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“O oposto de uma afirmacgdo correcta € uma afirmacdo falsa. Mas o oposto de

uma verdade profunda pode ser outra verdade profunda”. Niels Bohr.

“A mente que se abre a uma nova idéia jamais voltard ao seu tamanho original.”

Albert Einstein.

"A vida é como andar de bicicleta. Para manter seu equilibrio vocé deve

continuar em movimento." Albert Einstein.

“O mundo € um lugar perigoso de se viver, nao por causa daqueles que fazem o
mal, mas sim por causa daqueles que observam e deixam o mal acontecer.”

Albert Einstein.

“Quando considero a duracdo minima da minha vida, absorvida pela eternidade
precedente e seguinte, o espaco diminuto que ocupo, € mesmo O que Vejo,
abismado na infinita imensidade dos espacos que ignoro € me ignoram, assusto-
me e assombro-me de me ver aqui € ndo 14. Quem me pods aqui? Por ordem de

quem me foram destinados este lugar e este espaco?”” Blaise Pascal.

“O pouco que aprendi carece de valor, comparado com 0 que ignoro € nao

desespero em aprender.” René Descartes.

“Quando mais fazemos, mais podemos fazer; quando estamos mais ocupados é

quando temos mais tempo para divertir-nos.” Pitagoras.

“Um caminho de mil milhas come¢a com um passo.” Benjamin Franklin.




Dedico este trabalho,

A minha familia, por sempre me apoiar e pelo amor e carinho
incondicionais
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RESuMoO
Introducdo: A maloclusdo de Classe III pode ser consequéncia de crescimento exagerado da

mandibula, pouco desenvolvimento da maxila ou combinacdo de ambos. Andlises de segregacio
apontaram diversos padrées de heranga, especialmente heranca autossémica dominante com
penetrancia incompleta, modelo poligénico com presenca de um limiar, multifatorial e a presenca de
um gene principal. Evidéncia de ligacdo foi observada nos cromossomos 1p, 3q, 6q, 11q, 12q e 19q.
Andlise prévia com uma familia informativa colombiana apontou para uma regido candidata no
cromossomo 7p. Objetivo: Identificar regides cromossomicas envolvidas no desenvolvimento da
maloclusdo de Classe utilizando familias brasileiras e colombianas. Materiais e Métodos: Foram
coletadas amostras biol6gicas de 200 individuos de 36 familias selecionadas (presenca de dois ou mais
membros afetados no heredograma) do Brasil e da Colombia. Trés SNPs no cromossomo 7 —
rs1044701, rs1299548, and rs1882600 — que haviam mostrado evidéncia de ligacao na andlise prévia e
cinco SNPs adicionais — rs1294611, rs9640034, rs9640038, rs11526212, rs7800782 — foram
genotipados, via PCR em tempo real, em todas as amostras. O programa MENDEL foi utilizado para
realizar a andlise de ligacdo paramétrica e os parametros foram fixados: padrdo de heranga
autossOmica dominante com penetrancia incompleta (80%) e 1% para o alelo causador. Apds essa
andlise, buscamos por possiveis genes candidatos utilizando o banco de dados NCBI. Resultados:
Evidéncia de ligacdo foi observada para o SNP rs1882600 (LOD=2,38) e sugestdo de ligacdo foi
observada no SNP rs1299548 (LOD maximo=1,09). Evidéncia de exclusdo foi encontrada nos SNPs
rs1044701 (LOD = -5.68) e rs7800782 (LOD = -5.34, when 0=0). Foi sugerido a regidao 7p22.2 —
7p21.3 como possivel regido de ligagdo, onde 11 genes candidatos foram propostos. Conclusao: Entre
esses 11 genes candidatos, chama atencdo, o COL28A1, pois ja foi observada a presenca da familia do
Colageno no desenvolvimento da mandibula em humanos e camundongos. Nosso resultado sugere

fortemente a existéncia de heterogeneidade de locus no desenvolvimento da Classe II1.

Palavras-chave: Maloclusao de Classe III, andlise de ligagdo, RT-PCR, genes candidates, 7p22.2-

7p21.3
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ABSTRACT

Introduction: Class III Malocclusion can be caused by the overgrowth of the mandible, the
undergrowth of the maxilla or a combination of both. Segregation heritability analysis pointed out
several inheritance patterns, especially autosomal dominant inheritance with incomplete penetrance,
polygenic threshold model, multifactorial etiology, and the presence of a major gene. Evidence of
linkage was found for chromosomes 1p, 3q, 6q, 11q, 12q, and 19p. A previous analysis with one big
Colombian family pointed to a possible candidate region on chromosome 7p. Aim: Identify
chromosomal regions that lead to the development of Class III Malocclusion employing families from
Brazil and Colombia. Material and Methods: 200 individuals from selected families (at least two
affected member in the pedigree) from Colombia and Brazil had their biological samples collected.
The three SNPs in chromosome 7 — rs1044701, rs1299548, and rs1882600 — that had shown evidence
of linkage in the previous analysis and five additional SNPs - rs1294611, rs9640034, rs9640038,
rs11526212, rs7800782 — in the g-terminal direction were genotyped, via RT-PCR, for all samples.
For the parametric linkage analysis the MENDEL software was employed using the parameters for a
dominant pattern of inheritance, with incomplete penetrance (80%) and 1% for the allele disease. After
the analysis, we searched for possible candidate genes employing the NCBI databank. Results:
Evidence of linkage (LOD=2.38) for the SNP rs1882600, suggestion of linkage for the SNP rs1299548
(LOD max.=1,09). and evidence of exclusion for rs1044701 (LOD = -5.68) and rs7800782 (LOD = -
5.34, when 6=0) were observed. The region between 7p22.2 — 7p21.3 was proposed as possible linked
region, where 11 candidate genes were proposed. Conclusion: From the 11 candidate genes, one is
very interesting, the COL28A1, due to the presence of the Collagen family in previous analysis in

human and mice. The results strongly suggest the existence of locus heterogeneity.

Keywords: Class III Malocclusion, linkage analysis, RT-PCR, candidate genes, 7p22.2-

Tp21.3.
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Introducdo

A busca pela cura dos males que afetam o homem € uma busca que remete, pelo
menos, ao inicio da civilizacdo humana. Esse traco cultural, assim como toda a cultura
humana, vem “moldando”, através de selecdo, o genoma humano ao longo desse tempo
(Laland et al., 2010). A medicina e a odontologia ao longo da histéria foram ciéncias
principalmente curativas, ou seja, procuravam tratar problemas de saude j4 estabelecidos.
Porém, atualmente ambas estdo muito voltadas para a prevencao das doencas devido a melhor
resposta do paciente € um menor custo econdmico (Topaloglu-Ak et al., 2009; Clarke et al.,
2010). Dentro desse contexto, avancos nos campos da genética e da biologia molecular t€ém
colaborado no desenvolvimento de métodos de diagndstico cada vez mais precoce, que podem
possibilitar na preven¢do do estabelecimento de doengas e de caracteristicas divergentes do
padrdao normal para a espécie humana (Khoury, 1996; Copp e Greene, 2009; Wimmer ef al.,

2009; Lin et al., 2010).

1.1 Ortodontia e os problemas craniofaciais

A ortodontia apresenta como especialidade o estudo, a prevengdo e o tratamento dos
problemas de crescimento do complexo craniofacial, desenvolvimento e amadurecimento da
face, dos arcos dentdrios e da mordida, ou seja, de anomalias dentofaciais (Moyers, 1991). Os
problemas craniofaciais estdo dentre os grandes desafios dessa drea, pois, em sua vasta
maioria, envolvem tratamentos de for¢a continua e intermitente (aparelhos corretivos) e/ou
tratamentos cirdrgicos (Chang et al., 2006; Nishimura et al., 2006).

Durante muito tempo, considerava-se que as disfungdes craniofaciais eram decorrentes
exclusivamente de fatores nao-genéticos, como a suc¢do do dedo ou chupeta por periodos
prolongados e/ou por instrumentos utilizados durante o nascimento (Schoenwetter, 1974;
Moss, 1975). Porém, uma reformulacio na etiologia das disfung¢des craniofaciais foi proposta
sugerindo a contribui¢do de fatores genéticos e interacdo gene-ambiente no desenvolvimento

craniofacial (Moss, 1997). Além dessa reformulacdo, foi demonstrado que os genes e o
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ambiente tém papéis predominantes em fases diferentes do desenvolvimento: os genes no
desenvolvimento embriondrio e o ambiente na fase pds-natal (Mossey, 1999; Dohmoto et al.,
2002).

Um dos principais problemas craniofaciais sdo as maloclusdes, que podem ser
definidas como qualquer desvio significativo do que € considerada uma oclusdao normal ou
ideal (Angle, 1899; Mossey, 1999). O componente principal para oclusdo € a posi¢do relativa
dos primeiros molares. Assim, na oclusdo normal, a ctispide mésio-bucal do primeiro molar
superior € recebida no sulco entre as cuspides mesial e distal do primeiro molar inferior. Essa
leve projecdo dos dentes superiores faz com que as cuspides bucais dos pré-molares e dos
molares da mandibula fiquem para dentro dos sulcos mesio-distais de seus antagonistas, ao
passo que os incisivos centrais superiores, laterais e caninos sobrepdem-se aos inferiores em
um ter¢co do comprimento de suas coroas (Figura 1A e 1B) (Angle, 1899). A oclusdo normal é

encontrada em torno de 30-40% da populagdo mundial (El-Mangoury e Mostafa, 1990).

Figura 1. Esquema mostrando a oclusdo normal. A. Vista lateral apresentando o posicionamento do

primeiro molar. B. Vista frontal mostrando o alinhamento dentdrio. Figuras retiradas e
adaptadas de (Angle, 1899).

As maloclusdes sdo dividas em trés classes: Classe I, Classe II e Classe III (Angle,

1899; Mossey, 1999). Individuos com a maloclusdo de Classe I apresentam a posi¢cao normal
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das arcadas dentdrias com os primeiros molares usualmente em oclusdo normal, porém com

maloclusdes presente nos dentes anteriores (Figura 2A e 2B)(Angle, 1899).

! A iiirilis ] i |

Figura 2. Maloclusao de Classe I. A. Esquema em vista frontal mostrando o posicionamento incorreto

dos dentes. Retirada e adaptada de (Angle, 1899). B. Foto de paciente em vista lateral

mostrando apinhamento dentério. Retirada e adaptada de
http://en.wikipedia.org/wiki/Malocclusion, acessada em fevereiro de 2010.

Individuos com maloclusdo de Classe II apresentam as relacdes relativas mésio-distais
das arcadas dentarias anormais, onde os dentes inferiores ocluem distalmente ao normal, ou
seja, ocorre a retrusdo da mandibula em relacdo a arcada dentdria superior o que produz
desarmonia muito marcante na regido incisiva e nas linhas faciais. Nesta classe existem duas
divisdes, cada qual com uma subdivisdo. A primeira divisdo é caracterizada por um
estreitamento da arcada superior com incisivos superiores alongados e proeminentes,
acompanhados por fun¢@o anormal dos 1dbios e alguma forma de obstrugdo nasal (Figura 3A
e 3B). Geralmente esses individuos respiram pela boca. As caracteristicas gerais da
subdivisdo sdo as mesmas dessa divisdo, apenas em grau menor, onde uma das metades da
arcada estd envolvida e a outra metade é normal. A segunda divisao é caracterizada por
menor estreitamento da arcada superior, inclinacdo lingual dos incisivos superiores,

apinhamento dos mesmos, mordida profunda, entre outras caracteristicas morfométricas

(Figura 3C e D). A funcdo nasal e labial é normal. A subdivisdo dessa divisdo apresenta as
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mesmas caracteristicas, exceto que uma metade lateral da arcada estd envolvida e outra é

normal (Angle, 1899).

Figura 3. Maloclusdo de Classe II. Fotos de pacientes de Classe II divisdo 1 mostrando mordida
profunda e incisivos proeminentes em vista frontal (A) e vista lateral (B). Fotos retiradas e
adaptadas de (Erverdi e Acar, 2005). Esquemas mostrando Classe II divisdo 2 onde em C.
estd em vista lateral e pode ser observado o posicionamento distal do molar dos dentes
inferiores (retirado e adaptado de (Angle, 1899)) e em D. podemos notar o desgaste dentario
e a mordida profunda, sendo quase impossivel visualizar os incisivos inferiores (retirada e
adaptada (Artese, 2009).

Nos individuos com maloclusdo de Classe 111, a relagdo dos maxilares € anormal onde
todos os dentes inferiores ocluem mesialmente em relagdo a oclusdao normal, em geral, na
largura de um pré-molar, porém, em casos mais extremos, com a largura de um molar (Figura
4A e 4B). A disposi¢dao dos dentes varia grandemente nesta Classe, desde um alinhamento

correto até apinhamento e sobreposicdo, especialmente na arcada superior. Essa desarmonia

encontrada no tamanho das arcadas pode ser consequéncia de: 1. desenvolvimento pouco
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harmonioso dos ossos maxilares com o angulo da mandibula sendo mais obtuso do que o
normal, 2. crescimento excessivo do corpo da mandibula, 3. deficiéncia no crescimento da
maxila, ou 4. combinagdo destas duas ultimas. Essa classe também possui uma subdivisao
onde as caracteristicas gerais sdo as mesmas, exceto que a desarmonia tem um grau menor,

onde uma metade lateral apresenta as caracteristicas e a outra metade € normal (Angle, 1899).

Figura 4. Maloclusdo de Classe III. Esquema mostrando a vista lateral sendo possivel observar a
oclusdo mesial ao normal dos molares inferiores, onde em A. a distdncia entre a posicdo
correta e a observada é aproximadamente o tamanho de um pré-molar, um caso mais brando,
e em B. essa distincia tem a largura de um molar, um caso mais extremo. Figuras retiradas e
adaptadas de (Angle, 1899).

1.2 Maloclusao de Classe 111

Anteriormente, a maloclusdo de Classe III foi subdividida em diversos fenétipos,
sendo o mais importante desses o prognatismo mandibular (Jacobson et al., 1974). Porém, foi
proposto que, de fato, o prognatismo mandibular e a maloclusdao de Classe III sdo a mesma
caracteristica (Singh, 1999). Por esse motivo, no presente trabalho acataremos que essas
denominacgdes definem o mesmo fenétipo e problema.

Individuos com Mo. Classe III além de apresentar a caracteristica-diagndstica ja
descrita anteriormente (Figura 4A e 4B), podem também apresentar outras caracteristicas
craniofaciais, como as listadas na Tabela 1. Problemas na coluna cervical, como desvios e

fusdes, também foram relatadas em individuos com Mo. Classe III, o que sugeriu que existem
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causas genéticas diferenciadas para Classe III e por isso apresentam caracteristicas diferentes

(Sonnesen e Kjazr, 2007).

Tabela 1. Caracteristicas craniofaciais freqiientemente relacionadas a Maloclusédo de Classe II1.

Caracteristicas Referéncias
Angulo agudo da base do cranio (Singh et al., 1997; 1998)
Angulo do plano mandibular obtuso (Singh et al., 1998)
Comprimento diminuido da base anterior do (Singh et al., 1997; Mossey, 1999)
cranio
Forca de mastigacdo (Bite force) reduzida (Ueki et al., 2006)
Mandibula alongada e proeminente (Singh et al., 1998)
Mandibula posicionada anteriormente (Singh et al., 1998)
Maxila curta (Singh et al., 1998)
Ramo mandibular curto (Singh et al., 1998)

A Mo. Classe III pode ser encontrada como uma caracteristica isolada em individuos
e/ou familias, denominadaa maloclusdo essencial, assim como pode ser um dos sinais clinicos
encontradas em diversas sindromes. Na Tabela 2 estdo listadas as sindromes genéticas
relatadas no OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man — www.ncbi.nlm.nih.gov/omim,
acessado em fevereiro de 2010) onde a Mo. Classe III é uma das caracteristicas apresentadas
cujas regides genOmicas envolvidas ja foram descritas. Além destas, Classe III pode ser
encontrada em outras sindromes cujas regides gendmicas envolvidas ndo sao conhecidas.

Apesar de vérios anos de pesquisa na busca da etiologia da Mo. Classe III, esta ainda
estd distante de ser totalmente conhecida. Isso pode ser decorrente da expressividade varidvel
observada nessa caracteristica e do conhecimento limitado sobre os mecanismos genéticos e

ambientais envolvidos (Mossey, 1999; Singh, 1999).
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Tabela 2. Sindromes genéticas com suas respectivas regioes gendmicas envolvidas descritas nas quais

a maloclusao de Classe III € uma das caracteristicas.

Sindrome

Localizacao genomica descrita

Amelogénese imperfeita Tipo III 8q24.3
Cutis Laxa 17925.3
Displasia Cleido-cranial 6p21
Esclerosteose (SOST) 17q12-g21
Gerodferma osteodisplastico (Walt Disney 19242
dwarfism)

Mucolipidose 12g23.3
Muc?pollssacarldose do tipo IV, Sindrome de 4p16.3
Scheie

Osteogénese imperfeita Tipo 1 17921.31-q22, 7q22.1
Osteopetrose autossdOmica recessiva 13q14
Reta‘rdo mental ligado ao X, tipo Snyder- Xp22.1
Robinson

de Apert 10926
de Cockayne tipo B 10q11
de Crouzon 10926
de Gorlin 9q22.3
de Joubert 9q34.3
de Langer-Giedion 8q24.12
de Pfeiffer 10926, 8p11.2-p11.1
de Renpenning Xpl11.23
de Sotos 5q35
de Waardenburg 2q35
de Weaver 5935

Miasténica congénita associada com

17p12-pl1, 17p13-p12,

deficiéncia do receptor de acetilcolina 11pl11.2-p11.1, 9q31.3-q32

Atualmente hd consenso de que a hereditariedade tem papel fundamental no
desenvolvimento da Classe III. Ha relatos de heranga autossomica recessiva (Downs, 1927),
autossOmica dominante (Bertram ef al., 1959; Wolff et al., 1993) e autossomica dominante
com penetrancia incompleta para Classe III essencial (Mossey, 1999; El-Gheriani et al., 2003;
Yamaguchi et al., 2005; Cruz et al., 2008; Frazier-Bowers et al., 2009), o que sugere
fortemente o envolvimento de multiplos genes. Sabe-se também que o ambiente tem um papel
relevante no desenvolvimento da Mo. Classe III. Assim, sabendo do envolvimento de

multiplos genes, sendo uns de maior importancia e outros secunddrios, e da interacdo destes
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com o ambiente, a Mo. Classe III pode ser classificada como tendo heranca complexa (Cruz et
al., 2008).

O diagnéstico dessa caracteristica em algumas situagdes pode ser feito em idades
precoces e, em geral, torna-se mais evidente com o crescimento, principalmente apds o surto
de crescimento da adolescéncia. Por sua discrepancia de crescimento entre a maxila e a
mandibula, grande parte dos pacientes sofre: com dificuldade para mastigar adequadamente;
com desgaste prematuro dos dentes; pode desenvolver disfun¢des temporomandibulares e
problemas de fala; pode experimentar dificuldade no fechamento da boca e selamento labial; e
frequentemente sofre estigma social em fun¢do de sua aparéncia facial (Arienza, 1971; Mah,
2001).

Foi demonstrado que o diagndstico precoce pode levar a diminui¢do da necessidade de
procedimento cirdrgico quando associado a uma intervengao precoce. Porém, essa abordagem
condena o paciente a um longo e cansativo tratamento, geralmente durante todo o crescimento
e desenvolvimento da crianca. E apesar disso, em uma parte dos casos, mesmo com esta
abordagem de forca continua durante o desenvolvimento, o surto de crescimento da
adolescéncia pode levar a um crescimento acelerado da mandibula em relacdo ao crescimento
da maxila, levando ao desenvolvimento do fenétipo (Arienza, 1971; Ishii et al., 1987; Ngan,
2006).

Reconhecer os efeitos dos genes e do ambiente, a época e como estes podem afetar o
desenvolvimento do complexo craniofacial de um individuo € um dos caminhos para o
desenvolvimento de melhores formas de tratamento. Porém, para isso ainda é preciso
percorrer um longo caminho em busca dos mecanismos genéticos envolvidos no
desenvolvimento craniofacial e na busca de conhecimento cientifico do envolvimento de

fatores ambientais.
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1.3 A genética da maloclusao de Classe I11

A Mo. Classe III é observada no mundo inteiro, mas com diferentes frequéncias. Na
Europa e paises euroderivados sdo encontradas as menores freqiiéncias (~1 a 6,5%,), nas
populacdes africanas sub-saarianas sdo encontradas freqiiéncias intermedidrias (~4 a 17%) e
nas populagdes asiaticas, especialmente do extremo oriente — coreanos, chineses € japoneses,
sdo encontradas as maiores freqiiéncias (~15 a 23%) (El-Mangoury e Mostafa, 1990; El-
Gheriani et al., 2003; Yamaguchi et al., 2005). No Brasil, estudos recentes apontam que a
prevaléncia € de ~ 4 a 11% (Grando et al., 2008; Martins e Lima, 2009). A Mo. Classe III é
uma das mais conhecidas caracteristicas humanas sendo transmitidas geneticamente através
de vérias geracdes dentro de familias (Arienza, 1971; Mossey, 1999; Singh, 1999; Mah, 2001;
Yamaguchi et al., 2005; Cruz et al., 2008). A presenca da Mo. Classe III foi observada na
dinastia austro-htingara Habsburgos (Strohmayer, 1937), assim como na familia imperial
brasileira (Pena e Penna, 1988).

Apesar do reconhecimento atual da importincia do componente genético no
desenvolvimento da maloclusdao de Classe III, pouco se sabe acerca deste. Parte desse
conhecimento adveio da andlise de segregacao (El-Gheriani et al., 2003; Cruz et al., 2008).
Essa andlise ¢ uma investigacdo da agregacdo familiar, para a qual s3o requeridos
heredogramas grandes e informativos, além de uma definicdo precisa do fendtipo. Nessa
andlise o padrao de segregacdo é focado em cada familia separadamente e ndo requer
informagdes a respeito do gendtipo dos individuos (Cruz e Oliveira, 2007). Utilizando essa
metodologia, foi observada que existe um gene principal no desenvolvimento do prognatismo
mandibular (Cruz et al., 2008), ou seja, dentre todos os genes envolvidos no desenvolvimento
dessa caracteristica existe um locus génico que contribui de maneira fundamental para esse

desenvolvimento.
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Em relacdo a busca fisica de loci envolvidos no desenvolvimento da Classe III, poucos
estudos foram realizados. Entre eles estdo: um com familias japonesas e coreanas (Yamaguchi
et al., 2005), dois com familias colombianas (Ortero, L, dados ndo publicados)(Frazier-
Bowers et al., 2009) e outra com parte das amostras utilizadas no presente estudo (Cruz,
2006).

Para a andlise de ligacdo no Japao e na Coréia, 405 marcadores do tipo microssatélites
foram selecionados cobrindo o genoma inteiro, nao incluindo os cromossomos sexuais, com
uma heterozigose média de 0,76 e intervalo médio de 8,8 cM. As amostras coletadas foram de
irmaos afetados com um total de 90 pares de irmdos. Numa primeira andlise, trés regides
genOmicas foram identificadas com evidéncia de ligacdo — 1p36, 625 e 19p13.2. Devido ao
valor de significincia encontrada no cromossomo 1, um mapeamento mais denso foi realizado
onde 31 marcadores foram adicionados, e foi observado um sinal positivo de ligagdo para o
marcador D1S234, localizado na regido 1p36 (Yamaguchi et al., 2005).

Em familias colombianas foram utilizados 546 marcadores do tipo microssatélites
cobrindo os cromossomos autossOmicos para a andlise de ligacdo. As amostras coletadas
foram de quatro familias colombianas com pelo menos dois individuos afetados totalizando
57 individuos, sendo 28 afetados e 29 ndo-afetados. Os resultados mostraram evidéncia de
ligagcdo em cinco regides de quatro cromossomos — 1p22.1, 3q26.2, 11922, 12q13.13 e 12q23.
E importante notar que novamente o cromossomo 1 foi observado com sinal de ligacio e para
os autores isso pode significar que realmente esse cromossomo estd envolvido no
desenvolvimento da mandibula e da maxila (Frazier-Bowers et al., 2009).

Andlise de ligacdo utilizando marcadores genéticos ligados a seis regides candidatas
foi realizada para dez familias brasileiras com um total de 42 individuos analisados (artigo
submetido (Cruz et al., 2010)). Essas regides selecionadas apresentam genes envolvidos com

o desenvolvimento da mandibula e maxila e regides que mostraram ligacdes com Mo. Classe
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III em familias japonesas. Apesar disso, essas regides ndo mostraram nenhuma ligacdo para as
familias brasileiras estudadas, ou seja, genes diferentes estdo atuando no desenvolvimento
dessa caracteristica nessas familias. Esse fato sugere que a Mo. Classe III € uma caracteristica
heterogénea e que os fatores genéticos envolvidos nessas familias brasileiras nao foram
observados em familias de outra regido geogréfica e/ou ancestralidade (Cruz, 2006).

Em estudo preliminar, pertencente ao mesmo projeto global de busca de genes
envolvidos no desenvolvimento da Mo. Classe III, ao desenvolvido nessa dissertacdo, foi
realizada andlise de ligacdo utilizando uma familia colombiana e, para isso, foram utilizados
6090 polimorfismos de nucleotideos tnicos (SNPs) cobrindo todos 0os cromossomos com uma
distancia média de 0,58 cM e heterozigose média variando de 33% a 43% (dependendo da
populacdo). As amostras utilizadas foram coletadas de uma unica grande familia Colombiana
totalizando 40 individuos, sendo 25 afetados e 15 ndo-afetados. Os resultados mostraram
evidéncia de ligacdo para o cromossomo 7. Esse é o primeiro relato de evidéncia de ligagao
nesse cromossomo com o desenvolvimento da Mo. Classe III em humanos (Ortero, L., dados
nao publicados). Os marcadores que apresentaram evidéncia de ligacdo no cromossomo 7
nesse estudo foram utilizados como base para o estudo desenvolvido nessa dissertacdo e em
conjunto com outros marcadores nesse cromossomo.

Além da possibilidade do desenvolvimento de metodologia para diagndstico precoce,
o conhecimento acerca dos mecanismos genéticos envolvidos no desenvolvimento da Mo.
Classe III podera colaborar no entendimento da osteogénese mandibular € com isso colaborar
no melhor entendimento de outras malformac¢des mandibulares e do préprio conhecimento

acerca da formacao do corpo humano.
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1.4 Identificacao de loci relacionados a caracteristicas de heranca complexa

Para a busca de loci relacionados a caracteristicas de heranca complexa existem vdrias
estratégias, sendo as principais: a andlise de associacdo, a andlise de ligacdo e a avaliacdo de
genes candidatos. A avaliacdo de genes candidatos consiste na busca da associacdo de genes
conhecidos que se suspeita de estarem envolvidos no desenvolvimento de uma caracteristica
ou doenca. E geralmente precedida de andlise de ligacio e/fou de associacio ou,
alternativamente, a partir do conhecimento da fun¢ao de um dado gene.

A andlise de associacdo busca a associagdo estatistica entre um alelo, genétipo ou
haplétipo e uma caracteristica. E baseada na comparagio de dados obtidos para amostras do
tipo caso-controle, onde o resultado positivo € a ocorréncia de um dado alelo, genétipo ou
haplétipo mais frequentemente encontrado nos individuos afetados do que o esperado como
um desvio ao acaso (Thomas, 2004; Ziegler e Konig, 2006). A associacdo esptria, isso &,
associacdo estatistica sem de fato existir a associacdo bioldgica ¢ um problema que ocorre
com certa frequéncia nesse tipo de estudo (Botstein e Risch, 2003). Apesar dessa
possibilidade de falsos positivos, encontra-se hoje na literatura a proposta de que a anédlise de
associacdo com a utilizacdo do escaneamento do genoma total deverd suplantar a andlise de

ligacdo em termos de poder de resolug¢do (Risch e Merikangas, 1996).

1.5 Analise de Ligacao Genética

O genoma humano estd contido em 22 pares de cromossomos autossomicos e dois
cromossomos sexuais. Loci localizados no mesmo cromossomo sdo ditos sinté€nicos, porém
ndo necessariamente ligados. Dois loci sdo considerados ligados quando estdo fisicamente
proximos ao ponto de ndo haver nenhum evento de recombinacio entre eles e podem ser ditos
parcialmente ligados quando a taxa de recombinacdo for menor que 50%. Dessa forma, a

medida que a distancia aumenta entre dois /oci no mesmo cromossomo, a taxa de
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recombinacdo aumenta até que o comportamento entre estes seja idéntico a dois loci
localizados em cromossomos diferentes, ou seja, segregacdo independente (Dawn Teare e
Barrett, 2005).

A andlise de Ligacdo Genética pode ser definida como o processo que busca a
localizagdo cromossdmica aproximada de um gene pela observacdo da evidéncia de co-
segregacdo — tendéncia de dois ou mais genes serem herdados juntos — de outros
genes/marcadores cujas localiza¢des sdo conhecidas (Thomas, 2004). Essa andlise geralmente
¢ a primeira fase da investigacdo da base genética de uma caracteristica ou doenca, pois pode
ser usada para encontrar grandes regides gendmicas que podem conter o gene causador,
mesmo na auséncia de dados bioldgicos que sugerissem tal fato (Dawn Teare e Barrett, 2005).

A andlise de ligacdo é baseada em dois principios: 1. loci em diferentes cromossomos
segregam independentemente e 2. a probabilidade 0 de recombinagdo — também conhecida
como fracdo de recombinacdo — entre dois /oci localizados no mesmo cromossomo aumenta
com a distancia genética entre eles, eventualmente chegando ao valor maximo de Y2, mesma
probabilidade de recombina¢do de dois loci em cromossomos distintos (Thomas, 2004). E
esse gradiente de probabilidade de recombinacdo que pode permitir a determinagcdo da
localizagdao de um gene (Hauser et al., 1996; Rao, 2008).

O mapa de distancia genética, como na Figura 5, expressa a localizacdo de marcadores
em relacdo a um painel de marcadores ja estabelecidos cuja ordem e posi¢do sdo conhecidas.
Essas distdncias sdo expressas em Morgan (M), onde 1M representa a distincia onde o
nimero de recombinacdes seja um. Como essa distancia é muito grande, € mais comum usar a
unidade em cM (1/100 de M), ou seja, a distancia de 1cM evidencia a probabilidade de
ocorrer recombinacdo de 1% (Thomas, 2004). Porém, esse nimero nio informa as distincias
fisicas em pares de base. Dessa forma, uma conversao existe e, em média, 1cM corresponde a

aproximadamente 0,88 milhdes de pares de bases, porém esse valor pode variar ao longo do
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genoma a depender do género, das recombinacdes nado distribuidas igualmente além de outros

fatores (Ziegler e Konig, 2006).
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Figura 5. Mapa de Distancia Genética mostrando a relagdo entre a distdncia, em Morgan (M), e a
fracdo de recombinacdo para os mapas de Haldane, Kosambi e Morgan. Figura retirada e
adaptada de (Ziegler e Konig, 2006).

De fato, recombinagdes ndo ocorrem randomicamente. Isso porque se um crossing
over ocorre em um determinado ponto, a probabilidade de outro ocorrer em regides proximas
diminui em relacdo a taxa média. Esse fendmeno € conhecido como interferéncia (Thomas,
2004). Na Fig.5, podemos notar que a fun¢do do mapa de Haldane admite a auséncia total de
interferéncia, enquanto que a fun¢do do mapa de Morgan assume total interferéncia. Completa
interferéncia significa que um quiasma suprime qualquer possibilidade de outro crossing over
ocorrer no cromossomo. No modelo proposto por Kosambi admite-se uma interferéncia
moderada e, provavelmente, € a funcdo de mapa mais utilizado ja que reflete adequadamente

o nivel de interferéncia observado em mamiferos (Thomas, 2004; Ziegler e Konig, 2006).
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1.6 LOD Score

Em andlises de ligacdo, a metodologia estatistica considerada mais eficaz ¢ o LOD
score, logaritmo das probabilidades (Thomas, 2004). Essa metodologia, descrita por Morton
(Morton, 1955), consiste basicamente na comparacdo da probabilidade de que dois loci nao
estejam ligados versus a probabilidade de que estejam ligados com uma determinada fracdo
de recombinacdo. Para tanto, considera como hipdtese nula (auséncia de ligagdo), uma fracdo
de recombinacdo, denominada 6, de 50%, isto €, segregacdo independente, e como hipétese
alternativa a ocorréncia de ligacdo, 6<0,5 (Morton, 1955; Thomas, 2004; Ziegler e Konig,
2006; Rao, 2008).

Valores positivos de LOD sdo evidéncias de ligacdo enquanto que valores negativos
evidenciam exclusdo de ligagdo. Convencionalmente, um valor de LOD maior ou igual a +3 é
considerado como evidéncia de ligacdo significante, sendo equivalente a um p=0,0001. A
hipétese de ligacdo € descartada para todos os valores de 6 onde for obtido um valor de LOD
igual ou menor que -2 (Morton, 1955; Thomas, 2004; Ziegler e Konig, 2006; Rao, 2008). Ja
para os valores intermedidrio, sugere-seque marcadores que apresentam valor de LOD maior
que +1 para caracteristicas complexas merecem ser analisados mais profundamente, seja com
genotipagem de mais individuos das familias analisadas, inclusdo de mais familias, ou adi¢ao
de mais marcadores nas regides proximas a este (Hauser ef al., 1996), ou seja, € sugestao de
ligacdao. Ja valores de LOD score entre +2 e +3 sdo evidéncia forte de ligagdo para
caracteristicas complexas.

O comportamento dos valores de LOD score pela fracdo de recombinagdo (0) pode
fornecer informagdes adicionais. Dessa forma, exemplos podem ser observados na Figura 6.
A curva A sugere evidéncia de exclusdo, pois comeca em um valor extremamente negativo e
aumenta monotonamente. A curva B sugere forte evidéncia de ligacdo, pois apresenta valor

inicial alto — entre +4 e +5 — e decresce monotonamente, ou seja, ndo hd nenhuma
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recombinacdo aparente. A curva C apresenta seu valor inicial baixo — entre -4 e -5 —, porém
sua curva atinge um mdaximo positivo no intervalo de 6=0 até 0=0,5. Essa curva sugere
evidéncia em favor de ligacdo, mas como existe pelo menos um evento de recombinagdo,
também apresenta evidéncia concreta contra a hipdtese de 6=0, ou seja, de que esse locus nao
pode ser o locus de susceptibilidade da doenga. A curva Total é um agregado das outras
curvas, atingindo um unico maximo entre 6=0 e 6=0,5 e diverge para menos infinito no 6=0.

As conclusdes sdo as mesmas da curva C (Thomas, 2004).
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Figura 6. Trés curvas ilustrativas (A, B e C) e uma curva sendo somatério das anteriores mostrando os
valores de LOD score pela fragdo de recombinagao. Podemos notar o ponto de maximo e seu
intervalo de confianca (geralmente diminuindo 1 do valor mdximo de LOD e observando os

valores de fragdo de recombinac@o onde esses valores se encontram. Cobre em torno de 96%
(Thomas, 2004)). Figura retirada e adaptada de (Thomas, 2004)

1.7 Fracao de Recombinacao
Atualmente, existem duas maneiras diferentes de interpretar o resultado da andlise de
ligacdo. Uma das abordagens € utilizar a fracdo de recombinagao onde o valor do LOD score

seja o maximo. Assim € possivel inferir a distancia entre o locus do marcador e o locus da
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caracteristica/doenca e dessa forma adicionar mais marcadores na regido do genoma apontada
pela fragdo de recombinacdo (Dawn Teare e Barrett, 2005). Por outro lado, outros autores
defendem a idéia de que os valores da fracdo de recombinac¢do, na prética, sdo imprecisos e a
verdadeira funcdo de mapa seja muito incerta para que isso seja de alguma ajuda na
localizacdo génica. Dessa forma, ndo € possivel fazer inferéncias em relagcdo a distancia e é
aconselhado entdo adicionar mais marcadores nas regides proximas ao locus do marcador
analisado até o ponto onde recombinag¢des sdo improvaveis de acontecer (Thomas, 2004).

Para a busca da localizagdo gendmica de doengas monogénicas Mendelianas, onde ha
forte correlacdo entre o gendtipo de um tnico gene e o fendtipo, a andlise de ligagdo mostrou-
se extremamente util, principalmente, devido a fragdo de recombinacgdo (Borecki et al., 2008).
Um exemplo foi a descoberta do gene BRCAI onde foi observado a ligacdo entre dois
marcadores no cromossomo 17q e a doenga em 214 familias compreendendo uma regiao de
13 cM, ou seja, com eventos de recombina¢do entre esses marcadores € o locus cancerigeno
(Easton et al., 1993). Posteriormente, métodos para refinar a busca levaram a descoberta do
gene BRCAI e a proposicio de que este seria um forte gene candidato, pois estava
posicionado na regido proposta inicialmente, continha mutac¢des regulatérias, sem sentido e de
mudanca de quadro de leitura que co-segregavam com a doencga nessas familias e que eram
raras na populagdo geral (Miki et al., 1994).

Entretanto, existem argumentacdes de que para doengas e caracteristicas complexas
este tipo de andlise ndo € tdo efetiva. Isso porque, diferentemente de doengas monogénicas
onde existe apenas um gene atuando na caracterizacdo da mesma, nas doencas e
caracteristicas complexas existem diversos genes e cada um deles pode ter efeitos mais
modestos e, consequentemente, diminuir a chance de encontrar tal ligacdo (Risch e
Merikangas, 1996; Binder, 2006; Borecki et al., 2008). Nesse caso, a fracdo de recombinagdo

¢ desconsiderada e apenas o valor mdximo de LOD score utilizado. Dessa forma, sdo
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adicionados marcadores em regides proximas aos marcadores que sugeriram a ligacdo até
atingir um valor de LOD que fosse efetivamente significativo (+3), sem poder estimar

distancias entre esse marcador e o locus da caracteristica.

1.8 Variabilidade Genética e Marcadores genéticos

Toda a diversidade bioldgica encontrada na Terra, assim como as diferencas
observadas entre individuos - como altura, peso, cor de pele e crescimento facial - sdo fruto da
variabilidade genética existente e da relacdo desta com o ambiente. Essa variabilidade
genética tem como fonte primdria a mutacdo que pode ser definida como a alteragdo na
sequéncia de DNA (4cido desoxirribonucléico) original. Assim, o acimulo de muta¢des em
grandes periodos de tempo pode levar a variabilidade intra-espécie assim como a origem de
espécies diferentes.

Os marcadores genéticos sdo regides do genoma que apresentam variabilidade e
possibilitam a diferenciacdo entre individuos e/ou populacdes. A utilizacdo de marcadores
vem auxiliando tanto no entendimento das relagdes evolutivas entre as popula¢des humanas
como na busca de regides no genoma que levam ao desenvolvimento de doencas e
caracteristicas de interesse. Os principais tipos de marcadores genéticos atuais sao 0s

microssatélites e os polimorfismos de nucleotideo unico.

1.8.1 Microssatélite

Marcadores microssatélites ou STRPs (short tandem repeat polymorphism) sao
repeticoes em tandem, como (GT)n, geralmente menores que 60 pares de base. Podem ser
repeticoes de um unico nucleotideo ou ser bi-, tri-, tetra- ou pentanucleotideos. Foram
descritos no final da década de 80 (Weber e May, 1989) e rapidamente substituiram os RFLPs

(polimorfismo de tamanho de fragmento de restricdo) como marcador genético padrdo para o
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mapeamento de doencas monogénicas. Isso ocorreu pela maior facilidade e menor tempo
necessario para a genotipagem, além de outros fatores como a abundancia de microssatélites
no genoma em relacdo aos RFLPs, 0 que permitiu a constru¢cao de mapas mais densos, € a sua
natureza multialélica, que o torna mais informativo devido a sua maior heterozigose.
Consequentemente, essas vantagens permitiram maior poder das andlises de ligacdo (Maresso
et al., 2008).

Ao longo da década de 90, o nimero de STRPs mapeados atingiu a casa dos milhares,
tornando a andlise de ligacdo com microssatélites o método principal para identificagdo
génica de doencas complexas. Dessa forma diversos estudos de escaneamento de genoma
total foram realizados nesse periodo, tanto para doengas monogé€nicas como para
multifatoriais. Apesar do sucesso da descoberta de diversos genes para vdrias doencgas
Mendelianas, ndo alcangou o mesmo é€xito para caracteristicas complexas. Isso deveu-se a

diversas razdes, dentre as quais a baixa herdabilidade e a definicdo imprecisa do fenétipo

dessas doencas e caracteristicas (Hirschhorn ez al., 2002).

1.8.2 SNPs

Denomina-se polimorfismos de nucleotideo tnico, os SNPs, a substituicio de uma
unica base de DNA por outra ou a insercao/delecdo de uma base naquela posicao especifica
do genoma. E sinénimo de mutacdo de ponto e podem ser classificados em dois tipos:
transi¢do (substitui¢cdes entre purinas ou entre pirimidinas) ou transversao (substitui¢des de
purinas por pirimidinas ou vice-versa). Como os efeitos de transversdes sdo geralmente
maiores devido a mudancas na estrutura quimica do DNA, elas sdo menos comuns. Os SNPs
ocorrem, em média, a cada 500-1000 pares de base (pb), o que faz deles a variacdo mais
abundante e uniformemente distribuida em todo o genoma. Dessa forma, sdo hoje

considerados marcadores ideais para o escaneamento do genoma total e, como sdo em geral
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bialélicos, sdo mais faceis, rdpidos e menos dispendiosos para estudar que os microssatélites
(Maresso et al., 2008). Talvez o aspecto mais importante dos SNPs em relacido ao seu uso no
escaneamento do genoma total é que podem ser herdados juntos em haplétipos ou blocos de
desequilibrio de ligacdo (Daly et al., 2001; Gabriel et al., 2002).

Um argumento dito sempre era que o conjunto mais denso de marcadores genéticos
poderia ser mais produtivo. Esse conjunto existe hoje devido ao catdlogo de milhdes de SNPs
e de novas plataformas de genotipagem massiva e que oferecem outra rota para o
mapeamento de genes em doencas complexas (Maresso et al., 2008).

Os SNPs podem ocorrer em regides codantes e ndo-codantes do genoma. Entretanto,
variantes em regides codantes sdo menos comuns que em outras dreas do genoma devido a
possibilidade de mudanca deletéria no fenétipo. Por outro lado, apesar da maioria dos SNPs
ndo ter relacdo com predisposi¢do a doencgas, parte dessa variagdo deve ser responsdvel por
parte da variagdo fenotipica observada dentro e entre populagdes, incluindo vérias doengas.
Nos ultimos anos, o entendimento do papel da regido ndo-codante e intergénica do DNA
aumentou sensivelmente e SNPs localizados nessas regides receberam mais atencdo. Isso
porque podem também ter repercussdo no fendtipo visto que essa variacao pode ter efeitos em
eventos epigenéticos, no processamento génico, na ligacdo de fatores de transcricdo, na
regulacdo de promotores, entre outros (Maresso et al., 2008).

Durante o inicio do século XXI, diversos grupos compararam o escaneamento total do
genoma nas andlises de ligacdo entre SNPs e STRs. Foi observado que os SNPs eram mais
precisos em definir uma area como também detectam /oci que ndo eram detectados com
STRs, sendo hoje sugeridos como melhores nesse tipo de abordagem metodolégica (Evans e
Cardon, 2004; John et al., 2004; Middleton et al., 2004; Schaid et al., 2004; Nsengimana et

al., 2005; Tayo et al., 2005; Xing et al., 2005).
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HIPOTESE
A maloclusdao de Classe III ¢ um distirbio complexo com sugestdo de ser derivado de

mutagdo em pelo menos um gene sendo que esse pode ser rastreado no genoma com a

utilizacdo de amostras de familias que portam esse distdrbio.

OBJETIVO GERAL

Buscar regides génicas candidatas ao desenvolvimento da maloclusdo de Classe III em

familias brasileiras e colombianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Selecionar familias informativas com base em heredogramas;
2. Avaliar oito marcadores do tipo SNPs localizados no braco curto do cromossomo 7 em
afetados da familia e ndo afetados ndo aparentados, porém pertencentes as familias;
3. Realizar andlises estatisticas de ligacao utilizando gendtipos e heredogramas;
4. A partir da localizacdo de regides candidatas, buscar genes candidatos no banco NCBI
(National Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov, acessado

em fevereiro de 2010).
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3.1 Amostra

O presente projeto € parte integrante do projeto ‘“Mapeamento genético do
prognatismo mandibular”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de
Brasilia (CEP-UnB) e pelo Comité Nacional de ética em Pesquisa (CONEP), e parte do
projeto de busca de genes envolvidos no desenvolvimento da Mo. Classe III em colaboracdo
da Pontificia Universidad Javeriana, Bogotd, Colémbia, aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa do Colégio de Odontologia, e da University of Kentucky (Lexington-KY-Estados
Unidos), aprovado pelo Institutional Review Board dessa mesma institui¢do. Foram obtidos
consentimento para participacdo no projeto de todos os adultos ou guardides legais no caso de
menores.

O diagnéstico de Classe III dos probandos, baseado nos exames clinicos, fotograficos
e/ou radiogréaficos das familias brasileiras tiveram o diagndstico confirmado pelo dentista
Ricardo Machado Cruz durante a realizag¢ao de sua tese de doutoramento (Cruz, 2006) dentro
do projeto supracitado. Processo semelhante foi realizado com as familias colombianas pela
dentista Liliane Ortero da Pontificia Universidad Javeriana.

A selecdo das familias foi baseada na presenca de pelo menos dois membros que
apresentassem o fendtipo de Classe III. Os heredogramas (Figura 7 e Anexo 1) foram
estendidos em entrevistas chegando a um total de 1379 individuos em 36 familias, sendo
destes 728 individuos em 14 familias do Brasil e 651 individuos em 22 familias colombianas.
Os heredogramas foram desenhados usando o programa Clinical Pedigree (Chapman e
Winnett, 2008). Amostras biologicas foram coletadas de 68 individuos pertencentes as

familias brasileiras e 132 as colombianas, totalizando 200 individuos amostrados.
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O H
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Figura 7. Heredograma de uma das familias brasileiras onde pode ser observado o padrdo de herancga
autossdOmico dominante.

3.2 Coleta do material biolégico, Extracao e Quantificacio de DNA

O material biolégico coletado foi sangue venoso ou, alternativamente, células da
mucosa oral. No caso de 12 das 14 familias brasileiras, o sangue venoso foi coletado e
processado entre 2002-04, conforme descrito em (Cruz, 2006). A coleta de material das
demais duas familias foi realizada posteriormente no ano de 2009. Para a coleta de células da
mucosa oral de familias adicionais foram utilizados swabs para a raspagem do local, os quais
foram posteriormente transferidos para um tubo contendo salina 0,9%. No Laboratério de
Genética da Universidade de Brasilia, o material coletado em swab foi centrifugado, a salina
foi retirada e foi adicionado tampao glicerol 40% em citrato tripotdssio (0,1M), KH’PO*
(0,0345M) e K’HPO* (0,0344M). A extracdo do DNA foi realizada com a utilizagdo do kit
comercial lllustra blood genomic Prep Mini Spin Kit® (GE Healthcare do Brasil Ltda, Sao

Paulo-SP, Brasil). As etapas realizadas foram as descritas no manual de instru¢do do produto.
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Para as amostras colombianas, a extracdo e purificacio de DNA foi realizada utilizando
metodologia de Salting out (Miller et al., 1988).

Ap6s extracdo de DNA, foi realizada a quantificacdo das amostras utilizando o
NanoDrop®1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific NanoDrop products, Wilmington-

DE, EUA) e dilui¢do para concentragdo indicada para a genotipagem.

3.3 Transporte das amostras

Para o transporte das amostras coletadas no Brasil, foi utilizado o procedimento de
secagem a vdacuo utilizando o equipamento SpeedVac® (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham-MA, EUA), localizado no Laboratério de Toxicologia da Universidade de Brasilia.
Nesse procedimento, tubos de polipropileno com as amostras sdo centrifugados em rotagdo
relativamente baixa (1500 rpm) durante 7-8 horas até completa evaporacdo do liquido e

precipitacao do DNA.

3.4 Selecao dos marcadores genéticos

Foram selecionados oito marcadores do tipo SNPs localizados no braco curto do
cromossomo 7 humano. Para a selecdo dos marcadores genéticos foi levado em consideracdo
a freqiiéncia em populagdes européias, visto que ndo hd dados para estes marcadores em
populacdes brasileiras e que o principal contribuinte para a constitui¢ao atual da populagdo
brasileira foi o europeu (Godinho et al., 2008; Wang et al., 2008). Na Tabela 3 estdo
apresentadas as freqiiéncias observadas em estudos populacionais com amostras
representativas de europeus e africanos constantes do HapMap. No caso da européia, os dados
sdo referentes a um banco de amostras conhecido como CEPH (Centre d'Etude du

Polymorphisme Humain) que sdo referentes a amostras coletadas de individuos residentes
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norte-americanos com ancestralidade do norte e oeste da Europa. A amostra africana refere-se
a uma populacao loruba da Nigéria.

Trés desses marcadores - rs1044701, rs1299548 e rs1882600 — foram selecionados
com base na observacdo de evidéncia de ligacdo em uma das familias colombianas durante
estudo de escaneamento total de genoma (Ortero, L. dados ndo publicados). A partir dos
dados obtidos para esses trés marcadores os demais cinco marcadores foram selecionados.
Estes estdo posicionados na direcdo g-terminal do SNP rs1882600, o que visou refinar a
andlise na regido cromossOmica proxima a este marcador que, como serd apresentado em
resultados, forneceu evidéncia de ligacdo. A posicdo cromossdOmica de cada marcador

selecionado estd apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Posicao cromossdmica dos SNPs selecionados para andlise e niimero de referéncia do marcador na empresa fornecedora (Applied Biosystems Inc).
Frequéncia do alelo menos comum (AMC). Dados retirados e adaptados de www.appliedbiosystems.com, acessado em fevereiro de 2010.

dbSNP TagMan n° E?Zﬁé; CAIEZVP[’% {(AO Il/lll(b;a Sequéncia do probe([VIC/FAM])

rs1044701 C_7608248_10 4.272.360 0,38 (A) 0,08 (A) GCGGGACACGAGGACACGGGACGGCIA/G]TCTCCAGAATTGCTTGTTACGTAGG
rs1299548 C_7606875_10 7.268.818 0,43 (A) 0,18 (G) GAAGTAAGATGGATTTGTGGGAAAT[A/G]JATTTCCTTGAGCCATTTTTCCAAAG
rs1882600 C_11167329_10 7.328.048 0,36 (G) 0,16 (T) ATGACCGAAAACACACCCAGGGCAG[G/TITTAGTCATGCTCGGGGCTATTGTCT
rs1294611 C_7606851_10 7.332.656 0,23 (T) 0,29 (T) GACACCCTGTTAAACAGTCCAAAAG[C/TIAAACGCAGTATTGCGAGTAGCTACT
rs9640034 C_339444_10 7.356.231 0,26 (C) 0,23 (T) CTTAAAGAATATGGAGGGCCCTTAA[C/TIGCATTTGAAGGAGGAAAATAATTGG
rs9640038 C_30462954_10 7.371.594 0,25 (C) 0,19 (T) CGACACCTGGAGTCCAGGGCTGCTC[C/TIGTGTAGCTGGACAAGCAGACGTGTT
rs11526212 C_31572701_10 7.394.060 0,28 (G) 0,32 (A) AAATCAAAAGACCTAAAACAAAGCT[A/G]ICAGGTGTGGATTTCTCCCTACGCAG
rs7800782 C_11816434_10 7.411.519 0,36 (G) 0,00 (G) AGTATGGTAATTTAAGATAGATTGA[C/G]GTCTGTGGAAGATTTATTTCTTTCT
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3.5 Reacido em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-PCR)

A RT-PCR foi realizada na University of Kentucky Hereditary Genomics Laboratory
utilizando um termociclador do tipo LightCycler®480 II (Roche Applied Science,
Indianapolis-IN, USA) e com TagMan SNP Genotyping Assays® (Applied Biosystems Inc,
Foster City-CA, USA). O protocolo utilizado foi o do fabricante. Esse protocolo necessita de
apenas trés solucdes sendo o DNA — na concentragdo de 1 a 20ng por pogo —, 2X TagMan
Universal PCR Master Mix e 20X Primer € TagMan Probe dye mix. Para cada poco foram
adicionas 6,25ul do Master Mix, 0,63ul do mix de prime/probe e 5,7ul de DNA a 1ng/pl.
Uma caracteristica do protocolo TagMan da Applied Biosystems® € o protocolo unico para
todos os marcadores, tanto nas solugdes, como descrito acima, € na condi¢des e temperaturas
utilizadas no termociclador (Tabela 4). Apds o término da etapa de PCR foi gerado uma
andlise denominada Endpoint Genotype onde a fluorescéncia emitida ao final de cada ciclo é
calculada para cada poco e adicionada até o final de toda a etapa de PCR. Isso gera um gréfico
mostrando a fluorescéncia total emitida de cada amostra, e com base na emissdo de

fluorescéncia especifica para cada marcador, mostra o genétipo do individuo.

Tabela 4. Condig¢des utilizadas (temperatura e tempo) de acordo com o fabricante na reagdo de PCR
em tempo real para todos os marcadores analisados.

Ativagdo da Enzima PCR
AmpliTaq Gold Ciclo (40 ciclos)
Etapa Espera/Ativacdo Desnaturacdo Anelamento/Extensdo
Tempo 10 minutos 15 segundos 1 minuto
Temperatura 95 °C 92°C 60 °C

3.6 Analise de ligacdo
Previamente a andlise estatistica especifica buscando sinais de ligacdo, foi realizado

um controle de qualidade onde, primeiramente, os heredogramas foram verificados utilizando
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o programa RELPAIR (Epstein et al., 2000). Os genétipos dos parentes foram avaliados para
verificar, por exemplo, se havia algum caso de ndo paternidade. Apds a avaliagdo, foi definido
se era necessario ou ndo a retirada de individuos ndo relacionados a familia e/ou mudanca de
status de membros da familia (em geral mudanca de irmdo para meio-irmao).

Andlise de segregacdo prévia indicou um padrdo de heranca autossomico dominante
para a Classe IlII, entretanto, a presenca de portadores obrigatérios ndo afetados sugeriu um
modelo com penetrancia incompleta como mais indicado (Cruz et al., 2008). Baseado nessa
hipétese, a andlise de ligacdo realizada foi a paramétrica para um padrdo de heranca
autossomica dominante com um nivel de penetrancia de 80% e freqiiéncia populacional de
0,01 para o alelo causador. Essa freqiiéncia foi extrapolada da estimativa condicional na
estrutura e gendtipos das familias. Inicialmente foram utilizados somente individuos afetados
que ¢ uma abordagem altamente conservativa. Em andlises subseqiientes, individuos que
entraram nas familias através de casamento e ndo apresentaram nenhum outro relacionamento
com o heredograma foram incorporados na anélise como ndo-afetados. Essa abordagem ainda
€ substancialmente mais conservativa do que utilizar informacdo de todos os membros do
heredograma, mas consideramos razodvel para uma caracteristica que € extremamente
varidvel, que depende de exames clinicos e apresenta penetrancia incompleta. A andlise
realizada foi de dois pontos, avaliando os valores de LOD score sobre um conjunto de valores
de 0 usando o programa MENDEL (Lange et al., 2001) devido a sua capacidade de interpretar
sobreposicdo de casamentos (casamentos entre primos, entre individuos de duas geracdes

diferentes da familia).

3.7 Busca de genes candidatos
Ap6s interpretacdo das andlises de ligacdo, utilizamos o banco de dados da NCBI

(National Center for Biotechnology Information — www.ncbi.nlm.nih.gov, acessado em

31



Metodologia

fevereiro de 2010) para a busca de genes candidatos localizados na regidao obtida. Com base
na lista de genes localizados nessa regido (Anexo 2) e com base na interpretacdo da (s) fungdo
(0es) de cada um, foram propostos genes candidatos e possiveis mecanismos biolégicos pelos

quais podem estar atuando no desenvolvimento da maloclusao de Classe III.
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Resultados

Os trés gendtipos possiveis esperados para cada marcador aqui analisados, que sdo
bialélicos, foram observados nas familias em andlise. Na Figura 8 (A-H) estdo apresentados
os perfis obtidos da andlise da RT-PCR para as familias brasileiras e colombianas para cada

um dos marcadores genéticos.
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Figura 8. Distribui¢cdo dos gendtipos dos marcadores genéticos rs1044701 (A), rs1299548 (B);
rs1882600 (C), rs1294611 (D); rs9640034 (E); rs9640038 (F); rs11526212 (G) e
rs7800782 (H) evidenciando os trés genétipos possiveis: verde e azul - individuos
homozigotos; vermelho - individuos heterozigotos. A cor cinza é o controle negativo da
reagao.
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A Tabela 5 mostra os valores de LOD score obtidos com a andlise de ligacdo
paramétrica com a avaliacdo de oito marcadores do tipo SNP em 14 familias brasileiras e 22
colombianas que apresentam maloclusdo de Classe III. A Figura 9 mostra o perfil dos valores
de LOD score obtido com os diversos valores de fragdo de recombinacdo, que varia de 0
(ligacdo completa) a 50% (segregacdo independente). Observa-se que o LOD score méximo
estimado para o SNP rs1882600 foi de 2,36, o que sugere evidéncia de ligagdo. J4 para o
marcador rs1299548, apesar de ter sido observado o LOD score de -3.50 quando 6=0,
apresentou uma curva onde o valor maximo do LOD score encontra-se entre 6=0 e 0,5 —
assim como o marcador rs1882600 —, o que sugere evidéncia de ligacdo, porém também
sugere evidéncia concreta contra a hipdtese de 6=0, ou seja, o locus do marcador ndo pode ser
o proprio locus de susceptibilidade (Tabela 5, Figura 9). J4 o marcador rs1044701 apresentou
evidéncia clara de exclusdo apresentando LOD score de -5.96 quando 6=0 (Tabela 5, Figura
9). Dessa forma, a regido de ligagdo observada no SNP rs1882600 deve estender-se na direcdo
g-terminal numa regidao ainda ndo delimitada e na direcdo p-terminal até o limite do SNP
rs1044701. Assim, se fez necessdria a andlise de marcadores posicionados na direcdo q-
terminal do SNP rs1882600 para restringir a drea gendmica co-segregando com Classe I11.

Com essas informagdes, cinco marcadores adicionais do tipo SNP — rs1294611,
19640034, rs9640038, rs11526212 e rs7800782 — foram genotipados para todos os
individuos de todas as familias do Brasil e Colombia. Através da andlise de ligacdo, os SNPs
rs1294611, 1rs9640034, rs9640038 e rs11526212 obtiveram valores de LOD score
inconclusivos, onde ndo foi observado nem sinal de ligacdo e nem sinal de exclusdo (Tabela
5, Figura 9). Porém, o marcador rs7800782 — o mais distante na direcao g-terminal, localizado
a 83.471 pares de bases do SNP rs1882600 — apresentou um LOD score de -5,34 quando 6=0,

o que evidéncia sinal de exclusdo (Tabela 5, Figura 9).
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Com esses dados e desconsiderando a fragdo de recombinagdo, foi possivel propor que
na regido cromossodmica, de aproximadamente trés milhdes de pares de bases, delimitada pelo
SNP rs1044701 na direcdo p-terminal e pelo SNP rs7800782 na direcdo g-terminal existe
algum gene envolvido no desenvolvimento da maloclusdao de Classe III nestas familias
brasileiras e colombianas. A Figura 10 mostra o cromossomo 7 com as posicdes dos
marcadores genéticos e com destaque para essa regido com evidéncia de ligacdo.

Ao se levar em consideracdo a fracdo de recombinacdo, podemos observar que o
marcador rs1044701 apresentou uma area de exclusdo de 5 cM para ambas as dire¢des. O
marcador rs1299548 apresentou uma drea de exclusdo de 1 cM para ambas as dire¢des, mas
também apresentou um valor de LOD score positivo e maior de +1 quando 0 foi 0,20 e 0,30,
sugerindo ligacio com a doenca numa regido distante (20 a 30 cM), mas também
providenciando evidéncia significativa de exclusdo para esse locus. O marcador rs1882600
apresentou um valor de LOD score maximo no 6=0,10, ou seja, que existe uma fracdo de
recombinacdo de 10% entre esse marcador e o locus da caracteristica. Utilizando uma regra
simples para o Intervalo de Confianga (diminuindo 1 do valor méximo do LOD e observando
onde, aproximadamente, nos valores de fracdo de recombinagdo esses valores se encontrariam
(Thomas, 2004)), a regido onde estaria localizado esse gene seria de aproximadamente 0 a 30
cM desse marcador. Os marcadores rs1294611, rs9640034, rs9640038 e rs11526212
obtiveram a mesma resposta que na interpretacdo relatada acima. O marcador rs7800782

apresentou uma drea de exclusdo de 5 cM para ambas as direcdes.
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Tabela S. Valores de LOD score obtidos com a andlise de oito marcadores do tipo SNP em 14 familias brasileiras e 22 colombianas com ocorréncia de
maloclusdo de Classe III relativos as fracdes de recombinacio, 0, de 0 a 50% e valor mdximo observado.

Valores de 0
Mareador = 1. 0,00 0,01 0,05 0,10 0,15 0,20 0,30 0,40 0,50
rs1044701 0,34 15,96 471 230 -1,00 031 0,07 0,34 0,19 0,00
rs1299548 1,00 350 251 0,62 0,39 0,88 1,09 1,01 0,53 0,00
rs1882600 2,36 1,31 1,57 2,15 2,36 2,30 2,09 1,41 0,60 0,00
rs1294611 0,01 11,43 1,31 094 -0,59 0,34 0,17 0,02 0,01 0,00 é
rs9640034 0,31 0,07 0,02 0,09 0,22 0,30 0,31 0,23 0,09 0,00 §
S
rs9640038 0,09 1,41 1,31 0,95 0,55 20,24 0,05 0,09 0,06 0,00
rs11526212 0,39 070 -061 0,23 0,14 0,30 0,39 0,32 0,15 0,00
rs7800782 0,14 534 434 2,38 11,24 20,60 0,22 0,12 0,14 0,00
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Figura 10. Cromossomo 7 humano mostrando as posi¢cdes dos marcadores genéticos e destacando a
regido com evidéncia de ligacdo para a maloclusdo de Classe III.
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As populacdes latino-americanas, como a brasileira e a colombiana, foram formadas
principalmente por uma mistura entre africanos, europeus e amerindios, sendo que a principal
contribuicdo parental genética para essas populagdes atuais foi européia (Godinho et al.,
2008; Wang et al., 2008). O componente asidtico € muito recente e praticamente nio teve
impacto na constituicdo genética pela forma de organizacdo dessas populacdes com
formagdes de colonias asidticas e baixo grau de miscigenacdo (casamento) com a populagcdo
nativa.

Devido a essa maior heterogeneidade encontrada no Brasil e Colombia, € esperado que
seja possivel investigar/buscar o maximo de genes relacionados a caracteristicas complexas,
como a Classe III, que em populacdes ndo-miscigenadas. Dessa forma, ndo € de se estranhar
encontrar regides gendOmicas diferentes das descritas anteriormente que levam ao
desenvolvimento da Classe III. Ou seja, os genes que levam ao desenvolvimento desta
caracteristica estdo relacionados com a composi¢do genética “ancestral” da populacdo. Assim,
ao apresentar um novo cromossomo com evidéncia de ligacdo para o desenvolvimento de
Classe III nossos dados corroboram que a origem populacional estd intimamente relacionada
aos genes e regides gendmicas causadores dessa caracteristica.

Considera-se que os principais € mais importantes pré-requisitos para se ter sucesso
em um mapeamento de ligacdo € um conjunto de familias onde € observada a segregacao da
caracteristica a ser analisada, como também a avaliac@o correta dessa caracteristica (Thomas,
2004; Ziegler e Konig, 2006; Rao, 2008). Isso porque a determinacdo de ligacdo é
fundamentalmente um processo estatistico e incertezas introduzidas pela dificuldade acerca
do status dos individuos podem levar a distirbios nos resultados ou mesmo obscurecer
completamente o sinal de ligacdo. Dessa maneira, erros de diagndstico, penetrancia
incompleta ou presenca de fenocOpias podem acarretar na falha na andlise de ligacdo, mesmo

quando o ndmero amostral € alto. Isso € especialmente real quando resultam na inclusdo de
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individuos sem a caracteristica do grupo em questdo ou com doenca diferente (Rao e Gu,
2001; Botstein e Risch, 2003). Assim, nossas amostras foram selecionadas de familias onde
existia a comprovacdo de segregacdo de Classe III e com a andlise dos casos afetados por
especialistas da drea para que o minimo de erro fosse introduzido.

A escolha do método de andlise (paramétrico ou nao-paramétrico) estd associada ao
desenho do estudo, ou seja, as suposi¢des sobre a melhor maneira de se mapear genes para a
caracteristica em questdo. A chave para decidir entre andlises paramétricas ou nao-
paramétricas € a andlise de segregacdo. Assim, ao se encontrarem evidéncias da presenca de
um gene principal, e se este estd atuando de forma mendeliana, a andlise de ligacdo
paramétrica tem maiores chances de encontrar tal ligacdo. Enquanto que andlises de ligacao
ndo-paramétricas, como a realizada nas familias japonesas e coreanas (Yamaguchi et al.,
2005) sao mais eficientes quando sabe-se da existéncia de uma contribui¢do genética, mas os
conhecimentos acerca desta sejam limitados. Desta maneira, utilizamos a andlise de ligacdo
paramétrica, pois tinhamos evidéncias prévias de que existe um gene principal ao menos para
familias brasileiras (Cruz et al., 2008), associado a observagdo de que o padrdo de heranca
(autossdmica dominante com penetrancia incompleta) em nossas familias era constante, tendo
maior chance de encontrar ligacao.

E relevante ainda comentar que ao se estudar caracteristicas ou doencas complexas
existem alguns problemas que devem ser levados em consideragdo. O primeiro, e
provavelmente o mais comum, € a variabilidade na penetrancia da caracteristica, ou seja,
existem individuos que possuem o alelo ‘“causador” da doenga/caracteristica, mas nio a
manifestam. Dessa forma, podemos caracterizar erroneamente o individuo e, assim, diminuir
a chance de encontrar a ligacdo que de fato existe. Por esse motivo, individuos onde nao era
possivel admitir com certeza que ndo eram afetados — por exemplo, filhos (as) de individuos

afetados, diagnosticados como ndo afetados, e que nao possuiam filhos — foram excluidos das
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z

andlises. Outro problema que pode aparecer € a fenocdpia, onde o individuo, apesar de
apresentar a caracteristica ndo possui o alelo especifico. Porém, ao se utilizarem familias
grandes com vdrios casos como no presente estudo, essa probabilidade de encontro de
fenocopias diminui substancialmente — considerando que a maior contribuicdo dessa
caracteristica seja genética e ndo ambiental. A ndo consideracio desses possiveis problemas,
podemos acabar inflando o erro do tipo I, onde poderiamos excluir uma regido de ligacdo
onde de fato existe uma ligagdo.

O fracasso de replicacdo dos estudos de ligacdo para Classe III pode ter vdrias
explicagdes como: o estudo original ser um falso positivo, a amostra de replicacdo ndo teve
poder suficiente (falso negativo), o estudo de replicacdo foi baseado em populacio diferente.
Pode haver heterogeneidade de locus ou pode ser uma consequéncia estatistica de se tentar
mapear varios genes envolvidos em uma caracteristica poligénica (Rao e Gu, 2001). Uma
maneira de resolver esse problema em doencas e caracteristicas complexas € a meta-anélise
onde seria utilizado um banco de resultados prévios (Rao e Gu, 2001; Dawn Teare e Barrett,
2005; Rao, 2008). Entretanto, tal andlise hd de funcionar quando os estudos sdo feitos sob
condi¢des homogéneas, quando as andlises estatisticas sdo similares e quando os fenétipos
sdo medidos com o mesmo critério (Rao e Gu, 2001). Ou seja, no caso especifico de Classe
III, que € uma caracteristica quantitativa, seria necessaria uma definicio de um limiar a ser
utilizado por todos. Porém, se tal limiar for inapropriado pode resultar numa perda de eficacia
dos estudos (Dawn Teare e Barrett, 2005).

Do ponto de visto evolutivo, hd um grande debate ainda sobre o impacto da pressao
seletiva, especialmente o clima, e a deriva genética na modelagem do cranio humano
moderno. Efeito significante da selecdo natural foi estimado para determinadas caracteristicas
craniais (Harvati e Weaver, 2006), enquanto para outras ndo foi observado (Cramon-

Taubadel, 2009). Essa diferenca € notdvel quando se comparam os tracos fenotipicos
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utilizados em cada estudo. Efeitos de pressdo seletiva foram evidenciados com relagcdo a
medidas de tamanho, enquanto esse efeito ndo foi observado com relacdo a forma. Porém,
outros estudos vém demonstrando que os efeitos de pressdo seletiva podem ser, na verdade,
devido a ndo consideracdo de efeitos de deriva genética e distancia populacional, sendo que
apenas em regides de temperaturas extremamente baixas essa pressao seletiva teria ocorrido
(Betti et al., 2009; Betti et al., 2010). Dessa forma, € possivel, talvez provével, que a regido
observada no presente estudo e as diferentes regides gendmicas relatadas como estando
relacionadas a Mo. Classe III possam ser consequéncias de efeito de deriva genética nas
populacdes ancestrais que povoaram os continentes.

A diferenca observada nos valores de LOD score para os marcadores rs1299548 e
rs1882600 pode ser devido as diferencas de frequéncia alélica entre esses marcadores. Essa
diferenca pode ter um efeito importante na inferéncia de gendtipos possiveis para individuos
ndo genotipados nas geracdes anteriores € dessa maneira influenciar no valor de LOD score
(Ziegler e Konig, 2006), o que poderia explicar o padrdo encontrado.

Ao se compararem as duas formas de interpretar os dados podemos notar que a grande
diferencga estd principalmente na regido ao redor dos marcadores. Se, de fato, os valores de
fracdo de recombinacdo ndo devem ser levados em conta, podemos entdo propor que
definimos a drea genOmica no cromossomo 7 onde estdo presente o(s) gene(s) que levam ao
desenvolvimento da Mo. Classe III. Por outro lado, se a fragdo de recombinacgdo for levada
em consideracdo podemos ver que a regido no cromossomo 7 pode chegar a ser 30 cM —
provavelmente na direcio g-terminal — de distancia do marcador rs1882600, ampliando a drea
genOmica e sendo necessario mais marcadores para a averiguacao regido. Essa regido deve ser
na direcdo g-terminal, pois o marcador rs1044701 tem uma regido de exclusdo de 5 cM em

ambas as direcOes, 0 que praticamente cobre toda a regido p-terminal se levarmos em conta

43



Discussdo

que 1 cM ~ 0,88 milhdes de pares de base. Porém, sem outros estudos ndo é possivel excluir

toda essa regido.

5.1 Classe III é uma caracteristica heterogénea, genética e fenotipicamente

Uma caracteristica presente na Maloclusdo de Classe III € a heterogeneidade, tanto
genética como fenotipica. Dessa forma, ja foi sugerida a divisao em sub-fenétipos que seriam
entdo admitidos como provenientes do mesmo componente genético o que,
consequentemente, poderia levar a um aumento do poder da andlise de ligacao (Bui et al.,
2006). Esse talvez seja um dos motivos da diferenca dos valores de LOD score encontrados
para a familia colombiana anteriormente, especialmente para o marcador rs1044701. Porém,
tal divisio em subgrupos distintos pode acabar tendo consequéncias posteriores,
especialmente, na extrapolacdo dos dados de um subgrupo especifico encontrado em uma ou
algumas poucas familias para a populacao em geral. Uma solug¢do mais atraente é a anélise de
escaneamento de genoma total em todas as familias que pode acabar revelando outras regides
que sdao mais influentes nelas, mas tal procedimento demanda um custo muito maior
monetariamente e também implica em maior dificuldade estatistica. Tal andlise poderd ser
realizada no futuro.

Nossos resultados suportam a hipétese de que a Classe III € uma caracteristica
heterogénea e apresenta uma nova regido cromossomica com evidéncia de ligagao. Outro
fator que sugere essa heterogeneidade de locus é que dois marcadores — rs1044701 e
11299548 — que apresentaram evidéncia de ligacdo (LOD score maximo > 1,8, Ortero, L.
dados ndo publicados) para Classe III em uma unica grande familia colombiana obtiveram
evidéncia de exclusdo quando analisados para todas as familias. Dessa maneira, essa nova
evidéncia vem para suportar que o crescimento e desenvolvimento dessa caracteristica e,

provavelmente, da prépria mandibula como um todo, é complexo, envolvendo diversos genes
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cada um tendo um papel diferente, atuando em periodos diferentes e com magnitudes
diferentes. Além dessa variabilidade genética afetando o desenvolvimento dessa
caracteristica, existem evidéncias e sugestdes de que o ambiente também tem o seu papel
(Mossey, 1999; Singh, 1999).

Uma forma de buscar solucionar o problema da heterogeneidade de locus € a andlise
dos valores de LOD score para cada familia separadamente e, dessa forma, selecionar aquelas
que apresentem valores positivos para maiores andlises e excluir as demais. Mas, para tal
procedimento sdo necessdrios dois fatores: um grande nimero de familias e que o efeito do
gene em questdo seja relativamente forte, como no caso de doengas monogénicas. O nosso
nimero de familias, apesar de alto quando comparado com a maioria dos estudos recentes
envolvendo a Mo. Classe III, é pequeno quando comparado a estudos que utilizaram esse
procedimento.

Suporte adicional para a idéia de poligenia adveio de outras anélises de ligacdo. Para
um conjunto de familias japonesas e coreanas foi observado sinal de ligacdo para os
cromossomos 1, 6 e 19. Entretanto, evidéncia de ligagdo para o cromossomo 4 foi observada
apenas nas familias coreanas, enquanto que nas japonesas, os resultados apontaram evidéncia
de ligacdo para os cromossomos 9 ¢ 10 (Yamaguchi et al., 2005). Em estudo com quatro
familias colombianas foi observada evidéncia de ligacdo para os cromossomos 1, 3, 11 e 12
(Frazier-Bowers et al., 2009). Estudo de genes candidatos em dez familias brasileiras nao
apresentou sinal de ligagcdo para os cromossomos 1, 4, 6, 7, 10 e 19 (Cruz, 2006). Em estudo
prévio do nosso projeto, utilizando uma tnica grande familia colombiana (40 individuos) nio
foi encontrada nenhuma destas evidéncias e sim sinal para o cromossomo 7 (Ortero, L, dados
ndo publicados). Porém, na nossa andlise utilizando familias colombianas e brasileiras foi
observado sinal de ligacdo no cromossomo 7 em regides distintas da testada inicialmente. O

7z

mais provavel, portanto, é que essas discrepancias devam ter sido causadas pela
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heterogeneidade genética entre as populacdes e amostras, apesar de que erros devido ao
tamanho reduzido das amostras também possam ser a explicagao.

Uma das formas da doenca de Charcot-Marie-Tooth, a tipo 2D, teve seu mapeamento
genético e fisico em uma regido no cromossomo humano 7p. Apds maiores estudos foram
encontradas quatro mutacdes do tipo substituicdo ndo sindbnima no gene do glicil tRNA
sintetase em familias portando essa doenca. Esse foi o primeiro relato de um gene de tRNA
sintetase implicado em doencas genéticas humanas (Antonellis er al, 2003). Uma
caracteristica importante dessa doencga é sua heterogeneidade genética, tendo sido descritos
padrdes de heranga autossdmico recessivo, dominante e ligado ao X e mais de 10 genes

responsaveis pelas suas diferentes formas (Kochanski, 2006).

5.2 Estudos em modelos animais

Estudos em camundongos foi observado que QTLs (Quantitative Trait Loci) que
levam ao desenvolvimento dos dentes também parecem estar envolvidos com o
desenvolvimento da mandibula (Cheverud, 2000; Klingenberg et al., 2001; Workman et al.,
2002). Tal resultado nao € totalmente inesperado, pois a maior parte dos genes que
influenciam o desenvolvimento dental o faz através de interacdes fisioldgicas entre o tecido
Osseo e o mesenquima dentdrio que dard origem ao dente (Workman et al., 2002).

A defini¢do do tamanho da mandibula de camundongos também foi relacionada a
QTLs encontrados no cromossomo 10 e 11, que correspondem aos cromossomos humanos
12q e 2p, respectivamente. Porém, o tamanho mandibular ndo estd restrito apenas a essas
regides, pois outros picos mais fracos foram encontrados para outras regides de distintos
cromossomos (Dohmoto et al., 2002). Em estudo similar buscando identificar QTLs afetando
o tamanho e a forma da mandibula, foi observado que dois loci no cromossomo 5 € um no
cromossomo 15 s3o especialmente importantes. A maior parte do cromossomo 5 de

camundongos tem correspondéncia com o cromossomo 7 humano e aparentemente um desses
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loci estd localizado em 7p, local onde observamos evidéncia de ligacdo no presente trabalho.
Esse loci aparentemente esta relacionado com o tamanho e comprimento da mandibula (Suto,
2009).

A andlise da expressdo génica da mandibula pds-natal em camundongos revelou um
grande nimero de genes relacionados a receptores celulares que tiveram sua expressdao
diminuida. Entre estes estd o gene platelet-derived growth factor alpha (PDGFA), localizado
em 7p22 humano — o que nos levou a considera-lo um dos genes candidatos a Classe III. Esse
gene tem, dentre as diversas fungdes relatadas, atividade de fator de crescimento, ligante ao
coldgeno e regulacdo positiva da replicacgdo do DNA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene,
acessado em fevereiro de 2010). Além desse gene, diversos outros foram observados e
possuem fungdes como: formacdo Gssea, diferenciacdo dos osteoblastos e regulacdo neural
que podem estar refletindo os eventos moleculares que estdo acontecendo no tecido
mandibular durante o seu desenvolvimento, o que inclui o sistema nervoso (Oshikawa et al.,
2004).

Outro fato bem interessante € que em um dos estudos foi observado que o gene
coldgeno 1Al parece estar atuando tanto na forma do dente como da mandibula de
camundongos (Tsutsui ef al., 2008). Em humanos, foi observada evidéncia de ligacdo em uma
regido proxima ao gene de coldgeno II em familias colombianas (Frazier-Bowers et al., 2009)
e em nosso estudo o gene coldgeno XXVIII estd sendo proposto como um gene candidato.
Dessa forma, apesar de Classe III ser uma caracteristica complexa e os genes possivelmente
distribuidos em diferentes cromossomos, uma possivel via metabdlica pode estar se
revelando, onde os genes produtores de coldgeno aparentemente podem ter um papel

importante no desenvolvimento craniofacial.
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5.3 Propostas de genes candidatos

Partindo da hipétese de que a fracdo de recombinacdo ndo deve ser considerada, foi
delimitada uma regido de aproximadamente trés milhdes de pares de base, delimitada pelos
SNPs rs1044701 e rs7800782, compreendendo 65 seqiiéncias génicas. Destas, 43 sdo genes
funcionais, 10 pseudogenes e 12 loci hipotéticos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, acessado em
fevereiro de 2010). A lista total desses genes com suas funcdes e caracteristicas conhecidas
encontra-se no Anexo 2. Entre esses genes podemos destacar os seguintes FOXKI (forkhead
Box K1), RADIL (Ras association and DIL domains), RBaK (Retinoblastoma-associated
KRAB zinc finger), ACTB (Actina Beta), EIF2AK1 (Eukaryotic translation initiation factor 2-
alpha kinase 1), RACI (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1), ZNF12 (Zinc finger
protein 12) e COL28Al (Collagen alpha-1(XXVIII)) como genes candidatos ao
desenvolvimento da Classe III. Se levar em consideracdo a hipdtese de que a fracdo de
recombinacdo € vdlida, a regido pode chegar a cobrir 30 cM de distancia aumentando
consideravelmente o nimero de genes incluindo os candidatos. Entre outros genes que
podemos incluir estariam: CARDII (caspase recruitment domain family, member 11),
PDGFA (descrito anteriormente) e IL6 (interleucina 6; interferon beta-2).

O gene FOXK] € uma proteina da familia FOX onde existe um dominio de liga¢do ao
DNA de, aproximadamente, 100 residuos de aminodcidos (Katoh e Katoh, 2004). Além desse
dominio caracteristico, o FOXKI apresenta o dominio FHA (dominio Forkhead associated)
que pode atuar como ativador transcricional pelo recrutamento dependente de fosforilagdo do
co-ativador NddIp em outras proteinas (Darieva et al., 2003; Reynolds et al., 2003). Em
relacdo a sua funcgdo, foi observado que pode atuar como fator de transcricdo regulado
positivamente em midcitos em diferenciacdo e em musculos sujeitos a estimulos nervosos em

adultos (Bassel-Duby et al., 1994). Pode também funcionar como repressor de transcri¢ao seja

independentemente (Yang et al., 1997), interagindo com a proteina SIN3B (SIN3 homolog B,
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transcription regulator), e formando um complexo de repressao (Yang et al., 2000), ou ainda
se ligando ao fator de transcricdo SRF (Serum response factor) quando esta estd ligada ao
promotor de genes reprimindo sua acdo (Freddie et al., 2007). Dessa forma, considerando a
funcdo de regulador de transcri¢do, consideramos que FOXKI é um gene candidato ao
desenvolvimento da Classe II1.

O gene RADIL codifica uma proteina de 1075 aminodcidos com trés dominios: RA,
presente em proteinas da rota metabdlica da Ras e Rap — conhecidas vias de transdugdo de
sinais; DIL, sem funcdo conhecida, mas estd presente em vdrias proteinas associadas ao
citoesqueleto; e PDZ, uma conhecida plataforma de interacdo proteina—proteina. Em relagdo a
sua funcdo, foi observado que tem uma fun¢@o importante na adesdo e na migracdo celular
das células da crista neural. Quando este gene apresenta-se defeituoso foi observado defeitos
na cartilagem craniofacial, em neur6nios, ganglia cranial, células glia da linha lateral, entre
outros (Smolen et al., 2007). Dessa maneira, uma mutagdo neste gene pode levar a defeitos
em tecidos com origem na crista neural incluindo o complexo craniofacial.

O gene RBaK é um membro da familia de repressores de transcricio KRAB (Kruppel-
associated Box). Ele codifica uma proteina de 714 aminodcidos com um dominio KRAB e 16
dominios dedos de zinco do tipo Kruppel que sdo, em geral, regides de ligacdo ao DNA
(http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=Rbak, acessado em fevereiro de 2010).
Funcionalmente, foi observado que a proteina RBaK se liga a proteina RB (Retinoblastoma),
uma proteina chave na supressdao de tumor pela supressdo dos genes ativados pelo membros
da familia E2F. Foi observado que tanto RB e RBaK expressos ectopicamente funcionam
como repressores de transcri¢ao e tem efeitos similares na sintese de DNA e na expressdo de
um promotor dependente de E2F (Skapek et al., 2000). Observou-se ainda que o RBaK se liga
ao receptor de andrégeno (AR) independente do RB e funciona como co-ativador na regulacdo

do ciclo celular em diversas células e tecidos (Hofman ef al., 2003), além de ter sido também
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sugerida sua participac¢do na diferenciacdo das células CD34 hematopoiéticas (Gomes et al.,
2002). Dessa forma, o RBaK pode exercer fungdes tanto na ativagdo como na repressao da
expressao génica. A possibilidade da interacdo com hormodnios produzidos durante a
puberdade pode influenciar, ou até mesmo direcionar, o desenvolvimento da mandibula e
levar ao fenétipo de Classe 111

O gene ACTB codifica uma proteina de 103 aminoacidos sendo um dos seis diferentes
tipos de actinas que s@o altamente conservadas evolutivamente. Essa proteina € uma das duas
actinas ndo musculares e € um dos principais constituintes do aparato de contragdo. Em
relacdo a sua funcdo, a actina beta modula a migracdo celular durante a embriogénese,
diferenciacdo e, possivelmente, carcinogenese (Dugina et al., 2009). Uma mutagdo do tipo
substituicdo ndo sindénima em gene de actinas ndo musculares estd relacionada com
malformagdes, perda de audicdo e/ou anormalidades neuroldgicas, como distonia tardia
(Procaccio et al., 2006). Assim, mutacdes de menor impacto podem levar a uma grande
migracdo celular para a regido mandibular e, dessa forma, estar relacionadas com o
crescimento exagerado.

O gene EIF2AK]I codifica uma proteina de 630 aminodcidos possuindo dois motivos
HRM (Hormone Receptor Domain) e um dominio de proteina quinase. Essa proteina media a
regulacdo negativa de sintese protéica em resposta a vdarias condi¢des de estresse € na
regulacdo negativa da traducdo iniciada por ferro e que é capaz de responder a estimulos
externos e ao estresse. Além disso, também apresenta funcdo de iniciador de tradu¢do (Shao
et al., 2001). Essa regulacdo negativa pode levar a parada de produc¢do de proteinas que sejam
necessdarias para cessar o crescimento mandibular e dessa forma levar ao desenvolvimento da
Classe III.

O gene RACI codifica uma proteina de 192 aminodcidos pertencente a superfamilia

RAS, descrita no gene RADIL, de proteinas ligantes ao GTP. Essa proteina estd presente na
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membrana plasmatica e quando ligada ao GTP estd na sua forma ativa. Nesse estado, foi
demonstrado que pode se ligar a uma variedade de proteinas efetoras que regulam respostas
celulares como processos de secrecdo, fagocitose de células apoptéticas, polarizagdo de
células epiteliais e pelo enrugamento da membrana por indu¢do do fator de crescimento
(Ridley et al., 1992). Além disso, os membros dessa familia também regulam o controle do
crescimento celular, reorganizacdo citoesquelética e ativacdo de proteinas quinases
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, acessado em fevereiro de 2010). Dessa maneira, essa proteina
pode estar agindo em vdrias vias metabdlicas que podem participar na definicdo do fendtipo
de Classe II1.

O gene ZNF12 codifica uma proteina de 501 aminodcidos que possui um dominio
KRAB e oito dedos de zinco do tipo Kruppel, o que € similar ao descrito para o gene RBaK
explicado anteriormente. Foi relatado que essa proteina possui a funcdo de inativagcdo de
transcri¢cdo iniciada por AP-1 (Activator Protein 1) e SRS (SAGI-related sequences) e, dessa
forma, seria um repressor de transcri¢do na via MAPK de sinais para mediar funcdes celulares
(Zhao et al., 2006). Assim, essa proteina pode estar regulando negativamente genes
necessarios para cessar o crescimento mandibular e/ou inibindo o crescimento maxilar, o que
teria como conseqiiéncias o desenvolvimento do fenétipo de Classe I11.

O gene COL28AI codifica uma proteina de 1125 aminodcidos que possui dois
dominios VWA (von Willebrand factor A), seis dominios semelhantes ao coldgeno (collagen-
like) e um dominio BPTI/Kunitz (Kunitz/bovine pancreatic trypsin inhibitor). Essa proteina
foi descrita em 2006 (Veit et al., 2006) e sua funcao ainda nao é conhecida. Pensa-se que esta
deve atuar como uma proteina de ligacdo celular (http//www.uniprot.org, acessado em
fevereiro de 2010). Porém, como dito anteriormente, um estudo em camundongos apontou o
coldgeno do tipo I (Tsutsui et al., 2008) e um estudo com familias colombianas apontou o

coldgeno do tipo II (Frazier-Bowers et al., 2009) como possiveis genes candidatos. Dessa
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forma, encontrar um gene de coldgeno nessa regido € extremamente interessante € podemos
comecar a pensar que o desenvolvimento da mandibula esta relacionado e € dependente da
familia do coldgeno. Mas como essa familia interage ainda é uma pergunta a ser respondida.

O gene CARDII codifica uma proteina de 1154 aminodcidos que apresenta trés
dominios: um dominio CARD (Caspase recruitment domains), um dominio semelhante a
guanilato quinase e um dominio PDZ, descrita no gene RADIL. Em relagdo a sua funcdo, ja
foi relatada que estd envolvida, e € essencial, como co-estimulador na ativacao de células T
mediada por receptores celulares (Ohnuma ef al., 2007). Além disso, foi observado que
mutantes para esse gene ndo conseguem interagir com a proteina BCLIO (B-cell
CLL/lymphoma) e, em consequéncia, perdem atividade de transcricdo do fator NF-kappaB e
da produgdo de citocinas. Esse gene quando expresso nas células ativa NF-kappaB e induz a
fosforilagdo de BCL10 (http://www.uniprot.org, acessado em fevereiro de 2010). Assim, essa
proteina pode interagir de forma indireta na produc@o ou na repressdo de genes que possam
estar relacionados com o desenvolvimento do fendtipo de Classe III.

O gene IL6 codifica uma citocina de 212 aminodcidos com diversas funcdes
bioldgicas. Entre essas funcdes foi observado que é um potente indutor da resposta aguda da
inflamacao, tem um papel essencial na diferenciacdo das células B (Hirano et al., 1986), esta
envolvida na diferenciacdo de linfécitos e mondcitos, induz crescimento do mieloma e
plasmacitoma e diferenciagdo das células nervosas, entre outras
(http://www .uniprot.org/uniprot/P05231, acessado em fevereiro de 2010). Além disso, esta
relacionado com a regulacdo negativa de proliferacdo celular (Zilberstein et al., 1986) e na
regulacdo positiva da diferenciagdo de osteoblasto (Dodds et al., 1994). Dessa forma, esse
gene pode estar relacionado o fenétipo de Classe III através de vias metabdlicas diferentes,

tanto em papéis essenciais como em secunddrios ativando ou inibindo genes.
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5.4 Consideracoes finais

O conhecimento acerca dos genes envolvidos no desenvolvimento da Classe III e,
consequentemente, do complexo mandibula/maxila pode contribuir para o melhor
entendimento em diversas dreas da biologia. Por exemplo, uma das principais caracteristicas
na evolucdo humana € a observaciao da diminui¢do da mandibula, ou seja, ao se conhecerem
os genes que levam ao seu desenvolvimento podemos estudar como ocorreu a selecao destes
durante nosso processo evolutivo. Outra drea que poderia se beneficiar desse conhecimento é
a genética forense, que vem buscando, nos ultimos anos, genes que estdo relacionados com o
fendtipo e aparéncia para que ao se coletar uma amostra uma estimativa de como o individuo
€ possa ser realizada. E ainda, o conhecimento acerca de como é o desenvolvimento desse

complexo pode ajudar a entender diversas alteracdes craniofaciais e doengas.

5.5 Conclusoes

e A andlise de ligacdo mostrou evidencia de ligacdo que permitiu a indicagdo de uma
regido de aproximadamente trés milhoes de pares de base situada no 7p humano;

e Se considerar a fracdo de recombinagdo, essa regidao aumenta podendo chegar a 30cM;

e A heterogeneidade de locus foi confirmada pelo encontro de regido cromossdmica
com evidencia de ligacdo distinta de relatos prévios.

e Uma serie de 11 genes candidatos foram propostos.
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Heredogramas das Familias Brasileiras
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Familia 01. Padrdo de heranca autossdmico dominante.

| =7 71

Definitions . . . 3
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Familia 04. Padrao de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta (salto de
geragdo).
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Definitions
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Familia 10. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 15. Padrao de heranga autossomico dominante.
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Familia 19. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 20. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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EEREEREE

Familia 25. Padrio de heranca autossdmico dominante.

o 8

T

Familia 27. Uma familia composta de dois ramos, com padrido de herancga autossdémico dominante com penetriancia incompleta.
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Familia 31. Padrdo de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.

Definitions
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Familia 33. Familia composta de dois ramos, com padrao de heranga autossomico dominante com penetrancia incompleta.
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Definitions 11 12
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Familia 35. Padrio de heranga autossdmico dominante (I1 e I2 podem estar com informagdes erradas ou ser com penetrancia incompleta).

Definitions

Familia 37. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 43. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.

Familia 44. Padrao de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Definitions
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Familia 48. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 51. Padrdo de heranca autossdmico dominante.
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Familia 54. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 56. Padrao de heranga autossdmico dominante.
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Heredogramas das Familias Colombianas
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Familia 02. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Definitions
lass
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Familia 03. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 04. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Definitions T

Familia 05. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Definitions
Class M
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Familia 06. Padrao de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Detetiany
]

0

7y | oo h e

Familia 07. Padrdo de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 09. Padrio de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 10. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 11. Padrio de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Definitions B0
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Familia 13. Padrio de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 14. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 15. Padrao de heranga autossomico dominante.
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Familia 16. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 17. Padrao de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Familia 18. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 20. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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2V v:2

Familia 21. Padrio de heranga autossdmico dominante com penetrancia incompleta.

Familia 22. Padrao de heranga autossomico dominante.

I Definitions
| RN

e

-

Familia 23. Uma familia composta de dois ramos, sendo uma com padrio de heranca
autossomico dominante e outra com padrdo de heranga autossomico dominante com
penetrancia incompleta.
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Familia 24. Padrio de heranca autossdmico dominante.
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Familia 26. Padrio de heranca autossdmico dominante com penetrancia incompleta.
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Genes localizados no cromossomo 7 entre os SNPs rs1044701 e rs7800782 segundo o
banco de dados da NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/ acessado em fevereiro de

2010).

1. SDKI - sidekick homolog 1, cell adhesion molecule (chicken)
a. Posicdo: 3,341,080 — 4,308,632
b. Tipo de gene: Codificador de Proteina (validado)
c. Funcdo genética:
1. Ligacdo protéica.
d. Processos celulares:
1. Adesdo celular.
e. Localizacdo:
i. Presente na membrana celular.

2. hipotético LOC730351
a. Posicdo: 4,305,252 — 4,308,632
b. Tipo de gene: Codificador de Proteina (modelo)

3. hipotético LOC100288658
a. Posicdo: 4,721,601 — 4,723,482
b. Tipo de gene: Codificador de Proteina (modelo)

4. FOXKI - forkhead box K1
a. Posicdo: 4,721,930 — 4,811,074
b. Tipo de gene: Codificador de Proteina (validado)
c. Funcdo genética:
1. Ligacdo sequéncia-especifica ao DNA;
ii. Atividade de fator de transcri¢ao.
d. Processos celulares:
i. Diferenciagdo celular;
ii. Desenvolvimento de organismos multicelulares;
iii. Desenvolvimento de 6rgaos musculares;
iv. Regulacdo de transcri¢cdo dependente de DNA.
e. Localizacdo:
1. Nucléolo;
ii. Nucleo.

5. SNORDI13P2 small nucleolar RNA, C/D box 13 pseudogene 2

a. Posicdo: 4,729,060 — 4,729,264
b. Tipo de gene: Pseudo (inferido)

6. KIAA0415
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a. Posicdo: 4,815,264 — 4,831,399
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Funcdo genética:

1. Proteina LOC9907 ndo caracterizada.

7. RADIL, Ras association and DIL domains
a. Posicdo: 4,838,740 — 4,923,335
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungao genética:
i. Ligacdo protéica.
d. Processos celulares:
1. Adesio celular;
ii. Desenvolvimento de organismos multicelulares;
iii. Transdutor de sinais.

8. PAPOLB, poly(A) polymerase beta (testis specific)
a. Posicdo: 4,897,369 — 4,901,625
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungao genética:
1. Ligacdo ao ATP;
1. Ligacdo ao RNA;
ii1. Ligacdo a Nucleotideo;
iv. Atividade nucleotidiltransferase;
v. Atividade polinucleotidica adeniltransferase;
vi. Atividade transferase.
d. Processos celulares:
i. Poliadenilacdo de RNA;
ii. Processamento de mRNA;
iii. Transcrig¢ao.
e. Localizacdo:
1. Citoplasma;
ii. Nucleo.

9. RPL22P16, ribosomal protein L22 pseudogene 16
a. Posicdo: 4,905,061 — 4,905,433
b. Tipo de gene: Pseudo (inferido)

10. MMD?2, monocyte to macrophage differentiation-associated 2

a. Posicdo: 4,945,620 — 4,998,844
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungdes genéticas:

i. Atividade receptora.
d. Processos celulares:
i. Citdlise.
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e. Localizacdo:
i. Membrana celular.

11. RNF216L, ring finger protein 216-like
a. Posicdo: 5,013,616 — 5,037,800
b. Tipo de gene: Pseudo (validado)

12. hipotético LOC100130307
a. Posicdo: 5,071,239 - 5,077,462
b. Tipo de gene: Pseudo (modelo). Similar ao Speedy Homolog A — ligante de
quinase; participa no ciclo celular

13. RBAK, RB-associated KRAB zinc finger
a. Posicdo: 5,085,553 — 5,109,119
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
i. Ligacdo a metais iOnicos;
ii. Ligacdo a acidos nucléicos;
iii. Atividade repressora de transcri¢ao;
iv. Ligacdo ao ion zinco.
d. Processos celulares:
1. Regulacgdo de transcricao dependente de DNA.
e. Localizacdo:
i. Intracelular;
ii. Nucleo.

14. hipotético LOC389458
a. Posigdo: 5,111,738 — 5,112,854
b. Tipo de gene: miscRNA (validado)

15. OR10AHI1P, olfactory receptor, family 10, subfamily AH, member 1 pseudogene
a. Posicdo: 5,156,620 — 5,157,818
b. Tipo de gene: Pseudo (inferido)

16. hCG_1786132, hipotético LOC645700
a. Posigdo: 5,161,203 — 5,184,177
b. Tipo de gene: desconhecido (modelo)

17. WIPI2, WD repeat domain, phosphoinositide interacting 2
a. Posicdo: 5,229,835 — 5,273,486
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Localizacdo:
i. Complexo protéico.
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18. SLC29A4, solute carrier family 29 (nucleoside transporters), member 4
a. Posicdo: 5,322,561 — 5,343,704
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungdes genéticas:
1. Atividade transportador transmembrana de nucleosideos.
d. Processos celulares:
1. Transporte.
e. Localizacdo:
i. Integrante da membrana plasmatica.

19. TNRC18, trinucleotide repeat containing 18
a. Posicdo: 5,346,421 — 5,463,177
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (provisorio)
c. Fungdes genéticas:
1. Ligante ao DNA

20. hipotético LOC100133305
a. Posicdo: 5,415,620 — 5,463,724
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (modelo)

21. hipotético LOC100129484
a. Posicdo: 5,467,214 — 5,469,243
b. Tipo de gene: desconhecido (modelo)

22. FBXLIS, F-box and leucine-rich repeat protein 18
a. Posicdo: 5,515,428 — 5,553,399
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Processos celulares:
1. Processo catabdlico de modificagcdo de proteina.

23. MIR589, microRNA 589
a. Posicdo: 5,535,450 — 5,535,548
b. Tipo de gene: miscRNA (provisério)

24. ACTB actin, beta
a. Posicdo: 5,566,779 — 5,570,232
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungdes genéticas:
1. Ligacdo ao ATP;
ii. Ligacdo a Kinesin;
iii. Sintese de 6xido nitrico
iv. Ligacao a nucleotideo;
v. Ligacdo a proteina;
vi. Ligacdo a proteina quinase;
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vii. Constituinte estrutural do citoesqueleto.
d. Processos celulares:
1. Formacgdo dos axdnios;
i1. Componente do movimento celular.
e. Localizacdo:
1. Complexo MLL5-L;
1. Complexo histona NuA4 acetiltransferase;
1i. AxOnio;
iv. Citoesqueleto cortical;
v. Citoplasma;
vi. Complexo protéico;
vii. Complexo ribonucleoproteico;
viii. Fracdo soluvel.

25. hipotético LOC100288712
a. Posicdo: 5,569,807 — 5,600,688
b. Tipo de gene: Pseudo (modelo)

26. hipotético LOC100288744
a. Posigdo: 5,632,246 — 5,635,063
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (modelo)

27. FSCNI, fascin homolog 1, actin-bundling protein (Strongylocentrotus purpuratus)
a. Posicdo: 5,632,454 — 5,646,286
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungoes genéticas:
i. Ligacdo ao filamento de actina;
ii. Ligacdo a proteina (ponte).
d. Processos celulares:
1. Organizag¢do do citoesqueleto;
1. Montagem do filamento de actina;
iii. Proliferacdo celular.
e. Localizacdo:
i. Citoesqueleto de actina
ii. Citoplasma
iii. Filopodium
iv. Membrana plasmética

28. hipotético LOC100287342
a. Posicdo: 5,643,492 — 5,646,286
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (modelo)

29. RNF216, ring finger protein 216
a. Posicdo: 5,659,678 — 5,821,292
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b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
1. Atividade de ligase;
1. Liga¢do de metal i0nico;
ii1. Ligacdo a proteina;
1v. Ligacdo ao ion zinco.
d. Processos celulares:
i. Apoptose;
ii. Interagdes entre organismos inter-espécies;
iii. Processo catabdlico de modificagcao de proteina.
e. Localizacdo:
1. Citoplasma;
ii. Nucleo.

30. ZNF 815, zinc finger protein 815
a. Posicdo: 5,862,791 — 5,894,066
b. Tipo de gene: Pseudo (validado)

31. OCM, oncomodulin
a. Posicdo: 5,920,429 — 5,925,994
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungdes genéticas:
1. Ligacdo ao fon célcio.
d. Processos celulares:
i. Processos bioldgicos.
. Localizagao:
i. Componente celular.

(¢]

32. C70rf28A, chromosome 7 open reading frame 28A
a. Posicdo: 5,938,341 — 5,965,605
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
1. Proteina hipotética LOC51622

33. RSPH10B, radial spoke head 10 homolog B (Chlamydomonas)
a. Posicdo: 5,965,777 — 6,010,314
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)

34. PMS2, postmeiotic segregation increased 2 (S. cerevisiae)
a. Posicdo: 6,012,870 — 6,048,737
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
i. Ligacdo ao ATP;
ii. Ligacdo ao DNA;
iii. Ligacdo ao MutSalpha complexo;
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iv. Atividade endonuclease;
v. Atividade hidrolase;
vi. Ligacdo ao DNA mismatched;
vii. Ligacdo a proteina;
viil. Ligacdo a inserc@o ou delecdo de unica base;
ix. Ligacdo a fita tinica de DNA.
d. Processos celulares:
i. Reparacao de mismatch;
ii. Resposta a danos no DNA
iii. Hipermutagdo somadtica de genes da imunoglobulina;
iv. Recombinacdo somética de segmentos dos genes da imunoglobulina.
e. Localizacdo:
1. Complexo MutLalpha;
ii. Nucleo.

35. AIMP2, aminoacyl tRNA synthetase complex-interacting multifunctional protein 2
a. Posicdo: 6,048,882 — 6,063,465
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungdes genéticas:
1. Ligacdo a proteinas.
d. Processos celulares:
1. Apoptose;
ii. Diferenciacao celular;
iii. Desenvolvimento de organismos multicelulares;
iv. Traducdo.
. Localizagao:
i. Citoplasma;
ii. Citosol;

(¢]

iii. Nucleo.

36. EIF2AK]1, eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 1
a. Posicdo: 6,061,878 — 6,098,860
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
i. Ligacdo ao ATP;
ii. Atividade de fator de traducao quinase 2alpha;
iii. Ligacdo ao grupo heme;
iv. Ligacdo a nucleotideo;
v. Atividade homodimerizagao;
vi. Transferase
d. Processos celulares:
i. Regulacdo negativa de proliferacao celular;
ii. Regulacdo negativa de processo biosintético da hemoglobina;
iii. Regulacdo negativa de tradugdo;
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iv. Regulagdo negativa de traducao iniciado por ferro;
v. Resposta a estimulos externos;
vi. Resposta ao estresse.
e. Localizacdo:
1. Citoplasma.

37. USP42, ubiquitin specific peptidase 42
a. Posicdo: 6,144,550 — 6,201,195
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungoes genéticas:
i. Atividade peptidase;
ii. Atividade ubiquitinase tiolesterase.
d. Processos celulares:
1. Processo catabdlico de ubiquitinacdo de proteina.

38. CYTH3, cytohesin 3
a. Posicdo: 6,201,410 — 6,312,242
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
1. Ligacdo ao fosfatidilinositol;
ii. Ligacdo a proteina;
iii. Atividade de receptor do inositol;
d. Processos celulares:
i. Participa na regulacdo positiva da adesao celular;
ii. Regulacdo do sinal de traducdo de proteinas ARF
iii. Transporte mediado por vesicula.
e. Localizacdo:
i. Citoplasma;
ii. Intracelular;
iii. Fracdo da membrana;
iv. Membrana plasmética.

39. C70rf70, chromosome 7 open reading frame 70
a. Posicdo: 6,369,040 — 6,388,590
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)

40. RAC1, ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 (rho family, small GTP binding
protein Racl)
a. Posicdo: 6,414,126 — 6,443,598
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
i. Ligacdo ao GTP;
ii. Ligacdo a protein dependente de GTP;
1i. Atividade GTPase;
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iv. Ligacdo a enzima;
v. Ligacdo a nucleotide.
d. Processos celulares:
1. Polimerizacdo do filament de actina;
ii. Morfogénese de estruturas anatomicas;
iii. Apoptose;
iv. Adesdo celular;
v. Componente do movimento celular;
vi. Inducdo de apoptose por sinaliza¢ao extracelular;
vii. Resposta inflamatoria;
viii. Regulacdo negative de endocitose mediada por receptors;
ix. Regulacdo positiva da protein Rho de transducdo de sinais;
e. Localizacio:
i. Citosol;
ii. Intracelular;
1ii. Melanossoma;
iv. Membrana plasmaética.

41. DAGLB, diacylglycerol lipase, beta
a. Posicdo: 6,448,747 — 6,487,643
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungdes genéticas:
1. Ligacdo ao ion célcio;
ii. Atividade de hidrolase;
iii. Atividade triglicerideo lipase.
d. Processos celulares:
i. Processo catabdlico do lipidio.
. Localizagao:
1. Membrana plasmatica.

(¢]

42. KDELR2, KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu) endoplasmic reticulum protein retention
receptor 2
a. Posicdo: 6,500,712 — 6,523,849
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungdes genéticas:
i. Ligacdo a sequéncia KDEL;
ii. Ligacdo a proteina;
iii. Atividade de receptor.
d. Processos celulares:
1. Transporte de proteina intracelular;
ii. Retenc¢ao de proteina na lumen do reticulo endoplasmatico rugoso;
iii. Transporte mediado por vesicula
e. Localizacdo:
i. Complexo de Golgi;
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ii. Reticulo endoplasmaético e sua membrana;
1ii. Membrana Plasmatica.

43. RPL31P34, ribosomal protein L31 pseudogene 34
a. Posicdo: 6,530,372 — 6,530,732
b. Tipo de gene: pseudo (inferido)

44. GRID2IP, glutamate receptor, ionotropic, delta 2 (Grid2) interacting protein
a. Posi¢do: 6,536,409 — 6,591,067
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungoes genéticas:
1. Ligacdo a actina;
il. Ligacgdo a proteina.
d. Processos celulares:
1. Organizagdo do citoesqueleto de actina;
ii. Organizagdo dos componentes celulares.
e. Localizacdo:
i. Juncdo celular;
ii. Membrana plasmatica;
iii. Membrana pds-sinapse;
iv. Sinapse e sinaptosoma.

45. ZDHHC(4, zinc finger, DHHC-type containing 4
a. Posi¢do: 6,617,065 — 6,628,610
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungdes genéticas:
1. Atividade acetiltransferase;

— o

i. Ligacdo a metais iOnicos;
iii. Atividade transferase;
1v. Ligacdo ao ion zinco.

d. Localizacao:

1. Membrana plasmatica.

46. C70rf26, chromosome 7 open reading frame 26
a. Posicdo: 6,629,915 — 6,648,355
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (predita)
1. Proteina hipotética LOC79034

47. ZNF853, zinc finger protein 853
a. Posicdo: 6,655,527 — 6,663,921
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (provisério)

48. ZNF 316, zinc finger protein 316
a. Posicdo: 6,681,537 — 6,694,242
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b. Tipo de gene: desconhecido (modelo)
c. Fungoes genéticas:
1. Ligacdo ao DNA;
ii. Ligacdo a metais i0nicos;
ii1. Ligacdo ao fon zinco.
d. Processos celulares:
1. Regulac¢do de transcricao dependente de DNA.
e. Localizacdo:
i. Intracelular;
ii. Nucleo.

49. hipotético LOC100133111,
a. Posi¢do: 6,703,506 — 6,716,133
b. Tipo de gene: pseudo (modelo) similar to zinc finger protein 11B

50. ZNF 12, zinc finger protein 12
a. Posicdo: 6,728,064 — 6,746,566
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (revisado)
c. Fungoes genéticas:
1. Ligacdo ao DNA;
ii. Ligacdo a metais i0nicos;
ii1. Ligacdo ao ion zinco.
d. Processos celulares:
i. Regulacdo de transcricao dependente de DNA.
e. Localizacdo:
i. Intracelular;
ii. Nucleo.

51. hipotético LOC100130530,
a. Posicdo: 6,755,261 — 6,761,679
b. Tipo de gene: pseudo (modelo) similar to speedy homolog A

52. hipotético LOC100288876
a. Posicdo: 6,769,391 — 6,771,581
b. Tipo de gene: pseudo (modelo)

53. PMS2CL, PMS2 C-terminal like pseudogene
a. Posicdo: 6,774,936 — 6,791,232
b. Tipo de gene: pseudo (provisorio)
c. Fungdes genéticas:
i. Ligacdo ao ATP;
ii. Ligacdo ao DNA mismatched.
d. Processos celulares:
i. Reparo de mismatch;
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ii. Resposta a danos no DNA;
iii. Hipermutagdo somadtica dos genes da imunoglobulina;
iv. Recombinac¢do somatic de segmentos dos genes da imunoglobulina.
e. Localizacdo:
1. Complexo MutLalpha.

54. RSPH10B2, radial spoke head 10 homolog B2 (Chlamydomonas)
a. Posicdo: 6,793,740 — 6,838,396
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (provisério)

55. C70rf28B, chromosome 7 open reading frame 28B
a. Posicdo: 6,838,572 — 6,865,861
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (predita)

56. OR7E39P, olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 39 pseudogene
a. Posicdo: 6,874,454 — 6,875,425
b. Tipo de gene: pseudo (inferido)

57. OR7E136P, olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 136 pseudogene
a. Posicdo: 6,906,287 — 6,907,253
b. Tipo de gene: pseudo (inferido)

58. OR7E59P, olfactory receptor, family 7, subfamily E, member 59 pseudogene
a. Posicdo: 6,919,253 — 6,920,211
b. Tipo de gene: pseudo (inferido)

59. hipotético LOC100130527
a. Posicdo: 6,928,031 — 6,928,357
b. Tipo de gene: pseudo (modelo)

60. hipotético LOC647415
a. Posicdo: 6,963,443 — 6,971,462
b. Tipo de gene: pseudo (inferido) semelhante ao asparagine-linked glycosylation
1 homolog pseudogene

61. hipotético LOC641924
a. Posicdo: 6,970,611 — 6,979,244
b. Tipo de gene: pseudo (inferido) semelhante family with sequence similarity 86,
member A pseudogene

62. hipotético LOC100128349
a. Posicdo: 6,982,902 — 6,983,075
b. Tipo de gene: pseudo (modelo)
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63. hipotético LOC100131257
a. Posicdo: 7,117,926 — 7,141,265
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (modelo) semelhante ao hCG19534

64. CIGALT1, core 1 synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-
galactosyltransferase, 1
a. Posicdo: 7,222,246 — 7,283,981
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungdes genéticas:
i. Atividade glycoprotein-N-acetylgalactosamine 3-beta-galactosyltransferase;,
ii. Ligacdo ao fon magnésio;
iii. Atividade transferase (grupos glicosil).
d. Processos celulares:
1. Angiogénese;
ii. Diferenciacao celular;
1ii. Desenvolvimento do rim;
iv. Desenvolvimento de organismos multicelulares.
e. Localizacdo:
i. Presente na membrane.

65. COL28A1, collagen, type XX VIII, alpha 1
a. Posicdo: 7,398,244 — 7,575,460
b. Tipo de gene: Codificador de proteina (validado)
c. Fungoes genéticas:
i. Atividade inibidora de peptidase;
ii. Ligacdo a proteina.
d. Processos celulares:
i. Adesao cellular.
e. Localizacdo:
1. Membrana, parte basal;
1. Regido extracelular
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