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Cirelli T. Investigacdo da suscetibilidade genética a periodontite cronica associada ao diabetes
mellitus tipo 2 [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

Periodontite (P) e Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) sdo doencas com grande prevaléncia na
populacdo, e o numero de pacientes afetados por ambas as doengas, como comorbidades, tem
se tornando cada vez maior. Além disso, a periodontite e a DM2 sdo doengas complexas que
possuem mecanismos patogénicos comuns, mas o potencial componente genético que pode
ser compartilhado entre essas doencgas permanece pouco investigado. Marcadores genéticos de
risco para cada uma dessas doencas foram identificados, mas devem ser avaliados em
diferentes populacfes, para serem validados. Além disso é importante verificar se tais
marcadores genéticos isolados seriam Uteis na identificagdo da ocorréncia conjunta dessas
doengas como comorbidades. O objetivo deste estudo em uma populacdo brasileira foi
dividido em 2 capitulos: (i) Avaliar se os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs) nos
genes 1L10, IL1A, IL1B, IL4, TNFA, IL6, OPG, RANK e RANKL, "classicamente"
relacionados a periodontite, podem estar associados a suscetibilidade ao DM2 e também com
ambas as doencas concomitantemente; (ii) avaliar 12 SNPs selecionados a partir de estudos de
associacdo ampla do genoma (GWAS) e bioinformatica previamente associados a DM2 ou a
periodontite isoladamente, como marcadores genéticos para DM2, ou periodontite, ou ambas
doencas como comorbidades. Considerando o célculo amostral, 956 pacientes foram
submetidos a exame periodontal completo, além da andlise bioquimica do seu perfil glicémico
e lipidico. Foram investigados pacientes com DM2 e P (Grupo DM2+P, n=239 pacientes); e
para comparacdo dos resultados foram considerados pacientes sem DM2 com P severa ou
moderada (Grupo Periodontite, n=358), e também pacientes sem DM2 e sem P, sendo
considerados saudaveis (Grupo Controle, n=356). Assim, o0 grupo Periodontite foi
considerado controle para 0 DM2 e o Grupo Controle foi considerado controle para a DM2 e
a P. Apds exame periodontal completo e realizacdo dos exames bioquimicos, foi obtido o
bochecho de cada paciente para extracdo do DNA pelo método Salting-out. Ao todo, 21
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) foram investigados por meio do sistema de
genotipagem OpenArray. As associagOes entre SNPs e patologias foram testadas por
regressdes logisticas multiplas, ajustando-se a idade, sexo e habito de fumar. Também
investigamos se houve efeito influenciado pelo sexo ou tabagismo em cada SNP na ocorréncia
desses fenotipos. Referente ao capitulo 1 verificou-se que o SNP rs1143634-GA (IL1B)
apresentou probabilidade significativamente menor de desenvolver DM2+P em toda a
populacdo, mas principalmente em mulheres (OR ajustado = 0,37, IC 95% = 0,16 - 0,88, p =
0,02), enquanto mulheres portadoras do gendtipo CT rs224320 (IL4) foram mais suscetiveis a
desenvolver DM2+P (OR ajustado = 1,81, IC 95% = 1,04-3,15, p = 0,03). Homens portadores
do gendtipo rs1800795-CC (IL6) apresentaram menor probabilidade de desenvolver DM2+P
(OR ajustado = 0,12, IC 95% = 0,02 - 0,70, p = 0,01). No capitulo 2, considerando a corre¢édo
de Bonferroni, identificou-se que o gendtipo rs7957197-TA (gene HNF1A) foi associado a
maior suscetibilidade ao DM2+P (Periodontite versus DM2+P, OR = 1,95; IC 95% = 1,26—
3,02; p = 0,003) em toda populacdo e também para os homens comparados as mulheres.
Mulheres portadoras do genotipo rs77544840-GT (gene CDKAL1) também mostraram
suscetibilidade ao DM2+P (P versus P+DM2, OR = 2,49; IC 95% = 1,41-4,42; p = 0,002). Os
pacientes homozigotos para o alelo mais raro (GG) do rs7018475 (gene CDKN2B) mostraram
suscetibilidade para desenvolverem DM2+P (todo o controle versus todos os DM2+P, OR =
3,91; 1C95% = 1,76-8,70; p = 0,001), bem como para mulheres e nunca fumantes. Portanto,
pode-se concluir que SNPs nos genes IL1B, IL4 e IL6 demonstraram associacdo influenciada



pelo sexo com periodontite concomitante a0 DM2, aumentando as evidéncias de um
componente genético comum entre essas doencas. As variantes genéticas rs7957197 (HNF1A)
e rs77544840 (CDKAL1) foram validadas nos brasileiros como marcadores de risco para
DM2+P. O rs7018475 (CDKN2B) foi associado com maior risco para o desenvolvimento de
periodontite juntamente com DM2 (DM2+P). Como esses achados eram especificos ao sexo,
mais estudos com critérios de selecdo semelhantes sdo necessarios para confirmar os
resultados observados e investigar o papel funcional desses SNPs no contexto do fenétipo de
sexo e doenca.

Palavras chave: Polimorfismo genético. Periodontite. Diabetes Mellitus.
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diabetes mellitus [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
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ABSTRACT

Periodontitis (P) and Diabetes Mellitus Type 2 (T2DM) are diseases with a high prevalence in
the population, and the number of patients affected by both diseases, such as comorbidities,
has been increasing. In addition, periodontitis and T2DM are complex diseases that have
common pathogenic mechanisms, but the potential genetic component that can be shared
between these diseases remains poorly investigated. Genetic risk markers for each of these
diseases have been identified, but they must be evaluated in different populations to be
validated. In addition, it is important to verify whether such isolated genetic markers would be
useful in identifying the joint occurrence of these diseases as comorbidities. The objective of
this study in a Brazilian population was divided into 2 publications: (i) To assess whether
single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the IL10, IL1A, IL1B, IL4, TNFA, IL6, OPG,
RANK and RANKL genes, "classically" related to periodontitis, may be associated with
susceptibility to T2DM and also with both diseases concomitantly; (ii) evaluate 12 SNPs
selected from studies of genome wide association (GWAS) and bioinformatics previously
associated with T2DM or periodontitis alone, as genetic markers for T2DM, or periodontitis,
or both diseases as comorbidities. Considering the sample size, 956 patients underwent a
complete periodontal examination, in addition to biochemical analysis of their glycemic and
lipid profile. Patients with T2DM and P (Group T2DM+P, n=239 patients) were investigated;
and for comparison of results, patients without T2DM with severe or moderate P
(Periodontitis Group, n = 358) were considered, and also patients without T2DM and without
P, being considered healthy (Control Group, n = 356). Thus, the Periodontitis group was
considered control for T2DM and the Control Group was considered control for T2DM and P.
After a complete periodontal examination and biochemical tests, each patient's mouthwash
was obtained for DNA extraction using the Salting- out. The 21 single nucleotide
polymorphisms (SNP) were investigated using the OpenArray genotyping system. The
associations between SNPs and pathologies were tested by multiple logistic regressions,
adjusting for age, sex and smoking. We also investigated whether there was an effect
influenced by sex or smoking in each SNP on the occurrence of these phenotypes. Regarding
piblication 1, it was found that the SNP rs1143634-GA (IL1B) was significantly less likely to
develop P+T2DM in the entire population, but mainly in women (adjusted OR = 0.37, 95% CI
= 0.16 - 0.88, p = 0.02), while women with the CT rs224320 (IL4) genotype were more
susceptible to developing P+T2DM (adjusted OR = 1.81, 95% CI = 1.04-3.15, p = 0.03). Men
with the rs1800795-CC (IL6) genotype were less likely to develop T2DM (adjusted OR =
0.12, 95% CI = 0.02 - 0.70, p = 0.01). In publication 2, considering the Bonferroni’s
correction, it was found that the rs7957197-TA genotype (HNF1A gene) was associated with
greater susceptibility to T2DM (Periodontitis versus P+T2DM, OR=1.95; 95% CI=1.26 —
3.02; p=0.003) in the entire population and also for men compared to women. Women with
the rs77544840-GT genotype (CDKAL1 gene) also showed susceptibility to T2DM (P versus
P+T2DM, OR = 2.49; 95% CI = 1.41-4.42; p = 0.002). The patients homozygous for the rarer
(GG) allele of rs7018475 (CDKN2B gene) showed susceptibility to develop P+T2DM (all
control versus all P + T2DM, OR=3.91; 95% CI=1.76-8, 70; p=0.001), as well as for women
and never smokers. Therefore, it can be concluded that SNPs in the IL1B, IL4 and IL6 genes
demonstrated an association influenced by sex with periodontitis concomitant with T2DM,
increasing the evidence of a common genetic component between these diseases. The genetic



variants rs7957197 (HNF1A) and rs77544840 (CDKALL1) have been validated in Brazil as risk
markers for T2DM. Rs7018475 (CDKN2B) was associated with an increased risk of
developing periodontitis along with T2DM (P + T2DM). As these findings were sex specific,
further studies with similar selection criteria are needed to confirm the observed results and to
investigate the functional role of these SNPs in the context of the sex and disease phenotype.

Keywords: Genetic polymorphism. Periodontitis. Diabetes Mellitus.
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1 INTRODUCAO

A Doenca Periodontal (DP) é a maior causa de perdas dentarias em adultos®. A DP é
caracterizada como uma doenca imunoinflamatéria multifatorial mediada pelo hospedeiro,
que ocorre em resposta a disbiose microbiana, afetando as estruturas de suporte moles e duras
que envolvem os dentes e causando destruigdo do tecido gengival conjuntivo, perda 0ssea
alveolar, mobilidade e perda dentaria®. Assim, o fator etioldgico primario da DP s&o micro-
organismos periodontopatogénicos como Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans®*,

Como ja mencionado, de acordo com Page e Kornman®, a DP é iniciada e perpetuada
por um grupo bacteriano especifico. Apesar de essenciais, as bactérias sozinhas sdo
insuficientes para que a doenca ocorra. Atualmente € bem estabelecido que o dano tecidual
gerado na DP é atribuido principalmente pela resposta do hospedeiro, e ndo pela acdo
bacteriana direta e de seus produtos*®. A funcéo primordial da cascata inflamatdria é proteger
0 organismo contra agentes estranhos; porém, quando a resposta imune ndo é suficiente para
eliminar 0s micro-organismos invasores, a persisténcia de mediadores inflamatorios pode
levar a injdrias ao tecido, com consequente formacdo de bolsa periodontal, perda de tecido
conjuntivo, destruicdo do ligamento periodontal e reabsor¢do de osso alveolar, culminando
com a perda do elemento dentario’. Diversos fatores relacionados ao hospedeiro, como fatores
ambientais (tabagismo), doencas sistémicas e heranca genética passaram a ser estudados para
compreender como participam para o inicio e progressio da DP>%, A influéncia genética pode
explicar, em parte, porque a DP pode se manifestar de diferentes formas clinicas na
populacdo®. Em um classico estudo com gémeos monozigdticos e dizigdticos foi constatado
que o fator genético tem forte contribuicdo para o acometimento da DP cronica, e estima-se
que esta doenca possui aproximadamente 50% de hereditariedade, mesmo ap0s ajustes para
variaveis comportamentais®®.

Atualmente a DP, assim como o Diabetes Mellitus (DM), tem sido considerada uma
doenca complexa ou multifatorial, em que fatores genéticos e ambientais exercem um papel
essencial na patogénese'®. Assim como a periodontite, a DM tem alto grau de herdabilidade,
estimado em 72% por meio de metanalise de estudos em gémeos!!. Uma caracteristica
importante das doengas complexas, como a DM e a DP, é o fato de serem poligénicas, ou seja,
inimeros genes estdo envolvidos na suscetibilidade e na severidade da doenca, cada qual

garantindo uma pequena contribuicéo.
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O Diabetes Mellitus é uma doenca metabdlica que envolve primariamente 0s
carboidratos, seguido dos lipideos e proteinas, sendo caracterizado pela hiperglicemia
resultante de defeitos na secrecdo de insulina, em sua acdo ou em ambos. Como resultado
direto da hiperglicemia e do desequilibrio osmético, uma triade clinica classica de sintomas é
desenvolvida, e inclui polifagia, polidipsia e polidria. O aparecimento da doenca esta
relacionado a fatores de risco genéticos, ambientais e comportamentais*2. A prevaléncia do
diabetes mellitus aumenta em todo o mundo, sendo estimado que mais de 693 milhdes de
individuos sejam afetados até 2045, Atualmente, os tipos mais comuns de DM sdo tipo 1
(DM1), em que as células beta do pancreas sdo destruidas por autoimunidade, levando & uma
deficiéncia absoluta de insulina, e o tipo 2 (DM2), onde ha graus variados de diminuicdo de
secrecdo e também da resisténcia a insulina®.

A periodontite pode ser reconhecida como a sexta maior complicacdo associada ao
diabetes®™, sendo que foi detectada maior extensdo e severidade da doenca periodontal em
individuos portadores de diabetes do que naqueles ndo portadores da doencal®'®. A inter-
relacdo bi-direcional entre DP e DM tem sido estudada ha varios anos*® 2°. A premissa para
tal inter-relacdo entre DP e DM é a presenca de citocinas pré-inflamatorias, bactérias e
toxinas na DP que sdo liberadas localmente no tecido periodontal e adentram na circulagdo
sisttmica, influenciando tecidos e 6rgdos a distdncia. Ao mesmo tempo, as citocinas pro-
inflamatorias sistemicamente envolvidas no DM infiltram-se nos tecidos periodontais e
agravam a condicdo periodontal, resultando numa relacio bidirecional*® 2!, Assim, acredita-se
que a associagdo entre a DP e o DM resulta de dois mecanismos distintos: 1) uma relacéo
causal direta, na qual as complicagdes do DM agem como modificadores da expressdo da DP;
2) ou que a presenca de citocinas inflamatérias da DP possam levar a alteracfes no
metabolismo da glicose e de lipidios?.

Considerando-se 0 primeiro mecanismo, hd evidéncias de que a prevaléncia e a
severidade da DP s&o maiores em individuos com diabetes em comparagdo a ndo diabéticos®
2124 Foi constatado que pacientes com bom controle glicémico sd0 menos propensos a
destruicdo periodontal®. Estudos tém demonstrado que os produtos finais da glicacéo
avancada (AGEs), formada como resultado da hiperglicemia e da hiperlipidemia, podem
alterar o fenotipo de tipos celulares especificos por meio de um receptor de alta afinidade da
superficie celular (RAGE). Isso pode alterar as fungdes biol6dgicas do tecido conjuntivo
periodontal por meio de interacbes célula-matriz?®, além de transformar macréfagos e
polimorfonucleares em células hiper-responsivas a bactérias periodontopatogénicas, 0 que

leva a maior secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como IL-1, 1L-6 e TNF-a?’. Em
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concordancia, segundo Kinane et al.?® 2017 e Bartold et al.?® 2007 o diabetes pode ser
considerado mais um fator modificador da periodontite ja existente do que propriamente um
agente causador da doenca.

O segundo mecanismo para associacao entre a DP e o DM, ou seja, que a DP pode
influenciar a condicdo sistémica, foi demonstrado que a bacteremia e a endotoxemia
associadas a DP podem elevar os niveis séricos de citocinas, como TNF-a, PGE2, IL-1 e IL-6,
fomentando a periodontite. Sugere-se que o tecido conjuntivo periodontal inflamado atue
como reservatorio para esses mediadores, 0 que poderia acarretar em alteracbes no
metabolismo da glicose e dos lipidios, induzindo a resisténcia insulinica®.

Lembrando que o DM2 e DP séo doencas multifatoriais, a carga genética pode atuar
cumulativamente ou interagir com outros fatores de risco influenciando a ocorréncia e a
severidade de ambas as doencgas. O metabolismo glicémico sofre influéncia de polimorfismos
em alguns genes que codificam enzimas importantes. Polimorfismos genéticos sdo formas
variantes (alelos) de um ldcus especifico do cromossomo, que coexistem naturalmente na
populacdo humana. Sdo portanto, variacdes 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 mutacdes, como insercOes, delecdes ou substituicbes de bases nucleotidicas,
podendo gerar uma proteina nao funcional ou alterar a expressdo da referida proteina. O tipo
de polimorfismo mais comumente relatado na literatura é o Polimorfismo de Nucleotideo
Unico (Single Nucleotide Polimorphism - SNP), que consiste em uma variacio da identidade
de um nucleotideo singular num sitio particular do genoma®".

Os polimorfismos genéticos sdo muito Uteis em estudos da area de Genética de
Populagdes. As frequéncias dos gendtipos e alelos podem variar entre grupos de pacientes
doentes e de saudaveis. Estudos relatam que variacdes alélicas, como os polimorfismos em
genes que codificam citocinas, podem afetar a suscetibilidade e a progressdo da DP" 323, O
primeiro estudo demonstrando a associacdo entre DP e um polimorfismo genético, no caso no
gene IL1, foi de Kornman et al.*® em 1997. A partir de entdo, muitos estudos vém sendo
realizados com o objetivo de associar diversos polimorfismos em varios genes com a
periodontite. Existem mais de 14 milhdes de SNPs distribuidos no genoma que tém sido
investigados em associacdo a doencas, mas apenas uma pequena parcela destes foi estudado
em relagdo a DP?". Os primeiros estudos investigando a suscetibilidade genética a periodontite
cronica na populacdo Brasileira sdo de 2002, utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) aliada a de Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricdo

(RFLP), ou seja, a PCR-RFLP®. A partir de entdo, varias outras pesquisas tém sido realizadas
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na populagdo Brasileira a fim de identificar marcadores genéticos que possam estar
associados com a suscetibilidade ou predisposi¢do & DP?% 3341, Nota-se até os dias atuais uma
tendéncia mundial em identificar marcadores genéticos de suscetibilidade a DP,
principalmente focando-se em genes relacionados ao sistema imunoinflamatorio.

Em estudos de varredura ampla do genoma, ou seja (genome wide association study —
GWAS) enfocando DM2 em mais de 4 mil pacientes europeus investigando simultaneamente
milhares de SNPs, foi verificada associacdo dos polimorfismos E23K (rs5219) no gene
KCNJ11 e rs7903146 no gene TCF7L2 com forte susceptibilidade ao DM2** 43, Estudos
enfocando genes do sistema imune foram realizados investigando a suscetibilidade genética a
DP juntamente com DM2, em grupos amostrais pequenos, mas mesmo assim mostraram
resultados interessantes. Em um estudo realizado em 100 pacientes com DM2, verificou-se
que aqueles que apresentavam o genotipo C/T ou T/T para o polimorfismo +3954 no gene
IL1B tinham um risco 3,8 vezes aumentado de desenvolver DP%. Outro polimorfismo em
gene de citocina, no caso o gene IL6, foi associado ao DM, pois o gendtipo GG do
polimorfismo —174 foi um forte fator de suscetibilidade para DP entre os pacientes com
DM1%,

Como as frequéncias dos alelos polimoérficos variam entre as diferentes etnias,
resultados de associagdo de polimorfismos genéticos com suscetibilidade a doencas também
costumam variar*> %6, Portanto, um determinado polimorfismo que tenha sido previamente
associado a uma doenca precisa ser validado na nossa populacdo. No caso da possivel relacdo
com o DM, é necessario incluir a avaliacdo rigorosa do controle glicémico (e também
lipidico) a avaliacdo periodontal. Para que um polimorfismo possa ser efetivamente
considerado um marcador genético, é necessario realizarem-se estudos com populacdes
maiores e de diferentes etnias utilizando critérios clinicos padronizados. Somente isso podera
permitir comparacGes de resultados e efetivamente esclarecer se um determinado
polimorfismo teria poder preditivo para uma doenca em uma determinada populagdo?.
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 expressdo do gene e seu papel na etiologia e patogénese da
doenca*’*8, Afinal, um polimorfismo pode influenciar no nivel de secrecdo de uma
determinada proteina, provocando variacBes nas respostas imunoldgica e inflamatoria
individuais frente a uma agressdo bacteriana®.

Para otimizar a analise de varios SNPs, atualmente tem sido empregadas tecnologias

de alto desempenho, como microarrays. A partir de 2009 surgiram as primeiras publicactes
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utilizando-se um protocolo baseando em uma tecnologia de alto desempenho e rendimento de
genotipagem por PCR em tempo real, conhecido como Plataforma de Genotipagem
TagMan® OpenArray® da empresa Life Technologies®. Tal tecnologia atua por meio de um
chip contendo sondas para deteccdo de alelos de diferentes SNPs, assim esse chip de
genotipagem permite a andlise simultdnea de no minimo 16 e méaximo 256 SNPs. Uma das
principais vantagens desse método é que o pesquisador escolhe os SNPs que deseja investigar,
comunicando-se com a empresa que desenvolvera o chip de modo “customizado”. O chip
assemelha-se a uma lamina que contém 0s 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® é realizada por um pipetador automatico, o que aumenta a
precisdo e diminui erros de pipetagem. Apesar de aparentemente mais caro, na verdade, em
comparacéo a técnicas de genotipagem convencionais (onde cada SNP ¢é investigado de cada
vez), o uso da plataforma OpenArray® é mais econdmica quando pretende-se analisar
diversos polimorfismos®. Tal tecnologia esta em processo de difusio, constando desde 2007,
40 trabalhos publicados empregando essa tecnologia. Em um estudo realizado em uma
populacéo brasileira, a plataforma de genotipagem OpenArray® provou ser altamente eficaz
(taxa de precisdo 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.

Apesar de existirem varios estudos enfocando a associacdo de polimorfismos
geneticos com a Periodontite, revisdes da literatura e mais recentemente, meta-analises, mais
estudos ainda se fazem necessarios, pois:(i) a maioria dos estudos investigaram SNPs em
genes relacionados ao sistema imune, de modo que outros genes com fungbes bioldgicas
importantes foram pouco ou nunca investigados; (ii) Polimorfismos em genes que codificam
enzimas costumam influenciar o perfil metabdlico do paciente, que pode relacionar-se a sua
condicdo periodontal; e existem poucos estudos que investigaram a condi¢cdo metabolica
sisttmica do paciente em associagdo com a condicdo periodontal, principalmente

relacionando-se a potencial influéncia da sua carga genética.
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5 CONCLUSAO

Houve associagdo entre 0o SNP rs1143634 no gene IL1B e menores chances de
desenvolver a Periodontite concomitantemente com a DM2, para toda a populacao
avaliada, bem como quando a comparagéo evidenciou as mulheres. Sugerindo que tal
associacdo pode ser influenciada pelo sexo.

O SNP rs2243250 (gene IL4) demostrou que mulheres com genotipo CT tem maior
suscetibilidade a periodontite juntamente com a D2M como comorbidades, sendo
também influenciada pelo sexo.

Para o0 rs1800795 no gene IL6, homens com gendtipo CC apresentam menores chances
de desenvolver o DM2.

Houve uma fraca associacdo entre 0s rs5219 e rs5215 no gene KCNJ11, rs6712932 no
gene GPR45, rs1531343 no gene RPSAP52, rs352140 no gene TLR9 com apresenca
da periodontite.

Os SNPs rs5215 no gene KCNJ11, rs7957197 no gene HNF1A, rs7903146-TCF7L2 no
gene TLRY, e rs7903146 no gene TCF7L2 foram associados com a presenga conjunta
da periodontite e da DM2.

As variantes genéticas rs7957197 (HNF1A), rs77544840 (CDKALL) e rs7018475

(CDKN2B) foram validadas nos brasileiros como marcadores de risco para DM2.
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