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Resumo

Introdugdo: o sistema RANKL (receptor-ativador do fator nuclear-ligante kB)/RANK (receptor ativador do NF-kB)/OPG (osteoprotegrina)
Introdugdo: o sistema OPG (osteoprotegrina)/RANK (receptor ativador do NF-kB)/RANKL (receptor-ativador do fator nuclear-ligante
KB) regula os processos fisioldgicos e patoldgicos da remodelagdo dssea. Polimorfismos genéticos nos genes OPG, RANK e RANKL tém
sido associados a doengas, em diferentes populagdes. Objetivo: Descrever a frequéncia e o potencial regulatério dos polimorfismos
do sistema OPG, RANK e RANKL em uma populagdo brasileira; avaliar o seu potencial como marcadores genéticos informativos de
ancestralidade; comparar com patologias associadas em outras populagdes. Metodologia: neste estudo, 506 individuos adultos,
participantes de uma coorte acometidos de asma e periodontite, tiveram o DNA gendmico extraido e genotipado, utilizando-se a
plataforma lllumina. As plataformas NCBI, RegulomeDB, Haploview 4.2 e rSNPBase foram consultadas e utilizadas para analises.
Resultados e Discussdo: os polimorfismos mais frequentes na populagdo estudada foram o rs3102724 no gene OPG, com frequéncia
de menor alelo (MAF) de 46%; o rs4941129 em RANK, MAF 50%; e o rs9525641 em RANKL, MAF 46%. Os rs3134063 (1f) em OPG,
rs17069898 (1f) em RANK e rs2200287 (1d) em RANKL apresentaram maior impacto funcional. Em OPG e RANK, nove polimorfismos
se caracterizaram como marcadores genéticos informativos de ancestralidade, com predominio nas populag&es YRI (africanos) e CEU
(europeus). Os nove polimorfismos, com fungdo intronica, apresentaram MAF entre 2 a 46% na populagdo-alvo e foram associados a
patologias do metabolismo dsseo em outras populagdes. Conclusdo: polimorfismos dos genes estudados se mostraram frequentes
na populagdo estudada e tiveram seus alelos mais frequentes associados a doengas em populages ancestrais. Sugere-se que sejam
realizados mais estudos.

Palavras-chave: Polimorfismo de Nucleotideo Unico. OPG. RANK. RANKL. Ancestralidade.

Abstract

Introduction: The OPG (osteoprotegerin)/ RANK (NF-kB activating receptor)/ RANKL (nuclear-binding factor kB receptor-activating
system regulates the physiological and pathological processes of bone remodeling. Genetic polymorphisms (SNPs) in OPG, RANK
and RANKL genes have been associated with diseases in different populations. Objective: Describe the regulatory frequency and
potential of SNPs in OPG, RANK and RANKL in a Brazilian population; assess their potential as informative genetic markers of ancestry;
compare with pathologies associated with these polymorphisms in other populations. Methods: in this study, 506 adult individuals,
participating in a cohort involving asthma and periodontitis, had genomic DNA extracted and genotyped using the lllumina platform.
The NCBI, RegulomeDB, Haploview 4.2 and rSNPBase platforms were consulted and used for analysis. Results and discussion: the
most frequent polymorphisms in the studied population were the rs3102724 in the OPG gene, with the lowest allele frequency (MAF)
of 46%; rs4941129 in RANK, MAF 50% and rs9525641 in RANKL, MAF 46%. The rs3134063 (1f) in OPG, rs17069898 (1f) in RANK and
rs2200287 (1d) in RANKL, had greater functional impact. In OPG and RANK, 9 SNPs were characterized as informative genetic markers
of ancestry, predominantly in YRI (African) and CEU (European) populations. These 9 SNPs, with intronic function, presented MAF
between 2 and 46% in our population, and were associated with pathologies in bone metabolism in other populations. Conclusion:
SNPs of the studied genes were found to be frequent in the studied population and had their most frequent alleles associated with
diseases in ancestral populations. It is suggested that further studies be carried out.
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O tecido dsseo é metabolicamente ativo e o sistema
OPG (osteoprotegrina) / RANK (receptor ativador do NF-
-kB) /RANKL (receptor-ativador do fator nuclear-ligante
kB) regulam a reabsorgdo e a deposigdo éssea que ocor-
rem no processo de remodelagdo dssea. Esse sistema esta
envolvido no metabolismo ésseo e no sistema imunoldgi-
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co em processos fisiologicos e patoldgicos (BOYLE et al.,
2003; ONO etal., 2020). O RANKL esta expresso em varios
tipos de células, como fibroblastos, linfdcitos B, linfocitos T
(COCHRAN et al., 2008), odontoblastos, ameloblastos (SIL-
VA et al., 2008), osteoblastos e ostedcitos. Sendo assim,
ele tem sido adotado para o tratamento da osteoporose,
artrite reumatoide e tumores, como o cancer de mama
(ONO etal., 2020). O RANKL liga-se ao seu receptor RANK
em macrdéfagos, precursores dos osteoclastos, resultando
na diferenciagdo destes em osteoclastos diferenciados e
ativos que secretam enzimas responsaveis pelo aumento
da reabsorgdo dssea. A transformacgao de proteinas mor-
fogénicas dsseas relacionadas ao fator de crescimento
é o que regula os niveis de OPG. Altas concentragGes de
OPG evitam a perda 6ssea, ja que a ligagdo RANK-RANKL
é impedida, pois OPG é um receptor soltivel de RANKL.
Entretanto, na doenca periodontal, por exemplo, um au-
mento de citocinas proé-inflamatdrias no tecido periodon-
tal, como IL-1B e TNF, aumentam a quantidade de RANKL
em relacdo a OPG, levando a perda dssea (DARVEAU et
al., 2010). RANKL, RANK e OPG pertencem a superfamilia
de citocinas TNF (NAKASHIMA; HAYASHI; TAKAYANAGI,
2012; OKAMOTO et al. 2017).

O gene RANKL humano (simbolo do gene: TNFSF11)
esta localizado no cromossomo 13 (13g14.11) e codifica
uma glicoproteina com 317 aminoacidos. O gene RANK
humano (simbolo do gene: TNFRSF11A) esta localizado
no cromossomo 18 (18g21.33) e codifica um receptor
com 616 aminoacidos. O gene OPG humano (simbolo
do gene: TNFRSF11B) esta localizado no cromossomo 8
(8924.12) e codifica um receptor com 401 aminodcidos
(ONOetal., 2020). Como a via de sinalizagdo RANK/RANKL
esta ligada diretamente a formacgdo e a funcgdo dos oste-
oclastos, mutac¢Oes genéticas que resultem no aumento
dessas células aumentardo a reabsorc¢do dssea. Se o gene
que codifica OPG, que é o receptor chamariz de RANK,
sofrer exclusdo ou mutagdes podem ocorrer alteragdes
nos sinais de RANK, sem alterar os niveis de RANKL. Ja
duplicagGes no primeiro éxon do RANK, que resultem na
presenca de mais 5, 6 ou 9 aminoacidos no peptideo sinal,
podem levar a retenc¢do do receptor ndo processado na
célula, ao invés da sua inser¢do na membrana plasmatica.
Varios mecanismos acabam ativando automaticamente
esse receptor interno, produzindo sinais que levam a
geracdo de maior nimero de osteoclastos ativos (TEITEL-
BAUM; ROSS, 2003).

A expressdao de OPG, RANK e RANKL em diversas
células ja foi amplamente descrita na literatura. Polimor-
fismos genéticos nesses genes podem estar relacionados
com diversas patologias, como a periodontite, a osteo-
porose e a artrite reumatoide. A varia¢cdo da sequéncia
de nucleotideos em um alelo de um gene é conhecida
como polimorfismo, sendo os polimorfismos de nucleo-
tideo unico (do inglés Single Nucleotide Polymorphismes,
SNP) os tipos mais frequentes de alteragGes genéticas
entre os individuos. A fungdo de uma proteina pode ser
alterada por um SNP, resultando numa susceptibilidade

para o desenvolvimento do fenétipo para determinada
doencga (KOBERLE et al., 2016). Polimorfismos genéticos
nos genes RANK, RANKL e OPG tém sido descritos para
diversas doengas, ja citadas anteriormente, em diferentes
populagées. Ao considerarmos que a populagdo brasileira
apresenta grande miscigenagdo racial, sendo descendente
de trés grupos raciais principais — : africanos, europeus e
amerindios (LIMA-COSTA et al., 2015) —torna-se relevante
a descrigdo de polimorfismos genéticos dos genes OPG,
RANK e RANKL em uma populagdo de Salvador (BA), em
comparagdao com suas populacdes ancestrais (europeia
e africana), bem como a avaliagdo de quais condicdes ja
foram descritas anteriormente, associadas a tais polimor-
fismos, em outras populagdes.

METODOLOGIA

Populagdo do Estudo

Estudaram-se 506 individuos participantes de uma
coorte, envolvendo asma e periodontite, cujo DNA geno-
mico foi extraido e genotipado utilizando-se a plataforma
Illumina. Incluiram-se no estudo individuos de ambos os
sexos, com idade >18 anos, moradores de Salvador, Bahia,
Brasil. Os parentes consanguineos foram excluidos.

Esta pesquisa segue os requisitos éticos e aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa Comité da Maternidade
Climério de Oliveira (sob nimero de protocolo: 095/2012),
coordenado pelo prof. Alvaro Cruz, Faculdade de Medicina
da Universidade Federal da Bahia.

Extracdo do DNA Gendmico e Genotipagem

A extracdo do DNA foi realizada a partir de amostras
de sangue periférico dos individuos, de acordo com o
protocolo do kit Gentra® Puregene® Blood Kit (Quiagen).
As amostras foram genotipadas pela Illumina, grande
plataforma de varredura com 2,5 milhdes de marcadores
genotipados em todo o genoma. Neste estudo, as informa-
¢Oes genéticas foram extraidas de 59992543 a 60058521,
posicOes localizadas no cromossomo 18 (RANK); de
43136872 243182149 posicdes localizadas no cromosso-
mo 13 (RANKL ); e de 119935796 a 119964124, posicoes
localizadas no cromossomo 8 (OPG ), versdo do genoma:
GRCh37. Considerando a mistura genética da populagdo
brasileira, usaram-se dados disponiveis no International
HapMap Project (http://www.hapmap.org/), através do
algoritimo de Tagger, usando o programa HaploView
(http://www.broad.mit.edu/mpg/tagger/; http://www.
broad.mit.edu/mpg/haploview/) nas seguintes popula-
¢Oes: individuos residentes de Utah nos Estados Unidos,
com ancestralidade europeia setentrional e ocidental
(CEV), individuos iorubas de Ibadan, Nigéria (YRI), e
individuos da etnia han de Pequim, China (CHB). Apds a
realizagdo dos ensaios, foram considerados para andlise
SNP com taxa de genotipagem inferior a 0,98 e desequi-
librio de Hardy-Weinberg com valor de p<0.05.
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Andlises in silico

As andlises funcionais in silico foram realizadas para
cada SNP, deste estudo, presente nos genes OPG, RANK e
RANKL. Todos os polimorfismos genéticos usados neste
estudo estdo catalogados em bancos de dados publicos,
como o repositério de polimorfismos dbSNP (http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/) e a fungdo de cada variagdo
genética foi obtida no mesmo banco. O Desequilibrio de
Ligacdo (DL), que traz a associacdo de alelos no mesmo
cromossomo, mas em /oci diferentes, foi calculado pelo
software Haploview 4.2, onde também foi calculado o
grau de confianga no valor r? (BARRET et al., 2005). O
valor de r? > 0,8 foi considerado como alta correlagdo
entre os SNP (MU; ZHANG, 2013). Para a interpretacdo
de polimorfismos regulatérios no genoma humano,
utilizou-se o banco de dados RegulomeDB (www.regu-
lomedb.org), que inclui alto rendimento, conjuntos de
dados experimentais de ENCODE (Encyclopedia of DNA
Elements) e outras fontes. De acordo com as analises,
os SNP foram avaliados para afetar a expressao génica,
a funcdo da proteina e como ligacdo do fator de trans-
cricdo (FRIEDRICHS et al., 2016). No RegulomeDB, uma
pontuacdo de 1 a7 relaciona a probabilidade do impacto
do SNP na expressao do gene, onde pontuagdesde 1a 3
podem afetar a ligacdo; de 4 a 6 tém menos evidéncias
vinculativas; e ndo hd informacgdo disponivel sobre a
pontuacdo 7. O rSNPBase 3.0, um banco de dados regu-
latério dos SNP, além de fornecer anotagGes regulatdrias
intuitivas do SNP que podem ser usadas como orientacdo
concreta para estudos de acompanhamento — o rSNP-
Base 3.0 —também permite uma visdo mais sistematica
dos potenciais mecanismos regulatérios relacionados
aos seus SNP (GUO; WANG, 2018).

Marcadores de ancestralidade

As principais popula¢des do Brasil sdo de origem
europeia, africana e amerindia. Assim, as populacGes
utilizadas como pseudoancestrais foram as de origem
do norte e oeste da Europa (CEU), individuos iorubas de
Ibadan, Nigéria (YRI) e individuos han de Pequim, China
(CHB). A populagdo CHB demonstra ter frequéncias de
alelo semelhantes aos nativos americanos (SILVA et al.,
2015). Para verificar essa diferenca entre as populacGes
gue deram origem a populagao brasileira, utilizaram-se
os AIM (do inglés Ancestry Informative Markers). Esses
marcadores genéticos informativos de ancestralidade
mostram grandes variagdes de diferencial de frequén-
cias alélicas (6 20.3) entre duas populag¢des de origens
geograficas distintas (SHRIVER et al., 1997; SILVA et al.,
2015). Utilizou-se o IGSR (International Genome Sample
Resource) (www.internationalgenome.org), plataforma
de dados construida com base no Projeto 1000 Genomas,
maior catdlogo abertamente acessivel de variagdo ge-
noémica humana, desenvolvido a partir de amostras que
abrangem cinco continentes, para verificar a frequéncia
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de alelos nas populagbes ancestrais, através do navega-
dor de genomas Ensembl, utilizando como referéncia o
genoma GRCh37p.13 (FAIRLEY et al., 2020).

RESULTADOS

Os polimorfismos genéticos mais frequentes no
gene OPG na populagdo estudada foram rs3102724,
rs3134063, rs1032128, rs10505346 e rs4876869, com a
frequéncia do menor alelo (MAF), variando entre 46%
e 25%. Todos dispdem da fungdo intrénica, sendo que
0 rs10505346 também se caracteriza como upstream
intron. Em relagdo ao impacto funcional, o rs3134063 se
destacou com score 1f no banco de dados RegulomeDb,
o que significa que provavelmente pode afetar a ligagdo
e a expressao de um alvo genético. J4 os polimorfismos
menos frequentes em OPG nessa populagdo foram o
rs74418767 e o rs10955913 com MAF de 2% (Tabela
1). Dos 5 polimorfismos mais frequentes na populagao
estudada, somente o rs10505346 ndo se caracterizou
como AIM (Tabela 4).

Em relagdo ao gene RANK, os polimorfismos que
tiveram a maior frequéncia do alelo polimdrfico na
populacdo do estudo foram rs4941129, rs4369774,
rs17069898, rs7239261, rs1805034, rs6567272, com
este MAF variando entre 50% e 36%. Os SNP rs4941129,
rs4369774, rs7239261 tém funcgdo intrénica e de
transcricdo génica. O rs17069898 e o rs6567272 tém
funcdo intronica e o rs1805034 é missense podendo
ter impacto na sequéncia de codificagdo. O rs35184120,
também é missense, porém apresentou frequéncia de
1% na populagdo em questdo, ficando entre as menos
frequentes, juntamente com rs9949037 e 0 rs60915364,
ambos com MAF de 1%. Sobre o ranking do Regulome-
Db, destaca-se a pontuagdo 1f do rs17069898, o que
indica que possivelmente esse SNP esta envolvido em
fungdes reguladoras ou funcionais do gene RANK (Tabela
2). Dos polimorfismos mais frequentes na populagdo
aqui estudada nenhum se apresentou como marcador
informativo de ancestralidade quanto as populacgdes
pseudoancestrais (Tabela 4).

Para o gene RANKL, os polimorfismos que se
mostraram mais frequentes na populagdo estudada
foram rs9525641, rs3742257, rs9533156, rs2200287,
rs73174434, com frequéncia de menor alelo varian-
do entre 46% e 27%. Os SNP rs3742257, rs2200287,
rs73174434 apresentam fungdo intronica; e os rs9525641
e rs9533156, além dessa fungdo, caracterizam-se como
upstream transcript variant. O SNP rs138974661 é mis-
sense e teve a frequéncia de menor alelo (1%) baixa
nessa populagdo, bem como o rs866665000, também
com MAF de 1%. O rs2200287 destacou-se entre esses
polimorfismos por apresentar impacto funcional 1d no
RegulomeDb (Tabela 3). Nenhum dos polimorfismos no
RANKL se mostrou como AlM (Tabela 4).
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Tabela 1 - Descrigdo dos polimorfismos em OPG na populagdo estudada. Cromossomo, gene, polimorfismo, pares de base, alelos,
frequéncia de menor alelo (MAF), fungdo, equilibrio de Hardy-Weinberg e Pontuagdo RegulomeDb.

. REGULOMEDB
CHR®* GENE SNP Al® A2° MAF FUNCAO HWE (SCORE)
8 OPG rs3102724 A G 0.46  intron 0.65 7
8 OPG rs3134063 G A 0.31 intron 0.48 1f
8 OPG rs1032128 A G 0.29 intron 0.73 7
8 0PG 1510505346 A c 0.27 tzrgi;sszttr\?:rin;_n\iariant, intron_variant,upstream_ 0.84 4
8 OPG rs4876869 G A 0.25 intron 0.84 4
8 OPG rs7815884 A G 0.19 3_prime_UTR_variant 0.26 5
8 OPG rs10955911 A G 0.17  intron 0.21 6
8 OPG rs3134064 A T 0.10 intron 0.48 6
8 OPG rs11573938 A G 0.09 intron 1 6
8 OPG rs11573897 A G 0.05 intron 1 5
8 OPG rs11573898 A G 0.04 intron 1 5
8 OPG rs11573863 T A 0.04 intron 1 5
8 OPG rs11573902 C A 0.04 intron 1 7
8 OPG rs11573875 A G 0.03 intron 1 6
8 OPG rs74418767 A G 0.02 intron 1 6
8 OPG rs10955913 A G 0.02 intron 1 4

Fonte: Dados do estudo.

Legenda: ® cromossomo, ® menor alelo, © alelo ancestral.

Tabela 2 — Descri¢do dos polimorfismos em RANK na populagdo estudada. Cromossomo, gene, polimorfismo,pares de base, alelos,
frequéncia de menor alelo (MAF), fungdo, equilibrio de Hardy-Weinberg e Pontuagdo RegulomeDb.

CHR® GENE SNP Al® A2 MAF FUNCAO HWE REGULOMEDB
(SCORE)

18 RANK rs4941129 A G 0.5  genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.76 4
18 RANK rs4369774 A C 0.47 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.76 4
18 RANK rs17069898 A G 0.41 intron 0.27 1f
18 RANK rs7239261 A C 0.38 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.28 4
18 RANK rs1805034 G A 0.36 coding_sequence_variant,missense_variant 0.64 5
18 RANK rs6567272 G A 0.36 intron 0.76 5
18 RANK rs8087597 G A 0.31 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.17 3a
18 RANK rs4355028 A G 0.31 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.17 2b
18 RANK rs12970081 A G 0.30 intron 0.26 4
18 RANK rs8099222 A G 0.29 intron 0.01 5
18 RANK rs4941132 A T 0.26 intron 0.22 5
18 RANK rs4426449 A G 0.25 intron 0.67 7
18 RANK rs58112300 G A 0.24  intron 0.84 5
18 RANK rs9951012 A G 0.23  intron 0.24 4
18 RANK rs6567266 A G 0.19 intron 0.46 4
18 RANK  rs4940552 cC A 019 f’r;ﬁsré:pi:\giz;;’a”a"t' genic_downstream_ 2b
18 RANK rs12165104 A G 0.16 1 5
18 RANK rs73963407 G A 0.16  genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.32

18 RANK  rs17720953 A G 0.14 f;:iscc;i“p':if,;er?amnt—,ti;at':sf]ii\f’atr—i;’:tria”t' upstream_ 49 4
18 RANK rs4442919 C G 0.14 0.53 3a
18 RANK  rs7236029 G A 014 fEaF:\:Q;?L_JJ;T::: fant, genic_downstream_ 0.21 4
omw wmems A G om Smcusen iRt men :
18 RANK rs3826618 G A 0.11 intron 0.42 6
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CHR® GENE SNP Al® A2 MAF FUNCAO HWE REGULOMEDB
(SCORE)
18 RANK rs78325991 G A 0.11 intron 0.04 5
18 RANK rs884205 A C 0.11  3_prime_UTR_variant 0.22 2b
18 RANK rs55889857 G A 0.11 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.40 5
18 RANK rs12458117 A G 0.10 intron 0.63 5
18 RANK rs12959053 A G 0.09 intron 0.15 5
18 RANK rs72931598 A G 0.08 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.59 5
18 RANK rs76629319 C A 0.08 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 0.11 4
18 RANK rs34739845 G A 0.08 intron 0.22 2b
18 RANK rs11873734 G A 0.06 intron 1 6
18 Ran suessses G A oos R e ! »
18 RANK rs56173102 A G 0.05 intron 0.43 2b
18 RANK rs12969154 A G 0.05 intron 0.26 2b
18 RANK rs75923485 A G 0.04 intron 0.26 5
18 RANK rs9956850 A G 0.02 genic_upstream_transcript_variant,intron_variant 1 5
18 RANK rs4500848 A G 0.02 :rzsr;csrszrr;_transcript, intron, genic_upstream_ 1 4
18 RANK rs72933609 G A 0.02 intron 1 5
18 RANK rs9949037 A C 0.01 genic_upstream_transcript_variant, intron_variant 1 3a
18 RANK rs60915364 G A 0.01 genic_upstream_transcript_variant, intron_variant 1 3a
18 RANK r$35184120 A G 0.01 coding_sequence_variant, intron_variant,missense_ 1 4

variant

Fonte: Dados do estudo.

Legenda: “cromossomo, ® menor alelo, < alelo ancestral.

Tabela 3 — Descri¢do dos polimorfismos em RANKL na populagéo estudada. Cromossomo, gene, polimorfismo, pares de base, alelos,

frequéncia de menor alelo (MAF), fungdo, equilibrio de Hardy-Weinberg e Pontuagdo RegulomeDb.

- REGULOMEDB
CHR® GENE SNP Al® A2° MAF FUNCAO HWE
(SCORE)

upstream_transcript_variant, intron_variant,genic_ 4

13 RANKL rs9525641 G A 0.46 . R 0.76
upstream_transcript_variant

13 RANKL rs3742257 A G 0.45 intron 0.45

13 RANKL 1$9533156 G A 0.45 upstream_transcr{pt_var{ant, intron_variant,genic_ 1
upstream_transcript_variant

13 RANKL rs2200287 A G 0.38 intron 0.53 1d

13 RANKL rs73174434 G A 0.27 intron 0.52 6

13 RANKL rs9533154 A G 0.26  intron_variant,genic_upstream_transcript_variant 0.51 5

13 RANKL rs2277439 G A 0.20 intron 1 5

13 RANKL rs7334187 C A 0.10 intron 0.70 5

13 RANKL rs79843656 A G 0.04 intron_variant,genic_upstream_transcript_variant 1 4

13 RANKL rs866665000 A G 0.01 genlc_.upstrez.am_tcranscrlpt._varlant, upstream_ 1 5
transcript_variant,intron_variant

13 RANKL rs138974661 A G 0.01 missense_variant,coding_sequence_variant 1 6

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

Na andlise do desequilibrio de ligagdo (DL) entre os
SNP do OPG (Figura 1A), RANK (Figura 1B) e RANKL (Figura
1C), os resultados sdo apresentados em valores percen-
tuais. Na analise do r?, resultados superiores a 80% (r* >
0,8) indicam alta correlagdo, sendo considerados como
um forte desequilibrio de ligagdo. Nos SNP estudados, no
gene OPG, ndo houve polimorfismos em desequilibrio de
ligacdo (Figura 1A). No gene RANK, alguns polimorfismos
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apresentaram valores que indicam alta correlagdo entre si:
rs8087597 e rs4355028 (r’=1,0), rs6567272 e rs1805034
(r*=0,99). Os polimorfismos rs55889857 e rs76629319
apresentaram média correlagdo (r’=0,77), assim como
os polimorfismos rs55889857 e rs3826618 (r?=0,75)
(Figura 1B). Para o gene RANKL, os polimorfismos em
desequilibrio de ligagdo que tiveram alta correlagdo entre
siforam: rs866665000 e rs138974661 (r’=1,0), rs9533154
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e rs73174434 (r>=0,97), rs9533156 e rs9525641 (r*=0,87)  (FiguralC).

Figura 1 - Desequilibrio de ligagéo em pares nos genes OPG (A), RANK (B) e RANKL (C). Haploview utilizando o r? onde a intensidade
da cor dos quadrados e o valor mostram a for¢a dos valores de r> em uma escala em que quadrados sélidos em preto (r* 2 0,8)
expressam alta correlagdo, em tons de cinza expressam correlagdo intermedidria e em branco mostram baixa correlagdo.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Analisaram-se os polimorfismos nos genes OPG,
RANK e RANKL que ndo estavam em desequilibrio de
ligacdo quanto ao diferencial de frequéncias alélicas (8) de
populagdes pseudoancestrais de africanos (YRI), europeus
(CEU) e amerindios (CHB), com a finalidade de identificar
os AIM. Os dados foram apresentados na Tabela 4. Apds
a analise do diferencial de frequéncias alélicas, dos 55
polimorfismos genéticos referentes aos genes OPG, RANK
e RANKL, somente 9 se caracterizaram como AlM, sendo

C

que 2 polimorfismos em RANK distinguem CHB para 2
pseudoancestrais YRl ou CEU (rs6567266 e rs12969154);
ja os demais polimorfismos em RANK distinguem YRI de
CHB (rs4500848), YRI de CEU (rs58112300) e CEU de CHB
(rs4426449). Para o gene OPG, 3 polimorfismos distin-
guem YRI de CEU (rs4876869, rs3102724, rs3134063) e
1 distingue CEU de CHB (rs1032128). Para o gene RANKL,
nenhum polimorfismo se caracterizou como AIM.

Tabela 4 — Diferencial de frequéncias alélicas entre trés populagées diferentes do Projeto 1000 Genomas para os marcadores

genéticos do banco de dados do estudo.

OPG
SNP Alelos® Alelo referéncia® Frequéncia do alelo referéncia® &
YRI¢ CEU¢ CHB® YRI-CEU YRI-CHB CEU-CHB
rs7815884 c/T C 0,727 1,000 1,000 0,273 0,273 0,000
rs11573938 c/T C 0,949 0,854 0,995 0,095 0,046 0,141
rs10955911 c/T C 0,792 0,854 0,874 0,062 0,082 0,020
rs74418767 G/A G 0,963 1,000 1,000 0,037 0,037 0,000
rs4876869 A/G A 0,889 0,556 0,684 0,333 0,205 0,128
rs11573902 T/G T 0,944 1,000 1,000 0,056 0,056 0,000
rs3102724 G/A G 0,356 0,697 0,617 0,341 0,261 0,080
rs11573898 c/T C 1,000 0,914 1,000 0,086 0,000 0,086
rs11573897 G/A G 0,949 0,960 0,820 0,011 0,129 0,140
rs1032128 G/A G 0,634 0,737 0,427 0,103 0,207 0,310
rs11573875 G/A G 0,958 0,985 1,000 0,027 0,042 0,015
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OPG
SNP Alelos® Alelo referéncia® Frequéncia do alelo referéncia® &
YRI¢ CEU¢ CHB* YRI-CEU YRI-CHB CEU-CHB
rs11573863 A/T A 0,940 1,000 1,000 0,060 0,060 0,000
rs10955913 G/A G 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000
rs3134063 c/T T 0,838 0,485 0,563 0,353 0,275 0,078
rs3134064 T/A T 0,847 0,944 0,879 0,097 0,032 0,065
rs10505346 G/T G 0,602 0,808 0,879 0,206 0,277 0,071
RANK
SNP Alelos® Alelo referéncia® Frequéncia do alelo referéncia? &

YRI¢ CEU¢ CHB® YRI-CEU YRI-CHB CEU-CHB
rs6567266 T/C C 0,778 0,869 0,476 0,091 0,302 0,393
rs9956850 G/A G 0,972 0,990 0,869 0,018 0,103 0,121
rs60915364 T/C T 0,977 1,000 0,762 0,023 0,215 0,238
rs4941129 T/C T 0,403 0,687 0,592 0,284 0,189 0,095
rs116698469 A/G A 0,917 0,995 1,000 0,078 0,083 0,005
rs79882996 c/T C 1,000 0,773 0,995 0,227 0,005 0,222
rs73963407 A/G A 0,727 0,919 0,942 0,192 0,215 0,023
rs7239261 A/C C 0,690 0,576 0,762 0,114 0,072 0,186
rs12969154 G/A G 0,991 0,975 0,646 0,016 0,345 0,329
rs72931598 C/T C 0,926 0,707 0,985 0,219 0,059 0,278
rs9949037 C/A C 0,981 1,000 1,000 0,019 0,019 0,000
rs4369774 A/C C 0,519 0,545 0,641 0,026 0,122 0,096
rs17720953 G/A G 0,875 0,742 0,981 0,133 0,106 0,239
rs4500848 T/C C 1,000 0,934 0,670 0,066 0,330 0,264
rs56173102 G/A G 0,912 0,929 0,995 0,017 0,083 0,066
rs75923485 c/T C 0,935 1,000 1,000 0,065 0,065 0,000
rs9951012 G/A G 0,736 0,793 0,714 0,057 0,022 0,079
rs58112300 T/C T 0,588 0,995 0,772 0,407 0,184 0,223
rs34739845 A/G A 0,991 0,919 0,718 0,072 0,273 0,201
rs72933609 T/C T 1,000 0,965 1,000 0,035 0,000 0,035
rs12458117 G/A G 0,972 0,879 0,714 0,093 0,258 0,165
rs4442919 C/G C 0,898 0,889 0,718 0,009 0,180 0,171
rs12970081 G/A G 0,685 0,763 0,767 0,078 0,082 0,004
rs17069898 A/G G 0,685 0,419 0,451 0,266 0,234 0,032
rs12959053 /T C 1,000 0,823 0,995 0,177 0,005 0,172
rs35184120 G/A G 0,977 1,000 1,000 0,023 0,023 0,000
rs4426449 /T c 0,880 0,646 0,995 0,234 0,115 0,349
rs143271958 T/A T 0,991 1,000 1,000 0,009 0,009 0,000
rs4941132 A/T T 0,782 0,646 0,641 0,136 0,141 0,005
rs11873734 A/G A 0,894 0,995 1,000 0,101 0,106 0,005
rs12165104 G/A G 0,968 0,702 0,995 0,266 0,027 0,293
rs884205 A/C C 0,958 0,758 0,801 0,200 0,157 0,043
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OPG
SNP Alelos® Alelo referéncia® Frequéncia do alelo referéncia® &
YRI¢ CEU¢ CHB® YRI-CEU YRI-CHB CEU-CHB
rs4940552 A/C A 0,759 0,848 0,859 0,089 0,100 0,011
rs7236029 A/G A 0,810 0,939 0,903 0,129 0,093 0,036
RANKL
SNP Alelos® Alelo referéncia® Frequéncia do alelo referéncia® &
YRI* CEU¢ CHB® YRI-CEU YRI-CHB CEU-CHB
rs79843656 G/A G 1,000 0,949 1,000 0,051 0,000 0,051
rs2277439 G/A A 0,801 0,859 0,723 0,058 0,078 0,136
rs7334187 T/G T 0,847 1,000 1,000 0,153 0,153 0,000
rs2200287 G/A G 0,713 0,626 0,762 0,087 0,049 0,136
rs3742257 T/C C 0,514 0,439 0,515 0,075 0,001 0,076

Fonte: Dados do estudo.

Legenda: °Dados provenientes da base de dados do Projeto 1000 Genomas; "Diferenca entre frequéncias alélicas de populagcdes da base de dados
do Projeto 1000 Genomas; “Individuos iorubas de Ibadan, Nigéria (YRI); ¢Individuos residentes de Utah nos Estados Unidos, que possuem ancestra-
lidade europeia setentrional e ocidental (CEU); ¢Chineses da etnia han de Pequim, China (CHB).

ATabela 2 descreve detalhes dos polimorfismos gené-
ticas em OPG e RANK que apresentaram AIM maiores que
30%. Os SNP em OPG apresentaram MAF que variou de
46 % para o alelo A no rs3102724, 31% para o alelo G no
rs3134063, 29% para o alelo Ano rs1032128 e 25% para

o alelo G no rs4876869. J4 os SNP em RANK tiveram MAF
de 25% para o alelo Ano rs4426449, 24% para o alelo G no
rs58112300, 19% para o alelo A no rs6567266, 5% para o
alelo Anors12969154 e 2% para o alelo A no rs4500848.
Todos os polimorfismos sdo intronicos.

Tabela 5 — Descri¢cdo dos polimorfismos em OPG e RANK com AIM maiores que 30%. Cromossomo, gene, polimorfismo, pares de

base, alelos, frequéncia de menor alelo (MAF) e fungdo.

CHR* Gene SNP Al* A2¢ MAF Fungao

8 OPG rs4876869 G A 0.25 intron

8 OPG rs3102724 A G 0.46 intron

8 OPG rs1032128 A G 0.29 intron

8 OPG rs3134063 G A 0.31 intron

18 RANK rs6567266 A G 0.19 intron

18 RANK rs12969154 A G 0.05 intron

18 RANK rs4500848 A G 0.02 upstream_transcript, intron, genic_upstream_transcript
18 RANK rs58112300 G A 0.24 intron

18 RANK rs4426449 A G 0.25 intron

Fonte: Dados do estudo.

Legenda: ® cromossomo, ® menor alelo, © alelo ancestral.

Mecanismos de regulagdao foram atribuidos aos
SNP analisados e identificados com “sim” ou “ndo” na
Tabela 6. Os rs6567266 e rs58112300 estdo envolvidas
em regulacao proximal. Nenhum dos polimorfismos esta
envolvido em regulagdo distal e nem em regulagdao miR-
NA. A regulagdo mediada por proteina de ligagdo a RNA
foi um mecanismo associado a todos os SNP. Na mesma
tabela, apresentaram-se dados regulatérios e funcionais
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pontuados através de score pelo RegulomeDB para cada
SNP. Os escores mais baixos — 1f do rs3134063 e 2b do
rs12969154 — indicam que esses SNP podem estar en-
volvidos em regides reguladoras e funcionais. Os escores
mais altos — 4 (rs4876869, rs6567266 e rs4500848), 5
(rs58112300) e 7 (rs3102724, rs1032128 e rs4426449) —
significam que provavelmente esses polimorfismos ndo
estdo envolvidos diretamente em processos funcionais.
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Tabela 6 — Fungdo dos SNP em OPG e RANK a partir de andlises in silico, utilizando rSNPBase e RegulomeDB.

SNP Regul.agéo Reg}llagéo Reg.ulagﬁo
proximal distal miRNA
rs4876869 nao nao nao
rs3102724 ndo nao nao
rs1032128 nao nao nao
rs3134063 ndo nao ndo
rs6567266 sim nao nao
rs12969154 nao nao ndo
rs4500848 nao nao nao
rs58112300 sim nao ndo
rs4426449 nao nao nao

Fonte: Dados do estudo.

DISCUSSAO

Esse estudo descreveu a frequéncia de polimorfismos
genéticos e probabilidade regulatdria dos polimorfismos
nos genes OPG, RANK e RANKL, em uma populagdo da
regido Nordeste do Brasil, juntamente com a andlise da
distribuicdo de frequéncias de populagdes pseudoances-
trais, onde os polimorfismos ja foram descritos anterior-
mente e associados a diversas doengas. A ancestralidade
africana (YRI) é a predominante na populagdo de Salvador,
com média de 50,5%, seguida pelos europeus (CEU) com
média de 42,4% e por Ultimo os americanos nativos (CHB),
com média de 5,8% (LIMA-COSTA et al., 2015).

Um dos genes estudados nessa populagdo foi a os-
teoprotegerina (OPG), receptor da superfamilia do fator
de necrose tumoral (TNF), produto do gene TNFRSF11B,
importante regulador negativo da osteoclastogénese,
secretada por osteoblastos e células estromais. Polimor-
fismos nesse gene foram associados a osteoporose e risco
de fratura dssea (VIDAL; FORMOSA; XUEREB-ANASTASI,
2011). Alguns polimorfismos genéticos em OPG apre-
sentaram-se como AIM neste estudo (Tabela 4), sendo
eles rs4876869, rs3102724, rs1032128 e rs3134063. O
rs4876869 foi relacionado a densidade mineral dssea
numa maioria de mulheres pds-menopausa, em uma
coorte de 721 espanholas, e os resultados observaram a
associagdo do polimorfismo rs4876869 (A >G) localizado
no intron 2 do gene TNFRSF11B a densidade mineral dssea
(principalmente no colo do fémur), porém nao foi estatis-
ticamente significante. As mulheres com os gendétipos GG
/ GAtenderam a ter melhores parametros dsseos no colo
do fémur, porém sem significancia estatistica (PANACH et
al., 2013). Na presente populagdo, a frequéncia do menor
alelo G foi de 25% e do alelo ancestral A, 75% (Tabela 5). Ja
o polimorfismo genético rs3102724 em OPG teve seu alelo
A associado a reabsorgao externa apical da raiz dental em
pacientes brancos das regides Sul e Sudeste do Brasil, com
média de idade de 14,9 anos, tratados ortodonticamente
de maloclusdo de classe Il (CASTILHOS et al., 2019). Na

Regulagao mediada por
proteina
de ligacdao a RNA

RegulomeDB (Score)

sim 4
sim 7
sim 7
sim 1f
sim 4
sim 2b
sim 4
sim 5
sim 7

populagdo estudada, a presenca do alelo A foi bastante
relevante, mostrando uma frequéncia de 46% (Tabela
5). Esse mesmo polimorfismo também foi associado a
baixa densidade 6ssea mineral na coluna lombar em ho-
mens de centros europeus, com a frequéncia de 35% do
alelo polimérfico A, porém, sem significancia estatistica
(ROSHANDEL et al., 2011). Em relagdo ao rs1032128 em
OPG que na populagdo estudada teve a frequéncia do
menor alelo A de 29% (Tabela 5), foi relacionado com
diversas doencas, como pé diabético, numa populacgdo
polonesa, onde o alelo A foi considerado alelo de risco
para essa condicdo patoldgica (MROZIKIEWICZ-RALO-
WSKA et al., 2018). O mesmo polimorfismo apresentou
relacdo com o desenvolvimento da osteoporose da
cabeca femoral, induzida por alcool, em um modelo
recessivo, no gendtipo GG, também numa populacgdo
chinesa (LI et al., 2016), bem como efeito negativo
do menor alelo G para a osteoartrite de joelho numa
populagdo chinesa (Ql et al., 2019). O alelo ancestral
G na populagdo deste estudo teve frequéncia de 71%
(Tabela 5). Outro polimorfismo genético encontrado em
OPG, o SNP rs3134063, foi analisado em uma pesquisa
para 2027 pacientes espanhdis com artrite reumatoide,
porém ndo foi observada associacdo entre polimorfismos
do gene OPG e doenga cardiovascular em todo o grupo
de pacientes (GENRE et al., 2014).

Outro gene pesquisado neste estudo, o RANK,
liga-se ao receptor-ativador do fator nuclear-ligante kB
(RANKL) na superficie dos precursores de osteoclastos,
desencadeando a osteoclastogénese (IKEBUCHI 2018).
Cinco polimorfismos genéticos em RANK apresentaram-se
como AIM no presente estudo: rs6567266, rs12969154,
rs4500848, rs58112300 e rs4426449 (Tabela 4). Estudo
envolvendo 501 mulheres chinesas na pds-menopausa,
com osteoporose ou osteopenia, que receberam alendro-
nato (70 mg por semana) por via oral por um ano, mostrou
que o haplétipo AG do rs12969154, em RANK, foi fator de
protecdo genética em relagdo a uma densidade mineral
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Ossea das vértebras L1 a L4 mais alta (ZHENG et al., 2016).
A frequéncia do alelo polimérfico A no presente estudo
foi de 5% (Tabela 5). O rs12969154 apareceu num estudo
gue comparou mongdis com outras cinco populagées: os
chineses han em Pequim, China (CHB), os japoneses em
Téquio, Japao (JPT), uma populagdo do norte e oeste da
Europa (CEU), os iorubas em Ibadan, Nigéria (YRI) e uma
populagdo do noroeste da China. Mas ndo houve diferencga
estatisticamente significante desse SNP entre essas popula-
¢oes. A frequéncia do menor alelo A para o rs12969154 na
populagdo genotipada da Mongélia e do noroeste da China
foi de 35,5% (WANG et al., 2016). Para o SNP rs4500848,
encontrou-se associagdo com a idade em que mulheres
chinesas entraram na menopausa. Os individuos com o
gendtipo T/ T tiveram um inicio mais precoce da menarca
em 0,59 anos do que aqueles com o gendtipo C/ C. Se
esta acontece muito cedo, a mulher tem maior risco de
desenvolver cancer de mama e ovario, problemas meta-
bolicos e diabetes tipo 2. Ja a menopausa tardia oferece
um maior risco de osteoporose (DUAN et al., 2015). Outro
polimorfismo genético em RANK, o rs4426449, foi anali-
sado em diversos estudos, nas mais diversas populagdes,
como na associagdo com a altura do adulto em chineses
(CHEN et al., 2007), idade da menopausa em mulheres
brancas americanas (Y et al., 2010) e obesidade em chi-
neses (ZHAO et al., 2006), mas ndo mostrou correlagdo
com nenhum dos desfechos estudados.

CONCLUSAO

“Identificaram-se diversos polimorfismos genéticos
nos genes OPG, RANK, RANKL, com variadas frequén-
cias, e tiveram seus alelos mais frequentes associados
as populagBes pseudoancestrais da populagao brasileira
como marcadores de ancestralidade, com predominio
nas populagdes YRI (africanos) e CEU (europeus). Entre os
polimorfismos que se caracterizaram com marcadores de
ancestralidade, 0 rs3134063 do gene OPG e 0rs12969154
do gene RANK mostraram-se como possivelmente en-
volvidos em regides reguladoras e funcionais desses
genes, podendo impactar na transcrigdo da proteina
que codificam. Esses polimorfismos foram associados a
diversos desfechos em outras populagées, como padrao
da densidade dssea mineral, pé diabético, osteoartrite,
osteoporose, artrite reumatoide e idade em que as
mulheres entraram na menopausa. Outros estudos que
pesquisem a frequéncia de polimorfismos genéticos nos
genes OPG, RANK e RANKL sdo necessarios, visto que es-
ses genes participam de inimeros processos fisioldgicos
e patoldgicos.
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