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RESUMO

Diversos fatores relacionados ao hospedeiro, como fatores ambientais (tabagismo), doengas
sistémicas (diabetes e dislipidemia) e heranga genética vém sendo estudados quanto a influéncia
no inicio e progressdo da doenca periodontal. Embora muitos estudos tenham investigado a
relagdo entre dislipidemia e periodontite cronica (PC), examinando os niveis séricos de lipideos,
os resultados ainda sdo contraditorios, indicando a demanda da realizagdo de uma metanalise.
Alguns Genome-Wide Association Studies (GWAS), estudos de bioinformatica e diversos
estudos caso-controle evidenciaram variantes genéticas associadas a suscetibilidade a
periodontite, mas os resultados para alguns desses polimorfismos sdo escassos ou contraditorios
entre as diferentes populagdes. Assim, nota-se a importancia de realizar metanalises e estudos
caso-controle para buscar validar ou identificar a associacdo de polimorfismos com a PC na
populacao brasileira. O objetivo deste estudo foi dividido em 3 capitulos: (1) investigar se os
pacientes com PC apresentam diferentes niveis séricos de parametros lipidicos (HDL, LDL,
colesterol total e triglicérides) em comparagdo com individuos saudéaveis; (2) avaliar se
polimorfismos de base inica (SNPs, single nucleotide polymorphisms) nos genes LDLR (rs5925
e 15688) e APOB (1s676210 e rs693) contribuem para a suscetibilidade a PC, uma vez que PC
estd associada a niveis plasmaticos de LDL mais elevados, e os polimorfismos nestes genes
podem aumentar as concentragdes plasmaticas de LDL; (3) validar na populacdo brasileira a
associacdo de polimorfismos genéticos previamente associados a PC em outras populagdes, por
meio de estudos que utilizaram técnicas sofisticadas de bioinformatica e GWAS. No capitulo
(1), foi realizada uma revisdo sistematica com metanalise e meta-regressdo. Nos capitulos (2) e
(3) foram realizados estudos caso-controle com genotipagem de SNPs em pacientes com e sem
PC para investigar a associagdo destes SNPs entre os diferentes genotipos em relagdo a PC e
parametros periodontais, além de avaliar a associagdo genética sexo-especifica, e a da interagdo
destas variacdes genéticas com fatores ambientais (tabagismo). Na metandlise, foram incluidas
19 publicagdes, verificando-se como resultado que os participantes com PC apresentaram niveis
séricos significativamente elevados de LDL e triglicerideos (p = 0,003 e p <0,0001,
respectivamente) e niveis significativamente mais baixos de HDL (p = 0,0005), comparando-
se a individuos sem PC. Como resultado do capitulo (2), ndo foi verificada associagdo

significativa entre os parametros clinicos periodontais e as frequéncias de gen6tipos de qualquer



dos SNPs nos genes APOB e LDLR avaliados. Comparando-se pacientes com e sem PC, ndo
houve diferencas significativas em nenhuma das andlises multivariadas, interagdes
multiplicativas e aditivas entre cada SNP e tabagismo e frequéncia de haplétipos nos dois genes.
Referente ao capitulo (3), constatou-se que os SNPs rs2521634 (proximo ao gene NPY) e
rs3811046 (no gene /L37) foram validados na populacao brasileira estudada como associado a
PC. Em conclusdo, observou-se que a PC foi associada a niveis mais altos de LDL e
triglicérides, e niveis mais baixos de HDL; enquanto que ndo foi associada aos SNPs estudados
nos genes LDLR e APOB; mas houve validacdo na populacdo brasileira estudada dos SNPs
proximo ao gene NPY e no gene /L37, previamente identificados por GWAS, com associagao

de maior risco a PC severa e moderada.

Palavras chave: Periodontite cronica. Dislipidemias. Metandlise. Polimorfismo genético.
Gendtipo.
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ABSTRACT
Several factors related to the host, such as environmental factors (smoking), systemic diseases

(diabetes and dyslipidemia) and genetic inheritance have been studied regarding the influence
on the onset and progression of periodontal disease. Although several studies have investigated
the relationship between dyslipidemia and chronic periodontitis (CP), focusing on serum lipid
levels, the results are still contradictory, indicating the necessity of a meta-analysis. Some
genome-wide association studies (GWAS), bioinformatics studies and several case-control
studies have shown genetic variants associated with susceptibility to CP, but the results of some
of these polymorphisms are sparse and contradictory among different populations. Thus, it is
important to conduct meta-analysis and case-control studies in order to validate or identify an
association of polymorphisms with CP in a Brazilian population. The objective of this study
was divided into three chapters: (1) to investigate whether patients with CP present different
serum levels of lipid parameters (HDL, LDL, total cholesterol and triglycerides) compared to
healthy individuals; (2) to assess whether single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the LDLR
(rs5925 and rs688) and APOB (rs676210 and rs693) genes contribute to CP susceptibility, since
CP is associated with higher plasma LDL levels and the polymorphisms of these genes may
increase plasma LDL concentration; (3) to validate, in the Brazilian population, the association
of genetic polymorphisms previously associated with CP in other populations, through studies
using sophisticated bioinformatics techniques and GWAS. A systematic review with meta-
analysis and meta-regression was performed in chapter (1). Case-control studies with
genotyping of SNPs in patients with and without CP were performed in chapters (2) and (3).
These studies was conducted to investigate the association of different SNPs genotypes
respecting to CP and periodontal parameters, as well as to evaluate sex-specific genetic
association, and gene-environmental interaction. In the meta-analysis, 19 publications were
included. It was found that participants with CP had significant higher LDL and triglycerides
serum levels (p = 0.003 and p < 0.0001, respectively) and lower HDL levels (p = 0.0005)
compared to healthy patients. As a result of chapter (2), no significant association was found
between the periodontal clinical parameters and the frequencies of genotypes of any of the SNPs
in the APOB and LDLR genes evaluated. Comparing patients with and without CP, there were
no significant differences in any multivariate analysis, multiplicative and additive interactions

between each SNP and smoking and haplotype frequency in the two genes. Regarding chapter



(3), the rs2521634 (near the NPY gene) and rs3811046 (in the IL37 gene) SNPs were validated
in the Brazilian population studied in association with CP. In conclusion, CP was associated
with higher levels of LDL and triglycerides and lower levels of HDL; while it was not
associated with the SNPs studied in the LDLR and APOB genes; but there was validation in
the studied Brazilian population of the SNPs near to the NPY gene and in the IL37 gene with a

higher risk association to severe and moderate CP, previously identified by the GWAS.

Keywords: Chronic periodontitis. Dyslipidemias. Meta-analysis. Genetic polymorphism.

Genotype.
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1 INTRODUCAO

O workshop internacional para a classificacdo de doencas e condi¢des periodontais da
Academia Americana de Periodontologia em 1999 definiu a periodontite cronica (PC) como
uma "doencga infecciosa que resulta na inflamagao das estruturas de sustentacdo do dente, com
progressiva destrui¢do do ligamento periodontal, cemento e osso alveolar. E caracterizada por
formacdo de bolsa periodontal e / ou recessio gengival. E reconhecida como a forma mais
frequente de periodontite” 2. As caracteristicas da periodontite cronica listadas no referido
workshop sdo: maior prevaléncia em adultos, mas pode ocorrer em criangas e adolescentes; a
quantidade de destruig¢@o ¢ consistente com a presenca de fatores locais; o calculo subgengival
¢ um achado frequente, associado a um padrao microbiano variavel; taxa de progressdo lenta a
moderada, podendo ter periodos de rdpida progressdo; pode ser associado a fatores
predisponentes locais (por exemplo, fatores iatrogénicos); podem ser modificados e / ou
associados a doengas sistémicas (por exemplo, diabetes mellitus); podem ser modificados por

fatores ambientais (como tabagismo e estresse emocional) 24,

Doengas complexas sdo causadas por uma combinacao de fatores genéticos, ambientais
e de estilo de vida, sendo a grande maioria das doengas enquadrada nesta categoria, incluindo
doengas como diabetes mellitus (DM), dislipidemia e doenga periodontal 3. Embora herdemos
genes associados a essas doencas, os fatores genéticos representam apenas parte do risco
associado ao fenotipo das doengas complexas. Além disso, essas doengas sdo poligénicas, pois
varios genes estdo envolvidos na suscetibilidade e na severidade da doenga, cada qual
garantindo uma pequena contribui¢do. Uma predisposi¢ao genética significa que um individuo
tem uma suscetibilidade genética ao desenvolvimento de uma determinada doenga, mas isso
ndo significa que tal pessoa desenvolvera obrigatoriamente a doenga. Embora ndo possamos
mudar nossos genes, podemos alterar nosso estilo de vida e alterar fatores ambientais para
prevenir ou retardar o aparecimento de tal transtorno. De fato, a interag@o entre fatores genéticos

e ambientais em doengas complexas continua a desafiar a compreensio dos pesquisadores °.

Isso contrasta com as doengas mendelianas simples, nas quais a alteracdo de um s6 gene
determina o fenotipo da doenga 7. Para revelar as influéncias genéticas e ambientais em uma
dada doenca, sdo realizados estudos investigando gémeos monozigéticos (MZ - gerados a partir
da divisdo de um unico zigoto) e dizigdticos (DZ - gerados a partir de zigotos independentes).
Gémeos MZ, além dos genes completamente compartilhados, quando criados juntos, tém

também influéncias ambientais muito similares. Nos estudos envolvendo pares de gémeos, ¢
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avaliado se uma caracteristica (inclusive uma doenga) ocorre em ambos os gémeos
(concordancia) ou em somente um deles (discordancia). Quanto maior a frequéncia da mesma
caracteristica em ambos os membros dos pares MZ, em comparagdo aos DZ, maior a
probabilidade de que a caracteristica tenha um componente genético. Os resultados de estudos
em familias e em gémeos indicam que ha heranga genética para suscetibilidade a PC 1011,
Comparando-se gémeos MZ e DZ, foi observada maior concordancia da ocorréncia da PC entre
os gémeos MZ criados juntos do que a encontrada nos gémeos DZ, significando que o fator
genético tem forte contribuigdo para o acometimento da doenga 2. Os autores estimaram que a
PC possui aproximadamente 50% de hereditariedade, mesmo apos ajustes para varidveis

comportamentais, como o tabagismo 2,

Como mencionado anteriormente, ndo apenas fatores genéticos influenciam na doenga
periodontal. Diversos outros fatores relacionados ao hospedeiro, como fatores ambientais
(tabagismo), estresse emocional e doengas sistémicas (diabetes mellitus e dislipidemia)
passaram a serem estudados para compreender como contribuem para o inicio e progressao da
PC 314 O termo Medicina Periodontal, como sugerido pela primeira vez por Offenbacher !°
(1996), pode ser visto como um termo amplo que define uma relacdo entre satide/doenca
periodontal e satide/doenca sist€émica. Acredita-se em uma relagdo bidirecional, ou seja, a
doenga periodontal pode influenciar na satde sist€émica de um individuo, bem como doencas
sistémicas podem influenciar a satide ou doenga periodontal de um individuo . Dentre estas
doengas, vem crescendo o nimero de estudos investigando a relagdo entre a doenga periodontal

e o diabetes mellitus e também a dislipidemia 6-20,

FATORES GENETICOS E DOENCA PERIODONTAL

A PC pode se manifestar de diferentes formas clinicas na populacdo e a influéncia
ot d licar i 21, Polimorfi ot ao f i lel
genética pode explicar isso em parte'. Polimorfismos genéticos sdo formas variantes (alelos)
de um lécus especifico do cromossomo, que coexistem naturalmente na populagdo humana.
Polimorfismos genéticos sao também entendidos como variagdes normais do genoma humano,
no qual o alelo mais raro ocorre com uma frequéncia maior que 1% na populagdo. Os
polimorfismos surgem como resultado de mutagdes, como insergdes, delecdes ou substituicdes
de bases nucleotidicas, podendo gerar uma proteina ndo funcional ou alterar a expressdo da

referida proteina. O tipo de polimorfismo mais comumente relatado na literatura ¢ o de base



18

Ginica, conhecido como Polimorfismo de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polimorphism
- SNP), que consiste em uma variagdo da identidade de um nucleotideo singular num sitio

particular do genoma 2.

Os polimorfismos genéticos sdo muito uteis em estudos da area de Genética de
Populagdes. As frequéncias dos genoétipos e alelos podem variar entre grupos de pacientes
doentes e saudaveis. Subsequentemente, quando um determinado alelo estd associado com a
doenca, estudos enfocando a genética funcional podem ser realizados para investigar a possivel
influéncia do referido polimorfismo na expressdao do gene e seu papel na etiologia e patogénese
da doenga 232*, E muito importante essa investigacdo da funcionalidade de um polimorfismo,
pois tais variagdes alélicas podem estar situadas em regides promotoras do gene e isso pode
influenciar a transcri¢do do mesmo; ou seja, um SNP pode influenciar na producdo de maior ou
menor quantidade de proteina, provocando variagcdes nas respostas imunologica e inflamatéria
individuais frente a uma agressdo bacteriana . Além disso, um SNP também pode estar
localizado em exons, de forma que, dependendo do nucleotideo variante e de sua posi¢do, um
determinado aminodcido pode ser alterado para outro, levando a mudanca da sequéncia original

da proteina, o que pode comprometer sua fungéo 2.

Nota-se uma tendéncia mundial em identificar marcadores genéticos de suscetibilidade
a PC, principalmente focando-se em genes relacionados ao sistema imunoinflamatorio,
particularmente das citocinas. Citocinas sdo proteinas secretadas por células do sistema imune,
importantes na regulacdo imune e comprovadamente relacionadas ao processo de inflamagao
periodontal e sistémica 27-*%, Estudos relatam que variagdes alélicas, como os polimorfismos em
genes que codificam citocinas, podem afetar a suscetibilidade e a progressdo da PC #2831, O
primeiro estudo demonstrando a associacdo entre PC e um polimorfismo genético, no caso no
gene L1, foi de Kornman e colaboradores *? em 1997. A partir de entdo, muitos estudos vém

sendo realizados com o objetivo de associar diversos polimorfismos em varios genes com a PC
33-37

Existem milhdes de SNPs distribuidos no genoma que tém sido investigados em
associagdo a doengas, mas apenas uma pequena parcela destes foi estudado em relagdo a PC 38,
Os primeiros estudos investigando a suscetibilidade genética a PC na populagdo brasileira sao
de 2002, utilizando a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) aliada a de
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restrigdo (RFLP), ou seja, a PCR-RFLP *°. A

partir de entdo, varias outras pesquisas t€ém sido realizadas na populagdo brasileira a fim de
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identificar marcadores genéticos que possam estar associados com a suscetibilidade ou

predisposi¢do a PC 40-43,

Para otimizar a andlise de varios SNPs, atualmente tem sido empregadas tecnologias de
alto desempenho, como microarrays. A partir de 2009, surgiram as primeiras publica¢des
utilizando-se um protocolo baseando em uma tecnologia de alto desempenho e rendimento de
genotipagem através de PCR em tempo real, conhecido como Plataforma de Genotipagem

TagMan ™ OpenArray® da empresa Life Technologies #.

A tecnologia OpenArray ™ utiliza um chip do tamanho de uma lamina para microscopia
com 3.072 orificios. Cada placa contém 48 subarranjos (subarray), cada uma com 64 pocos de
300 um de didmetro e 300 um de profundidade. A superficie da placa tem propriedades
hidrofébicas, enquanto o interior dos pocos (onde as sondas e primers ja estdo inseridos) sao de
natureza hidrofilica. Os reagentes sdo retidos nos orificios através da tensdo superficial. Estas
propriedades fisicas permitiram que um pequeno volume (33 nL) da amostra possa ser inserido

com grande acurécia e precisdo #°.

Uma placa OpenArray pode conter tantas amostras como oito placas tradicionais de 384
pocos. Tal tecnologia atua por meio de um chip contendo sondas para deteccdo de alelos de
diferentes SNPs, assim esse chip de genotipagem permite a analise simultdnea de no minimo
16 e maximo 256 SNPs. Uma das principais vantagens desse método ¢ que o pesquisador
escolhe os SNPs que deseja investigar, comunicando-se com a empresa que desenvolvera o chip
de modo “customizado”. O chip contém os ensaios em nano-cavidades, requerendo apenas a
adicdo da amostra quantificada de DNA dos pacientes. A manipulacdo e distribuicdo das
amostras no chip de OpenArray® ¢ realizada por um pipetador automatico, o que aumenta a

precisdo e diminui erros de pipetagem #°.

Apesar de aparentemente mais caro, na verdade, em comparacdo a técnicas de
genotipagem convencionais (onde cada SNP ¢ investigado de cada vez), o uso da plataforma
OpenArray® é mais econdmica quando pretende-se analisar diversos polimorfismos 6. Em um
estudo recente realizado em uma populagdo brasileira, a plataforma de genotipagem
OpenArray® provou ser altamente eficaz (taxa de precisdo — call rate de 96,99%) para a
genotipagem de SNPs suspeitos de estarem relacionados a perda auditiva . O resultado de
genotipagem com o OpenArray foi validado por meio de outras técnicas como sequenciamento

direto, PCR multiplex e PCR-RFLP.

A limitacdo da abordagem de genes candidatos ¢ que centenas de genes ndo sio
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estudados porque suas fungdes sdo desconhecidas. Portanto, estudos com estratégia livres de
hipdtese e abordando todo o genoma sdo novas estratégias que estdo sendo utilizadas para
diversas doengas #’. Dentre estas estratégias, destacam-se Genome-Wide Association Study

(GWAS) ¢ analises envolvendo técnicas sofisticadas de bioinformatica.

O numero de publicacdes usando bases de dados genéticos e métodos de bioinformatica
para identificar genes candidatos a doencas vem se expandindo. Uma combinacdo de
ferramentas computacionais vem sendo utilizada para a identificacdo de genes candidatos para
a periodontite. Esses resultados teéricos fornecem novas pistas para os pesquisadores
planejarem experimentos especificos para cada gene identificado. H4 poucos estudos
publicados na literatura utilizando as técnicas de bioinformadtica para identificar os genes
candidatos mais promissores para PC. Apenas um estudo usou as multiplas fontes de dados
associado a diferentes métodos computacionais para identificar genes em todo o genoma
humano que fossem candidatos ao desenvolvimento da periodontite . Por meio desse método
integrativo de ranqueamento de genes, alguns destacam-se: (i) a interleucina 18 (IL18) que
apresenta um papel importante na regulacdo da resposta imunoinflamatdria, modulando
atividade de macréfagos e neutréfilos 49, cuja proteina encontra-se em concentragdo aumentada
na saliva de pacientes com PC °%; e (ii) membro 9 da familia de Receptores Toll-like (TLR), ou
seja o TLRY, cuja expressao mostrou-se aumentada em pacientes com periodontite comparado

a pacientes com gengivites e pacientes saudaveis >!.

GWAS sdo estudos de associagdo do tipo caso-controle envolvendo uma grande amostra
populacional que, ao invés da abordagem de gene candidato, investigam simultaneamente
milhares de polimorfismos genéticos para identificar variantes genéticas associadas a uma
doenga 2. Assim, GWAS permitem uma analise em larga escala e imparcial do genoma,
utilizando grande nGmero de individuos 3. Os GWAS sdo capazes de analisar
aproximadamente 650.000 SNPs e sdo capazes de mostrar aproximadamente 22% da variancia
fenotipica observada na PC % Uma série de GWAS relataram novos achados para doengas
complexas e, curiosamente, a maioria desses genes identificados ndo foram previamente
estudados como genes candidatos. Isso também foi observado em relagdo a PC, uma vez que
diversos GWAS evidenciaram variantes genéticas associadas a susceptibilidade a PC. Pode-se

destacar polimorfismos no gene IL37 e proximo ao gene NPY 3+,

O neuropeptidio Y (NPY) ¢ um potente vasoconstritor que ¢ co-localizado com

noradrenalina no sistema nervoso simpatico 3’. O NPY mostrou ter vérios papéis, incluindo a
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modulacdo da resposta imune e angiogénese, sugerindo um papel no metabolismo e reparo
tecidual %!, O NPY ¢ o neuropeptidio mais abundante no 0sso e recentemente demonstrou ter
um papel na manutencao do equilibrio entre a formagao e reabsor¢do dssea, processos que sao
relevantes na periodontite 2%, Além disso, o NPY esta presente no fluido crevicular gengival
(FCGQ), apresentando niveis significativamente maiores em sitios periodontalmente saudaveis
em compara¢do aos sitios com periodontite %4, Isso indica um possivel papel do NPY no

processo de saude / doenca periodontal.

A interleucina-37 (IL-37), também conhecida como IL-1F7, é o membro mais
recentemente descrito da familia de citocinas IL-1 ®°. E uma potente citocina anti-inflamatéria,
produzida por mondcitos, células dendriticas, células plasmaticas e células epiteliais *>%7. Em
condi¢des normais, a IL-37 atenua a resposta imune inata pela supressao de citocinas pro-
inflamatorias (IL-18, TNF-o, IL-6, IL-17 e IFN-y) ¢7. Nas infec¢des bacterianas, a IL-37 é capaz
de inibir o processo inflamatério . Existe apenas um estudo que investigou o FCG, niveis
salivares e plasmaticos de IL-37 em individuos com PC e em individuos sistemicamente e
periodontalmente saudéaveis . A 1L-37 foi detectada em FCG, saliva e¢ plasma de todos os
grupos, porém as quantidades totais de IL-37 foram semelhantes nos sitios de pacientes controle

e com doenga periodontal.

DISLIPIDEMIA E DOENCA PERIODONTAL

Evidéncias crescentes mostram a relagdo da PC com doengas sistémicas . Estudos
epidemiologicos comprovam que a PC confere maior risco a doenga cardiovascular (DCV) 7°,
A base patologica da DCV ¢ a aterosclerose !, que geralmente se desenvolve como resultado
de um desequilibrio no perfil lipidico, uma vez que a placa ateromatosa pode ser iniciada pela

actimulo localizado de lipideos 2.

Anormalidades nos niveis de lipideos séricos caracterizam a dislipidemia, que ¢ uma
disfun¢do metabdlica caracterizada por mudancas qualitativas e quantitativas das lipoproteinas
no sangue, além de transtornos no metabolismo de lipideos 7. Os lipideos ndo sdo soluveis no

1 di ao t tad ticul hecid li teinas 74, Est
plasma, em vez disso sdo transportados em particulas conhecidas como lipoproteinas '*. Esta
doenca pode surgir e ser agravada devido a descompensagdo metabdlica gerada pelo quadro de

diabetes mellitus (DM) e / ou devido a uma dieta rica em gorduras .
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Uma das principais caracteristicas da dislipidemia ¢ o aumento na concentracdo de
colesterol total, lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e triglicérides, além da reducdo de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) no sangue 777, De acordo com National Cholesterol
Educational Program (NCEP) Adult Treatment III (ATP III) 73, os seguintes pontos de corte
foram usados para definir dislipidemia: (i) Hipercolesterolemia: nivel de colesterol total > 200
mg/dL; (ii) Hipertrigliceridemia: niveis de triglicérides > 150 mg/dL; (iii) Baixos niveis de

HDL: niveis de HDL <40 mg/dL e (iv) Altos niveis de LDL: niveis de LDL > 130 mg/dL.

As causas da dislipidemia podem ser genética, ambiental, ou ambos. Dentre as causas
genéticas, ha a hipercolesterolemia familiar (HF), apolipoproteina B100 defeituosa,
hiperlipidemia combinada (familiar), entre outras. Dentre as causas secunddrias (ambientais),
incluem a dieta, uso de alguns medicamentos, além de doengas e desordens metabolicas, como

obesidade e DM tipo 2 (DM2) 7.

A hipercolesterolemia, como ja comentado, pode ser ocasionada por fatores genéticos.
Entre as mutagdes e polimorfismos envolvidos no aumento sérico de colesterol, ¢ possivel
destacar os que ocorrem no gene Apolipoproteina B (APOB) 787° e, principalmente, no gene do
Receptor de LDL (LDLR) %-8!. ApoB ¢é uma Apolipoproteina primaria da LDL, sendo a
principal transportadora natural de colesterol e fosfolipideos, atuando como um suprimento
constante de colesterol para tecidos periféricos e células ¥2. ApoB contém miltiplas regides
associadas a lipideos em sua estrutura que sdo necessarios para ligar-se ao LDL-R 3384, O LDL-
R desempenha um papel fundamental na regulacdo do metabolismo do colesterol, removendo
o0 excesso de LDL do sangue %. Além disso, estudos sugerem que LDLR ¢ expresso em células

epiteliais do tecido gengival 8¢

, € que a proteina ApoB pode ser encontrada no FCG, estando
em concentragdo aumentada em sitios com PC %7, Estes estudos mostram uma possivel
participac@o desses dois genes na patogénese da PC. Apesar de existirem estudos comprovando
a relacdo de polimorfismos nos genes LDLR e APOB com dislipidemia, nao existem estudos

publicados sobre a associacdo destes polimorfismos com a PC.

A dislipidemia em associacdo com DM2 sdo as principais causas da morbidade e

mortalidade devido ao elevado indice de doengas cardiovasculares severas decorrentes 387,

Quando a PC estd também associada a estas duas patologias, o quadro pode ser ainda mais

grave, pois a PC também tem sido indicada como um fator de risco independente para doengas

cardiovasculares 291,

Desde 1999, a relacdo entre PC e niveis lipidicos plasmaticos tem sido investigada,

considerando a hipotese de que a periodontite pode alterar os niveis séricos de lipideos 62092,
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Atualmente, varios trabalhos investigaram a relagdo entre periodontite e parametros lipidicos
93, Ja foi observado que individuos com PC tém maiores niveis séricos de colesterol total, LDL
e de triglicérides quando comparados com individuos periodontalmente saudaveis **. Estes
resultados levaram pesquisadores a considerar a inter-relagdo entre PC e dislipidemia como um
exemplo de uma doenga sistémica predispondo a infec¢do por via oral, e uma vez estabelecida
a infec¢do oral, ela agrava a doenca sistémica (assim como ocorre com a DM). Assim, acredita-

se que a dislipidemia e a PC estdo envolvidas em um relacionamento bidirecional *°.

Estudos in vitro fornecem as bases biologicas para tal associacdo. Existem evidéncias
cientificas de que a PC, como uma doenga infecciosa cronica, produz altos niveis de citocinas
pro-inflamatorias; que, por sua vez, levam a alteragdo dos pardmetros lipidicos séricos,
promovendo assim a hiperlipidemia **7. Niveis elevados de citocinas pro-inflamatorias
ocorrem como consequéncia da infec¢do por microrganismos periodontopatogénicos, cujos
componentes de superficie (muitas vezes descritos como endotoxinas), particularmente
lipopolisacarideos (LPS), provocam uma reagdo do sistema imune **°. Por outro lado, quando
os niveis séricos de lipideos sdo elevados além do limite do intervalo fisiologico aceitavel, como
consequéncia, as fungdes das células imunes sdo alteradas. Os lipideos podem promover
hiperatividade de leucocitos, além de alterar o perfil de expressdo génica dos macréfagos,
aumentando a produ¢do de citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa) e a interleucina 1 beta (IL-1f), aumentando-se a produ¢do de espécies reativas de
oxigénio em pacientes hiperlipidémicos °%190-104 A liberagdo de citocinas pro-inflamatorias
comprometem a resposta do tecido periodontal e afeta a cicatrizagdo de feridas, aumentando

assim a suscetibilidade e severidade da PC 102.105-107,

No entanto, existem relatos contraditérios na literatura quanto a existéncia de associagao
entre a PC e os niveis séricos de lipideos. Em um estudo que investigou 8.028 individuos,
verificou-se que os niveis séricos de lipideos ndo estavam associados a infec¢cdo periodontal
(definida como a presenga de dentes com bolsas periodontais profundas) %, Alternativamente,
foi indicado que a dislipidemia ndo estd associada com a perda de nivel clinico de inser¢ao
periodontal, mas que DM2 seja um fator mais importante para determinar a porcentagem de
sitios com destrui¢do periodontal %°. Acredita-se que a DM seja um preditor mais forte para a
PC do que a dislipidemia 7. Contrapondo-se a isso, foi demonstrado que a maior produgéo de
citocinas pro-inflamatorias por macréfagos ocorra em decorréncia da hiperlipidemia, e ndo da

hiperglicemia 9119,
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Tem sido cada vez mais comum encontrar pacientes com DM2 que também sdo afetados
por dislipidemia e periodontite cronica, mas contraditoriamente, existem limitados estudos
sobre a associacdo conjunta dessas doengas. Em vista disso, nosso grupo de pesquisa tem
estudado nos ultimos anos a expressdo genética em pacientes com DM2 compensados e
descompensados e em individuos normoglicémicos, associadas a dislipidemia e periodontite
cronica 112, Foi possivel obter evidéncias que a dislipidemia foi a principal doenga associada
ao aumento de /L0 e IFNA e a diminui¢do da expressdo dos genes IFNG, IP10, IRF1, JAKI,
STAT3; porém sem ignorar a participagao da periodontite cronica nessa expressao génica, uma
vez que os parametros periodontais se correlacionaram significativamente com os niveis de

mRNA dos citados genes ''!.

Além disso, resultados de Oliveira (2014) '3 ainda ndo publicados, mostraram que os
parametros lipidicos se correlacionaram com os parametros periodontais (Tabela 1). Aumento
nos niveis de colesterol total, triglicérides e LDL correlacionaram-se com aumento na
porcentagem dos parametros clinicos periodontais (placa visivel, sangramento marginal,
sangramento a sondagem, profundidade de sondagem > 6 mm, perda de inser¢cdo > 5 mm e
supuracdo). Estes resultados indicam que a maior gravidade da PC se correlaciona com pior
controle lipidico, caracterizado pelo aumento nos niveis lipidicos (colesterol total, triglicérides

e LDL).

Esses achados fornecem evidéncias de que o estado inflamatério se associe
principalmente a dislipidemia, porém a regula¢do da resposta imune sistémica ¢ complexa,
sendo correlacionada também a PC. Além disso, observamos que pacientes dislipidémicos
apresentaram maior gravidade da periodontite, afetando negativamente a saude e a qualidade

de vida.
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Tabela 1 - Correlagio ajustada entre parametros periodontais e lipidicos

Colesterol HDL LDL Triglicérides
total

IPV (% sitios) 0.38 -0.02 0.26 0.32
ISM (% sitios) 0.32 -0.05 0.23 0.28
SS (% sitios) 0.31 0.00 0.24 0.19

PS < 3mm (% sitios) -0.21 0.10 -0.16 -0.23
PS 4-5mm (% sitios) 0.06 -0.11 0.02 0.14
PS > 6mm (% sitios) 0.28 -0.06 0.22 0.25
NI < 2mm (% sitios) -0.18 0.04 -0.14 -0.15
NI 3-4mm (% sitios) -0.09 0.04 -0.09 -0.09
NI > 5mm (% sitios) 0.30 -0.07 0.25 0.24
Supuracio (n° sitios) 0.20 -0.11 0.20 0.13

Os coeficientes de correlacdo de Spearman s3o apresentados (r; o = 5%) ajustados para idade e
sexo. Correlagdes significativas (p <0,05) foram destacadas: cinza escuro significa correlagdo
significativa negativa e cinza claro significa correlagdo significativa positiva. IPV: indice de placa
visivel; ISM: indice de sangramento marginal; SS: sangramento a sondagem; PS: profundidade de
sondagem; NI: nivel de insergao.

Fonte: Elaboracio proprio com dados extraidos de Oliveira '**.

Embora muitos estudos tenham investigado a relagdo entre dislipidemia e PC,
examinando os niveis séricos de lipideos, os resultados ainda sdo contraditorios, indicando a
demanda da realizagdo de uma metanalise. Metandlise ¢ “a andlise estatistica de uma grande
colecdo de resultados oriundos de diferentes estudos com a finalidade de integrar os achados”
114 Os resultados de uma metanalise sdo mais precisos em determinar o efeito de um tratamento
ou o risco de um fator para uma doenga, ou outros resultados, do que qualquer estudo individual
que contribua para a analise conjunta !'°, Portanto, a metanalise desempenha um papel central
na medicina baseada em evidéncias, sendo considerada a melhor forma de evidéncia cientifica

e, portanto, colocada no topo da hierarquia da evidéncia!!>!16,

Considerando que alguns GWAS e diversos estudos caso-controle evidenciaram
variantes genéticas associadas a suscetibilidade a periodontite, mas os resultados para alguns
desses polimorfismos sdo escassos ou sao contraditorios entre as diferentes populagdes, nota-
se a importancia de realizar metanalises e estudos caso-controle para buscar validar ou

identificar a associagdo de polimorfismos com a PC na populacdo brasileira.
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5 CONCLUSAO

Capitulo 1: Pode-se concluir que, apesar das limitacdes deste estudo, apds meta-regressao,
uma metandlise homogénea indicou que a periodontite cronica foi significativamente
associada a uma redug¢do da HDL e elevacdo da concentracdo de LDL e triglicerideos.

Portanto, a periodontite cronica pode ter associagdo com o controle metabolico lipidico.

Capitulo 2: Nao foi verificada associagdo significativa entre os pardmetros clinicos
periodontais e as frequéncias de genotipos de qualquer dos SNPs avaliados (rs5925, rs688,
15676210, rs693) nos genes LDLR e APOB. No modelo multivaridvel, ndo houve diferencas
significativas nas frequéncias de gendtipos para todos os SNPs que compararam o controle
e os grupos de pacientes com periodontite cronica. As interagdes multiplicativas e aditivas
entre cada SNP e tabagismo nao foram estatisticamente significantes. Além disso, nenhum
dos haplétipos nos genes APOB e LDLR estava significativamente relacionado ao risco de

doenga periodontal.

Capitulo 3: Foi possivel validar em uma populacdo brasileira, a associagdo do SNP
1$2521634 proximo do gene NPY, e do SNP rs3811046 na regido intronica do gene /L37,
com risco aumentado para periodontite cronica moderada e severa, sendo esse risco sexo-
especifico. Esses resultados refor¢am a evidéncia de que os polimorfismos nos genes NPY
e IL37, previamente encontrados por GWAS, podem desempenhar um papel no perfil

genético que predispde a periodontite cronica.
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