarkable
familial aggregation (Movak & MNovak
1996y, It seems to be inherited in a
Mendelizn manner, and both autoso-
mal modes (Long et al. 1987, Marazita
et al. 1994) and X-linked transmission
(Hart et al. 1992} have been proposed.
Although the genetic models may dif-
fer, there is a consensus that genetics
play an important role in aggressive
periodontitis.

To investigate the role of genetic and
environmental influences on aggressive

periodontitis, we tested a series of Men-
delian segregation models, which were
fitted in the presence of residual familial
correlation using the SEGREG program,
as implemented in SAGE v.54.2 (S, A
G. E. 2008 ). These models assume that a
variation in the phenotype among indi-
viduals is the result of a major gene
effect, and of polygenic and residual
variations, which could create familial
correlations and random individoal var-
iation. Family-based designs provide the
opportunity to study variation in the
phenotype and provide evidence that
justifies  future family-based genetic
analysis. From these approaches comes
the possibility to localize the disease
loci through linkage analysis of obser-
ved polyvmorphisms (Elston 1992).

i 2009 John Wiley & Sons A5



Materials and Methods

Seventy-four probands with aggres-
sive periodontitis were identified and
recruited at the Periodontology Depart-
ment at the Rio de Janeiro State Uni-
versity, in the city of Rio de Janeiro, and
UNIGRANRID in the city of Dugque de
Caxias, both in the state of Rio de
Janeiro, Brazil. Diagnosis of aggressive
periodontitis was based on the 1999
Consensus Classification of Periodontal
Diseases (Armitage 1999, In brief, indi-
viduals with 10 or more teeth with inter-
proximal sites with at least 4 mm of
clinical attachment loss and at least
4mm pocket depth (two of these teeth
must be first molars showing at least
Smm of clinical attachment loss and at
least 4mm of probing pocket depth) and
radiographic  evidence of advanced
alveolar bone loss were defined as gen-
eralized aggressive periodontitis. Loca-
lized aggressive periodontitis was the
clinical diagnosis if the individuals had
fewer than 10 teeth with inter-proximal
sites with the same criteria presented
above. Incipient aggressive periodontitis
was the definition for individuals that
had two or more first molars showing at
least 4mm of clinical attachment loss
and at least 3mm of probing pocket
depth and radiographic evidence of
alveolar bone loss. All individuals diag-
nosed with any of the three types of
aggressive periodontitis described above
were considered as affected in  this
study. If individuals were edentulous
and reported having lost all their teeth
at voung age (before 35 vears), for no
obvious reasons such as trauma or
extensive cavities, this was recognized
as a potential indicator that they started
as an aggressive periodontitis case and
we also designated them as affected. In
addition, the following information was
collected by the same examiner from all
probands and family members: affection
status, gender, age, family relation-
ship and ethnicity, cigarette smoking
habits, current medications taken and
general health status. In addition, clin-
ical data (pocket probing depth and
clinical attachment level) and radiologi-
cal examinations were collected from all
participants. Individuals with co-existing
maorbidities (e.g. diabetes) or smokers
were not defined as affected to minimize
the risk of madvertently including chronic
periodontitis in the analysis.

The smdy sample of 74 families,
comprised of 475 individuals (average
6.4 individuals per family), is summar-

i3 20049 John Wiley & Sons A8
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Table |. Numbers of Individuals by pheno-
type and gender in 74 families with at least a
prohand affected with aggressive periodontitis

Phenotype and Mumber of
gender individual s
Affected
Male 55
Female a7
Unaffected
Male 162
Female 161
Tota 475

Tabie 2. Distribution  of  aggressive  perio-
dontitis individuals across pedigrees and pedi-
gmees size range

Number of Mumber of Pedigres
affected/pedigree pedigrees  size (mnge)
1 26 310

2 6 310

3 13 4-13

4 T 617

5 2 a-15
Tota T4 17

ized in Tables 1 and 2. The male:female
ratio was (0.8, with 217 males and 258
females. Fifty-four of these families
have obvious African ascendency. The
study protocol was approved by both the
Ethical Committee of the Rio de Janeiro
State University and University of Pins-
burgh, and informed consent was
obtained from all individuals prior any
research activity.

To evaluate the inheritance mode of
the aggressive periodontitis phenotype,
segregation analysis was performed in
the 74 families recruited. Pedigrees of
the affected individuals were con-
structed and all the relatives enrolled.
We used the SEGREG program of
SAGE v.542 (5. A G. E. 2008). Men-
delian inheritance was assumed to be
through an autosomal locus with two
alleles A and B, where the A allele was
associated with the relevant phenotype.
The likelihood for family data (Elston &
Stewart 197 1) was calculated as a func-
tion of the genotype-specific baseline
susceptibility parameters (faa.  fan.
fan), the population allele frequency
(g) assuming Hardy-Weinberg equili-
brium, and the probability that a parent
with each genotype will tansmit the
allele A (Tia. Tan. Tep) We tested
homogeneous no transmission, homaoge-
neous Mendelian wansmission, homoge-
neous general transmission,  semi-
general transmission and heterogenaous
general ransmission (5. A. G. E. 2008)

100

469

assuming the prevalence of aggressive
periodontitis in this population as 1%
(Tinoco et al. 1997, Susin & Albandar
2005) and no deviations from Hardy-
Weinberg equilibrium. Each inheritance
mode was tested under the following
susceptibility types: two susceptibility
lociffactors, two susceptibility lociffac-
tors with dominant or with recessive
effects, three susceptibility lociffactors,
and three susceptibility loci/factors with
decreasing or with increasing effects.
The parameters of the model were esti-
mated by the method of maximum like-
lihood, and provides the owerall In
(likelihood), <2Iln, and the AIC
(Akaike's score) for each model. We
used the likelihood ratio test (LRT) to
compare each model against a fully
general model. Unlike the procedure
for usually interpreting p-values, we
need to look at povalues that are
=005 (assuming an @ of 0UW5). The
general model acts as the “alternative’
hypothesis. In each case, the general
model has the most parameters being
estimated, whereas the more restrictive
maodel is the nested **null™. So, for each
test, we either *‘reject”” the more restric-
tive model in favor of the general mod-
el, if the pvalue is <005 or, we
“cannot reject” the more restrictive
maodel (p-valuez 0.05). For any given
maodel, the AIC is — 2In+ 2k, where k is
the number of parameters estimated.
The model with the lowest AIC was
considered to be the most parsimonious
among equally likely models.

Results

The segregation analysis results are
summarized in Table 3. Compared
with the general model, the “‘no trans-
mission model’ ", which indicates no
genetics contributions  to  aggressive
periodontitis, was rejected by our segre-
gation malysis (p= 002 or lower for all
tests). The models that incorporated
homogeneous or heterogeneous trans-
missions (the presence of a major gene
effect with possible additional polygenic
effects) also failed to provide an ade-
quate fit to the data, and these Mende-
lian models were rejected when
compared with the general transmission
model (p= 002 or lower for all tess),
The most parsimonious mode of inheri-
tance in each susceptibility type tested
was the semi-general transmission mode
(Tap free), particularly in the three sus-
ceptibility loci/factors with decreasing
effects (p =0.31). This best fit model
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Tabie3. Parameter estimates and model s-fitting from segregation analysis of aggressive periodontitis families

Parameters Muodels
Homogeneous Homogenenons Homogeneous Semigeneral Heterpeneous
10 transmission Mendelian general transmi ssion general
With two- With two- With two- With two- With two-
suscepti bilities susceptibilities susceptibilities susceptibilities susceptibilities
g 1 1 1 1 1
T AA) - 1 1 1 1
T AB) - 0.5 05 1 0.5
T BB) - 0 1 [i] 1
FiaA) 1 1 1 1 1
L AB) 0 i 0 0 i
BB} 0 i 0 0 i
2L — 222,60 = 222,60 23149 23149 — 237,40
LN 111.30 111.30 115.74 115.74 11870
LR 14.79 14.79 590 590 -
p-value 002 01 0015 005 -
Mo, parameters estimated 3 3 1 2 -
AlIC — 214,60 — 21660 22549 22549 — 229,40
Homogeneous no Homogeneous Homogeneous Semigeneral Hetermgeneous
transmission Mendel ian general transmission general
With two- With teo- With two- With two- With two-
susceptibilities susceptibilities susceptibilities susceptibilities susceptibilities
Dominant Dxarmimant Daminant Dominant [Dorminant
q 1 1 1 1 1
T AA) - 1 1 1 1
T AB) - 0.5 05 1 0.5
(BB - Q 1 0 1
AA) 1 1 1 1 1
i AB) 0 0 i i i
BB 0 0 0 0 0
—2LN — 22260 — 22260 — 23149 —231.49 — 237.40
LM 11130 111.30 11574 115.74 115,70
LR 14.79 14.79 590 5.90 -
p-value Q002 Q.01 s 0052 -
No. parameters estimated kS kS 1 2 -
AlC — 21660 — 216.60 — 22549 —225.49 — 229.40
Homogeneous no Homogensons Homogeneous general Semigeneral Heterogeneous general
trans mission Mendelian With two- trnsmission With two-
With two- With two- susceptibilities With two- susceptibilities
susceptibilities susceptibilities Recessive susceptibilities Recessive
Recessive Revessive Recessive
q 1 1 1 1 1
T AA) - 1 .91 1 1
i AB) - 0.5 1 042 042
(BB} - ] (.60 Q 0
FiaA) 1 1 1 1 1
L AB) i i i 0 i
BB 0 0 0 0 0
= 2LN ~75.65 — 25876 — 303,70 33265 = 337.55
LM 17.82 120,38 151.85 16632 168.77
LR 261.8 TRIR 3384 4.0 -
p-value (L0001 (L0 XL (L8R -
No. parameters estimated i i 1 2 -
AlIC —69.65 — 25276 — 20370 32465 — 329,55
Homogeneous no Homogeneous Homogeneous General Semigeneral Hetemgeneons
transmission Mendelian With three- transmission general
With three- With three- susceptibilities With three- With three-

susceptibilities

susceptibilities

susceptibilities susceptihilities

4

Tl AA)
T AB)
T{BB)

1

05
099

1 1
1 1
1 1
i i

i 2009 John Wiley & Sons ASS
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Homogeneous no
transmission
With three-
susceptibilities

Homaogeneous
Mendelian
With three-

susceptibilities

Homogeneous CGeneral
With three-
susceptibilities

Semigeneral
transmission
With three-

susceptibilities

Hetemgeneous
peneral
With three-
suscepti bilities

HAaA) 1 1 1 1 1
HAB) i} i i i 0
BB 0 0 0 0 0
=2LN —=226.49 =23783 —=244.10 — MB8.98 —254.68
LM 113,24 11891 122105 124.49 127.34
LR 28.19 16.85 1058 570 -
p-value (L0001 (LK (001 (L{58 -
Nao. parameters 3 3 1 2 -
estimated
AlC ~218.40 _ 22083 —234.10 — 240.9% —266%
Homogeneons no Homaogeneous Homogeneons general Semigeneral Hetermpeneous
transmission Mendelian With three- transmission general
With three- With three susceptibilities With three- With three-
susceptibilitics susceptibilities Drecreasing smceptibilities suscept bilities
Drecreasing [Decreasing Drecreasing Drecreasing
q 0 0 0 0 0
Tl AA) - 1 (.20 1 1
T AB) - 05 i i 0
T{BB) - i .17 0 Q
HAA) 0 1] 0 0 0
AR 0 0 0 0 0
HBB) 1 1 1 1 1
=2LN =131.20 =25253 22081 — 33649 33879
LM 65,60 12626 11340 168.24 169,38
LELC 207.5 86,26 111.9 2,303 -
p-value 0.0001 00001 0.0001 0.31 -
No. parameters 3 E] 1 2 -
estimated
AlC -123.20) -244.53 214,81 -328.49 -330.79
Homogeneons no Homaogeneous Homogenesons general Semigeneral Hetermpeneous
transmission Mendelian With three- transmission general
With three- With three- susceptibilities With three- With three-
susceptibilities susceptibilities Increasing mmceptibilities suscepti bilities
Increasing Increasing Increasing Imcreasing
q 1 1 1 1 1
T AA) - 1 1 1 1
AB) 05 0.5 1 1
T BB) - i 042 {0 0
AA) 1 1 1 1 1
HAB) 0 ] 0 0 Q
BB i} i i i 0
—2LN =222 —59132 —242.50 — 8§74 —BTE.ER
LM 111.12 2566 121.2%9 437.00 439,44
LR 6566 2875 6362 457 -
p-value 0.0001 00001 0.0001 (08T -
Nao. parameters 3 3 1 2 -
estimated
AlC =214 — 58332 =3232.59 — Boa.l — BT8R

The models “homogeneous no tansmizsion’

. “homogeneous Mendelian ™, *‘homogeneous general™, and “‘semigeneral”’ are always compared to the

“*heterogeneous general”” model {last column). Also, assumptions such as the effect of susceptibility alleles is dominant, recessive, decreases from one
allele to the other, or increases from one allele to the other are included. The maodel with the lowest AIC and with a p-value = (105 is the hest-hitting
mdel for the data In these esults, the semigeneral mode] was abways the best-fitting mode].
g, gene frequency; TiAA), TIAB), f(BB), transmission probabilities; flAA), S(AB), MBB), hascline parameters for types AA, AB, BB-2LN, log
likelihond; LN, likelibood; LRC, likelihond mtio criterion; AIC, Akaike's score.

allows the heterozygote transmission
probability to vary (ie. suggests an
excess of risk alleles being transmitted

from heterozygous parents.

) 2009 John Wiley & Sons ASS

Discussion

The current understanding of the patho-
genesis of periodontal diseases suggests

that they occur as a result of complex
interactions between periodontopathic
microorganisms and host factors. The
aetiology, although unclear, includes the
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sum of environmental and genetic fac-
tors, which can result in variations in
inflammatory or immunological pro-
cesses (Diehl et al. 2003). For these
reasons, periodontitis is considerad as a
complex disease whose phenotype is
determined by both the genetic trait as
well as the environmental influences on
the affected individual {Yoshie et al.
2007). These types of complex traits
pose special challenges for genetic ana-
Iysis because of gene—gene and gene—
environment interactions, genetic het-
erogeneity, low penetrance and limited
statistical power (Glazier et al. 2002).

Aggressive periodontitis shows strong
familial aggregation which suggests the
presence of a genetic component (Van
der Velden et al. 1993, Tinoco et al.
1908 ). Previous segregation analyses of
families with aggressive periodontitis
support a major locus hypothesis ad
potential inheritance models  include
autosomal dominant (Boughman et al.
1986, Marazita et al. 1994), autosomal
recessive (Long et al. 1987) and X-
linked dominant (Hart et al. 1992),

Our results confirm our hypothesis
that genetic factors play arole in aggres-
sive periodontitis and we were able to
rule out the *no transmission”™ model in
our segregation analysis. The best fit
model in our data was the model that
allows the heterozygote transmission
probability to vary, called the semi-
general transmission model (t,p free)
The usual interpretation for this kind of
result is that there is evidence of trans-
mission; however, the transmission is
not of a straightforward single Mende-
lian gene. We can also rule out a large
number of small gene effects. Therefore,
the best explanation is a few major loci
contributing to aggressive periodontitis,
with or without some interactions with
environment factors.

Our study has obvious limitations.
Out of the 475 individuals included in
the analysis, 40 were younger than 15
wears of age. One can argue that a subset
of these children could develop aggres-
sive periodontitis at a later age, and if
they were included in the analysis our
results could have been different. To
address this concern, we have also ana-
Iysed our data including age of onset at
15 vears of age as a variable. The results
of this data manipulation did not sub-
stantially change the results reported
here (data not shown). Another limita-
tion is the possibility that localized and
generalized diseases are distinct entities.
The difference between localized and
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Tahie 4. Distribution of aggressive periodontitis phenotype among prohands and relatives per

family

Number of Incipient aggressive Localized aggressive Genenilized aggressive
families perodontitis perodontitis penodontitis
9 X X x

1 X X

f X X

3 X x

0 X

13 X

42 x

74

generalized agpressive periodontitis is
in the number and type of teeth invol-
ved, and the two diseases will progress
similarly. Furthermore, around 35% of
originally classified localized disease
will progress to generalized disease
(Brown et al. 1996). Also, among the
74 families studied, 13 families have
only cases of localized disease and 42
families have only cases with general-
ized disease. The remaining 19 families
had “‘mixed’” families, with cases of
incipient, localized and generalized dis-
ease (Table 4). These data can be used
to support the hypothesis that general-
ized and localized disease may be
caused by distinct genetic factors but
there is obvious overlap as evidenced
from the presence of “mixed”” families.
In addition, these data do not necessarily
preclude our assumption that a similar
inheritance maode is operating for both
localized and  generalized  diseases.
Future approaches should investigate
more discreet groups {only localized
disease families, only generalized dis-
ease families, and “‘mixed’” families)
when sample sizes permit. Finally, an
inherited difficulty of genetic studies of
periodontitis is the disease modification
by environmental factors. In some
families with relatively older members,
one could argue that aggressive perio-
dontitis could be mimicked in indivi-
duals who have advanced chronic
periodontitis due to extremely poor
oral hygiene coupled with other risk
factors such as smoking or co-existing
maorbidities like diabetes. To minimize
this risk, individuals with these environ-
mental confounders were not included
as affected in the analysis.

The statistical genetic evidence we
are presenting here supports a few major
loci involvement in aggressive perio-
dontitis and family linkage smudies can
be used to search for the genes contri-
buting to aggressive periodontitis. Pre-
viously, only three family linkage

studies have been performed on families
with aggressive periodontitis (Bough-
man et al. 1986, Hart et al. 1993, Li
et al. 2004). The first two swudies sug-
gested that a locus responsible for
aggressive periodontitis was located on
chromosome 4, while the last study
reported evidence of linkage on chromo-
some 1g25. In addition, mutations were
described in the eathepsin © gene, the
gene defective in the allelic syndromes
Papillon-Lefévre and Haim-Munk (Hart
et al. 2000a), in aggressive periodontitis
families (Hart et al. 2000k, Noack et al.
2004, 2008a,b). The aggressive perio-
dontitis in these paricular families is
autosomal recessive, and the results of
the segregation analysis presented here
suggest that families segregating carhe-
psin C mutations ( phenocopies of aggres-
sive periodontitis) are probably not
frequent among the 74 families studied.
In summary, our segregation analysis
supports a semi-general transmission
model (tup free) for aggressive perio-
dontitis. Thus, it is more likely that a
few loci with small effects contribute to
aggressive periodontitis, with possibly
the influence of environmental factors.
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Clinical Relevance

Scientific rationale for the study:
Understanding the mode of inheri-
tance of aggressive periodontitis can
better guide future molecular stdies
aiming to identify contributing
genetic factors to the condition.

Principal findings: Our results pro-
vide strong support for the hypoth-

esis that genetic factors play a role in
aggressive periodontitis, under a
model of variable heterozygote trans-
Practical implications: Family-based
designs provide the opportnity to
study wariation i the phenotype
and provide evidence that justifies
future family-based genetic analysis.

From these approaches comes the
possibility to localize disease loci
through linkage analysis. The identi-
fication of the genetic variation lead-
ing to aggressive periodontitis can
improve individual risk assessments
of this condition in the fomre.

) 2009 John Wiley & Sons A8
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ANEXO — Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da UERJ

o, o . A T S c =
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El l”f.l ;:' HOSPTTAL LINTVERSTTARTO PEDRQO FRNESTO :
%'Sulm'& COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 22 de julho de 2004

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Paulo José D'Abuguerque Medeiros

Para: Aut. Flavia Martinez de Carvalho
Orient. Prof. Eduardo Muniz B. Tinoco

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apos avaliacao,
considerou o projeto (940-CEP/HUPE) "PREFIL GENETICO E MICROBIOLOGICO DE INDIVIDUOS
COM PERIODONTITE AGRESSIVA E SEUS FAMILIARES" aprovado, encontrando-se este dentro dos
padroes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme Resolucdo n.°196 sobre pesquisa
envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, bem como
o0 consentimento livre e esclarecido.

0O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta comissao

um sumario dos resultados do projeto.
aA/{ : i

Prof. Paulo Josg D'Abfiquerque Medeiros
Membro do ité dé Etica em Pesquisa
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