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Silva RL. Investigacdo da expressdo de genes do metabolismo lipidico em pacientes
com Diabetes Mellitus tipo 2, Dislipidemia e Doenca Periodontal Cronica. [Dissertacéo
de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

Resumo
O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e a Dislipidemia sdo doencas metabolicas que podem

induzir a progressao de doengas coexistentes com patogénese inflamatdria semelhante,
como a doenca periodontal (DP). Adipocinas sdo proteinas produzidas pelo tecido
adiposo que possuem atividade metabolica, podendo influenciar o estado hiper-
inflamatorio do hospedeiro. O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia do DM2
(metabolicamente compensado ou descompensado), Dislipidemia e DP crénica, na
expressdo de genes relacionados a adipocinas em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) e buscar correlacionar a expressao desses genes com o perfil clinico
periodontal, glicémico e lipidico. Investigaram-se cinco grupos de pacientes (30
individuos cada): G1 (diabetes descompensado, dislipidemia e doenca periodontal), G2
(diabetes compensado, dislipidemia e doenca periodontal), G3 (dislipidemia e doenca
periodontal), G4 (apenas doenca periodontal) e G5(sistemicamente e periodontalmente
saudavel). Os pacientes foram submetidos a exame periodontal completo e avaliagdo
bioguimica dos perfis glicémico e lipidico. Foi extraido RNA do sangue de cada
paciente para investigacdo da expressao dos genes Adiponectina (ADIPOQ), Receptor 1
da Adiponectina (ADIPOR1), Leptina (LEP) e Resistina (RETN) por meio da
Transcriptase Reversa seguida de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em
tempo real (RT-gPCR). Para a expressdao génica realizou-se o teste de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunn. Nas correlacbes entre os parametros clinicos,
bioguimicos e de expressao génica utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson
(dados paramétricos) ou Spearman (dados ndo paramétricos). O estado de
descompensacdo metabdlica do DM2 pareceu estar associado a maior expressdo do
gene LEP no grupo G1(DM2 descompensado) comparando-se com o grupo G2 (DM2
compensado), G4 e G5 (ndo dislipidémicos). Expressdo significativamente maior do
gene RETN foi observada no grupo Controle comparando-se aos grupos com DM2,
independentemente do nivel de descompensacdo metabdlica. A expressao dos genes
investigados correlacionou-se significativamente com alguns parametros glicémicos e
lipidicos, mas ndo com os fisicos. Os niveis de expressdo dos genes ADIPOR1, LEP e

RETN pareceram ser influenciados pela DP cronica, com correlacdo positiva com



parametros clinicos indicativos de saude periodontal e negativa com pardmetros
indicativos de doenca ativa. Conclui-se que ndo houve diferenca entre 0s grupos para a
expressdo do gene ADIPOR1, no entanto, a modulacdo de expressdao dos genes RETN e
LEP variou para os diferentes grupos, especialmente nos individuos com DM2. Houve
correlacdo dos genes ADIPORL, LEP e RETN com parametros glicémicos, lipidicos e

de saude periodontal nos individuos estudados.

Palavras-Chave: Diabetes mellitus tipo 2; Doengas periodontais; dislipidemias;

expressdo génica; adipocinas.



Silva RL. Adipokines genes expression investigation in poorly/well-controlled type 2
diabetes or normoglycemic patients affected by both dyslipidemia and chronic
periodontitis [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2016.

Abstract

Type 2 Diabetes Mellitus (T2D) and dyslipidemia are metabolic diseases that can
induce the progression of coexisting inflammatory injury and they have similar
pathogenesis to chronic periodontitis (CP). Adipokines are proteins produced by fat
tissue that have metabolic activity and can influence the host hyper-inflammatory state.
The aim of this study was to investigate in poorly or well-controlled T2D and
normoglycemic individuals, both conditions associated with dyslipidemia and CP, the
systemic expression of adipokines genes and its correlation with glycemic, lipid and
periodontal profiles. One hundred fifty patients were separated into groups (G) of 30
subjects each: (G1) poorly controlled T2D with dyslipidemia and CP; (G2) well-
controlled T2D with dyslipidemia and CP; (G3) normoglycemic individuals with
dyslipidemia and CP; (G4) individuals with CP; (G5) systemic and periodontal healthy
individuals (control). All patients underwent physical and periodontal examination and
biochemical evaluation of glycemic and lipid profiles. Total RNA was extracted from
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of patients for gene expression
investigation of: Adiponectin (ADIPOQ), Adiponectin Receptor 1 (ADIPOR1), Leptin
(LEP) and Resistin (RETN) by Reverse Transcriptase followed by real-time quantitative
Polymerase Chain Reaction (RT-gPCR). Gene expression was evaluated by Kruskal-
Wallis test followed by Dunn's post-test. Correlations among clinical, biochemical and
gene expressions were investigated by Pearson correlation coefficient (parametric data)
or Spearman (nonparametric data). The poor control of T2D seems to be associated with
increased expression of the LEP in G1 (G1) compared with G2 (well-controlled T2D),
G4 and G5 (not dyslipidemics). Significant higher expression of the RETN gene was
observed in the Control group in comparison to the groups of T2D patients,
independently of the glycemic control. The expression levels of the investigated genes
were significantly correlated with some glycemic and lipid parameters, but not with
physical parameters. The expression of the ADIPOR1, LEP e RETN genes seemed to be
influenced by CP with a positive correlation between clinical parameters that are

indicative of periodontal health and negative correlation with active disease parameters.



In conclusion, there was no difference among groups for the expression of the
ADIPORL1 gene; however, the expression modulation of RETN and LEP genes varied
among the different groups, especially in individuals with T2D. There were correlation
of ADIPOR1, LEP and RETN genes with glycemic, lipid and periodontal health

parameters in the studied subjects.

Key Words: Type 2 diabetes mellitus; Periodontal diseases; Dyslipidemias; Gene

expression; Adipokines.



SUMARIO

LINTRODUGAOD ..ot 14
2 PROPOSICAQ ...t 27
BPUBLICACGAOD ...t 28
4 CONCLUSAOD ..ottt 49
REFERENCIAS ..ottt 50
APENDICE ..ottt 56

ANEXO A o 63



14

1 INTRODUCAO

O estudo do relacionamento bidirecional entre doencas periodontais e satde
sisttmica do individuo é conhecido como “Medicina Periodontal”, proposta por
Offenbacher et al.*® (1996). N&o restam ddvidas da interdependéncia entre satde oral e
sistémica, mas ainda muitos estudos sdo necessarios para melhor compreensédo desta. O
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) e a Dislipidemia sdo doencas metabdlicas que podem
induzir ou favorecer a progressao de doencas coexistentes com patogénese inflamatoria
semelhante, como a doenca periodontal (DP). E importante considerar que as trés
patologias em questdo: o DM2, dislipidemia e a DP tem carater inflamatorio e séo
multifatoriais, de modo que sua ocorréncia esté relacionada com o biofilme dental, a
carga genética do individuo, habitos nutricionais e de atividade fisica (Nelson>>, 2013).
Dependendo da combinacdo desses fatores o paciente pode manifestar uma ou mais

dessas patologias.

1.1 Diabetes Mellitus

O Diabetes Mellitus (DM) é um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas
por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo de insulina, de sua acdo, ou ambos
(Marchetti et al.*, 2012). De acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (ADA —
American Diabetes Association), o teste indicado para o diagnostico do controle do
nivel de hiperglicemia em pacientes diabéticos é o teste de hemoglobina glicada
(HbA1c), considerando-se descompensados os individuos com niveis de HbAlc > 7%
(Association*!, 2014).

Existem dois tipos principais de Diabetes: Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) e tipo
2 (DM2). O DM alcangou proporcdes epidémicas, afetando mais de 300 milhdes de
pessoas no mundo (American Diabetes Association'?, 2013). Em 2012, a Federaco
Internacional de Diabetes (IDF) estimou que a prevaléncia de DM no Brasil fosse de
10,3%, a maioria nas regides Sudeste e Nordeste do pais. S6 em 2011 foram gastos pelo
Sistema Unico de Sadde (SUS) 87,9 milhdes em internacBes hospitalares devido a
complicaces do DM2 (Ahmed?®, 2005; Ministério da satde **, 2012).

O Diabetes mellitus tipo2, anteriormente chamado de diabetes ndo insulino-
dependente, resulta da resisténcia a insulina, que altera o seu uso endogenamente por
células alvo (Mealey et al.*®, 2006). A destruicdo autoimune das células p ndo ocorre

como na DML1, e os pacientes mantém a capacidade para alguma producdo de insulina.
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No DM2 os pacientes ainda sdo capazes de produzir insulina e a incidéncia de
cetoacidose é muito baixa em comparacdo com o tipo 1. No entanto a cetoacidose pode
ocorrer em associacdo com estresse desencadeado por outra doenga, como uma
infeccdo. Pacientes afetados pela DM2 podem permanecer sem diagndstico por muitos
anos, ja que a hiperglicemia ocorre gradualmente, e por vezes sem 0s sintomas
classicos. No entanto, tais pacientes estdo em risco aumentado de desenvolver
complicacbes macro e microvasculares. Apesar de pacientes com DM2 nédo precisarem
de tratamento com insulina para sobreviver, ela é frequentemente usada como parte de

seu tratamento médico (Mealey et al.*°, 2006).

O DM2 resulta da interacdo entre o estilo de vida, fatores ambientais e genéticos
(Tamayo et al.”*, 2014). Exemplos de fatores que vem contribuindo para a epidemia do
DM e que sdo modificaveis pelo individuo sdo: sedentarismo, consumo excessivo de
alcool e o estresse psicossocial (Chen et al.'’, 2012; Hu*, 2011). Sua percentagem varia
em diferentes ragas ou subgrupos étnicos e a genética desta forma de diabetes é
complexa e ndo claramente definida (Association AD'!, 2014). A prevaléncia global de
diabetes aumenta assim como 0 numero de pessoas que desenvolvem suas
complicacbes. Em contraste com a prevaléncia relativamente bem documentada (global)
de diabetes, muito pouco se sabe sobre a epidemiologia de suas complicagdes, sendo
estas responsaveis pela maior parte da morbidade e mortalidade associada (Tamayo’ et
al., 2014).

A epidemia do DM se expandiu em conformidade com o aumento mundial do
sobrepeso e obesidade, destacando-se o aumento percentual de gordura corporal,
principalmente na regido abdominal (Ahmed?®, 2005; Chen et al. *”, 2012). A maioria dos
pacientes com DM2 ap0s os 40 anos de idade sdo obesos (entre 60 a 70%), de modo que
a obesidade tem sido considerada o principal fator de risco para o0 DM2 (Peer et al.”’,
2013). A resisténcia a insulina pode melhorar com a reducao de peso e / ou tratamento
farmacoldgico, mas é raramente restaurado ao normal. O risco de desenvolver DM2

aumenta com a idade, obesidade e falta de atividade fisica (Mealey et al.*°, 2006).

O conceito de DM envolve a alteracdo metabdlica ndo somente de carboidratos,
mas também de proteinas e lipidios. Nos pacientes com DM2, o excesso de glicose no
sangue interage de forma ndo enzimatica com proteinas, lipidios e também acidos
nucleicos, ocorrendo a formacgdo de produtos finais da glicacdo avancada (AGE —

advanced glycation end-products) (Ahmed*, 1991). AGEs sdo produzidos de modo
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excessivo pelo organismo sob condicdo de hiperglicemia ou de alto stress oxidativo
(Pietropaoli et al.®!, 2010). Macréfagos, monécitos e células endoteliais possuem
receptores especificos para AGE, chamados RAGE, que geram aumento na producgdo de
espécies reativas do oxigénio (ROS) e na secrecdo de citocinas pro-inflamatorias, como
interleucina 1B (IL-1P), interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral o (TNF-a)
(Katz et al.*°, 2005). Devido & acdo de AGEs, aumento de mediadores pré-inflamatérios
e inibicdo da liberagdo de citocinas anti-inflamatérias associadas ao reparo tecidual, 0s
macréfagos, mondcitos e neutrofilos podem expressar um fen6tipo com caréater
destrutivo (Ahmed*, 1991; Allen et al.>, 2011). Além disso, evidéncias mostram que no
DM2 os neutrofilos apresentam-se com deficiéncia de aderéncia, quimiotaxia e
fagocitose (Golub et al.*°, 1982; Preshaw et al. ®?, 2012).

Também como consequéncia dos AGEs, ocorre a secre¢ao hepatica de proteinas
de fase aguda como a Proteina C Reativa (PCR), correlacionada com DM2, aumento
dos niveis de HbAlc em pacientes com DM2 (Cox et al.?°, 2012; Kanai et al. *%, 2008),
com a DP e doencas cardiovasculares (Bohlender et al.'®, 2005). Hipertensdo e
anormalidades do metabolismo de lipoproteinas sdo frequentemente encontradas em
pessoas com DM2 (Adams?, 1996). Evidéncias sugerem que o DM2 pode iniciar ou
acelerar o processo infeccioso da doenca periodontal. Embora essa associacdo possa
diferir entre grupos étnicos, dieta e cultura, a doenca periodontal é considerada a sexta
complicacdo mais frequente do DM2 (Furukawa, wakai’®, 2007). A microbiota
subgengival parece ser modulada pelo DM2, com influéncia na resposta imune celular e
humoral, refletindo na expressdo de genes associados com a destruicdo periodontal
(Abdo et al.}, 2013).

1.2 Metabolismo de lipidios

Colesterol e Triglicerideos sdo essenciais para a integridade da membrana
celular, como fonte de energia, além de atuarem como moléculas de sinalizacdo celular.
Por ser insolivel em agua, seu transporte € mediado por moléculas sollveis, chamadas
Lipoproteinas. Lipoproteinas ricas em triglicerideos sdo secretadas na circulacdo
sanguinea, quer pelo intestino (como quilomicrons), como pelo figado como
lipoproteinas de baixa densidade (VLDL) (Franssen, Monajemi®®, 2011). Estas
particulas transportam os triglicerideos para os tecidos alvos como o tecido adiposo e
muscular, onde podem ser hidrolisados pela enzima Lipoproteina Lipase (LPL)

localizada na superficie endotelial. Apos essa hidrdlise, acidos graxos ndo esterificados
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(NEFA) séo formados, podendo ser agregados ao tecido adiposo para armazenamento
ou usados pelo masculo esquelético como fonte de energia. A LPL envolvida neste
processo é produzida principalmente pelo tecido adiposo e muscular, sendo que sua
sintese e funcdo estdo sob rigoroso controle da insulina. H& um decréscimo
concomitante na atividade da LPL no mdsculo durante o estado de absor¢do do alimento
(Goldberg®, 1996).

O figado também € capaz de produzir triglicerideos sob a influéncia da insulina,
secretados para o sangue como VLDL. Além de regular LPL e estimular a expressao de
maltiplas enzimas intracelulares lipogénicas, a insulina controla a captacdo e
processamento de NEFA no tecido adiposo e muscular durante e ap6s a absor¢do do
alimento. A insulina atua também no figado modulando a Proteina 1, subunidade C,
ligadora do elemento regulador de esterol, que se localiza na membrana de hepatocitos e
que participa da transcricdo da maioria dos genes envolvidos na lipogénese (Franssen,
Monajemi®®, 2011; Horton **, 2002).

1.3 Dislipidemia

A Dislipidemia ¢ uma disfuncdo metabdlica caracterizada por mudancas
qualitativas e quantitativas das lipoproteinas no sangue, e alteracdo no metabolismo de
lipidios (NCEP>*, 2002). De acordo com National Cholesterol Educational Program
(NCEP) Adult Treatment 11 (ATP 1II), sdo considerados afetados pela dislipidemia os
individuos que apresentam niveis alterados de pelo menos um dos parametros: (i)
Hipercolesterolemia: nivel de colesterol total > 200mg/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 (NECP>* 2002; Cleeman
et al.’®, 2001).

As causas da Dislipidemia podem ser genéticas, ambientais, ou ambas. Dentre as
causas genéticas, incluem hipercolesterolemia familiar, apolipoproteina B100
defeituosa, hiperlipidemia combinada (familiar), entre outras. Entre as causas
ambientais, incluem a dieta pouco saudavel, falta de exercicios fisicos, uso de algumas
drogas e estresse. A compreensdo dos mecanismos metabolicos subjacentes a
dislipidemia tem progredido na Gltima década. As alteracdes lipidicas associadas com a
obesidade sdo semelhantes as que ocorrem em pacientes com DM2 ou insulino-
resistentes. A resisténcia a insulina tem sido demonstrada como fator preditor ao

surgimento de dislipidemia na maioria dos individuos (Franssen, Monajemi®, 2011).
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J& a dislipidemia diabética € um conjunto complexo de anomalias. Além dos ja
citados niveis de LDL elevados e baixos niveis de HDL, os triglicerideos séricos se
mostram elevados em jejum e no pds-prandial hd excessiva lipemia e preponderancia da
molécula de LDL em sua forma pequena. A Hipertrigliceridemia pode ser a principal
causa das outras anormalidades lipidicas, uma vez que ira conduzir a depuragdo
retardada das lipoproteinas ricas em triglicerideos e formagdo de moléculas pequenas de
LDL (Klop*, 2013). Segundo Taskinen’® (2002), a dislipidemia diabética é um
fenbmeno muito comum na prética clinica diaria afetando tanto homens quanto
mulheres.

Segundo Gray”® (1997), ha uma gradual diminuicdo do tamanho do LDL
conforme progride a perturbacdo do metabolismo glicémico (do normal avancando para
alteracdo no citado metabolismo, culminando em diabetes). Os niveis da molécula de
LDL de tamanho pequeno se correlacionam com a medida de fluxo na dilatagdo arterial
em individuos DM2, independente de outras variaveis como indice de massa corporal,
HbA1c e pressdo arterial. A molécula pequena de LDL, por conseguinte, parece estar
associada com um dos primeiros sinais de disfuncdo endotelial (Taskinen’?, 2002).

Na dislipidemia diabética ndo s6 a concentracdo de HDL é reduzida, mas
também a sua composicdo e distribuicdo é alterada. Mudancas no HDL em DM2 sao
mediadas por duas vias: (1) elevacdo de triglicerideos no plasma ou (2) proporcao
reduzida entre a lipoproteina lipase hepatica e lipases. Ambas resultam em uma
modulacdo na composicdo do HDL com uma taxa aumentada de seu catabolismo em
circulacdo. Este processo resulta em menores niveis de HDL (Taskinen, 2002). Essas
vias metabolicas sdo bastante complexas, existindo a participacdo de diversas outras
moléculas importantes, como as Apolipoproteinas M e All (ApoA-I, ApoA-I11), proteina
de transferéncia de fosfolipidios (PLTP), lipase hepatica (HL), proteina de transferéncia
de colesterol éster (CETP) e lecitina colesterol acil-transferase (LCAT). E valido
destacar que varios desses fatores sio modulados pela resisténcia a insulina (Taskinen’,
2002).

Dentre as desordens metabdlicas relacionadas a dislipidemia destacam-se a
obesidade associada a0 DM2 (ECEP**, 2002). O termo “Diabesidade” (contragdo de
“diabetes” e “obesidade”) tem sido bastante utilizado demonstrando a estreita relacéo e
grande frequéncia entre obesidade e Diabetes (Kral*, 2014). Segundo a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS), os critérios para classificar um individuo como obeso

baseiam-se no indice de massa corporea (IMC)>30,0 Kg/m?, proporcdo (relagéo)
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cintura-quadril (RCQ) > 0.85 (mulheres) e > 0.90 (homens), medida de circunferéncia
abdominal > 80 cm (mulheres) e > 94 cm (homens), sendo este também um ponto de
corte para risco de desenvolver patologia cardiovascular (Amaral’, 2007). A obesidade
esta intimamente relacionada a etiologia da dislipidemia, pois compartilhnam a mesma
fonte de fatores de risco. Ainda assim, todos 0s componentes dessa associacdo possuem
ligacdo com o aumento do risco de problemas cardiovasculares (Franssen, Monajemi?’,
2011). Assim, é notavel a conformidade nas alteragdes lipidicas que ocorrem tanto na
obesidade quanto no DM2, deixando clara a proximidade que a dislipidemia possui com
essas doencas.

Ainda segundo a OMS, essa caracteristica epidémica da obesidade possui uma
prevaléncia crescente em diversos paises. No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica, cerca de metade da populacdo com mais de 20 anos esta acima
do peso ideal. Em 2012, a federacdo internacional de diabetes (IDF) estimou a
prevaléncia de diabetes no Brasil em 10,3% (Bertoldi'®, 2013). A dieta, juntamente com
o estilo de vida tem sido largamente influenciada pelas novas tendéncias de crescente
mecanizacdo e urbanizacdo, forcando grande parte da populacdo a mudarem seus
habitos. Uma dieta pobre em nutrientes, rica em gorduras e acUcares favorece o
surgimento da obesidade, DM?2 e da dislipidemia (Stadler®®, 2011).

1.4 Doenca Periodontal

A Doenga Periodontal (DP) é uma desordem imuno-inflamatéria em resposta a
microrganismos periodontopatogénicos como Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannarella forsythia, e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Andriankaja et al., 2010;Haffajee et al.*?, 2008; Marchetti et al. *°, 2012). Conforme a
Academia Americana de Periodontia (1999) as doencas periodontais podem ser
classificadas como Nao-destrutivas ou Destrutivas, sendo as mais prevalentes a
Gengivite e a Periodontite Crénica, respectivamente. Na auséncia de tratamento, a
gengivite pode progredir para periodontite (Ammons et al., 1972); embora a gengivite
possa ser prevenida por meio de higiene oral regular. A periodontite cronica ocorre de
forma progressiva e é diagnosticada quando ha perda de inser¢do periodontal e
reabsorcdo de osso alveolar evidenciada radiograficamente (Sima, Glogauer®®, 2013). A
periodontite crbnica é caracterizada também por ciclos de progressao e estabilidade da
doenca (Nath, Raveendran®, 2011).
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A taxa de progressao de varias formas de periodontite € dificil de estudar, pois
had muitos fatores que influenciam a rapidez com que os tecidos periodontais sdo
destruidos, caracterizando sua natureza multifatorial. Em casos de periodontite crénica,
ndo ha um padrdo para o nimero ou tipos de dentes envolvidos. A doenca pode ser
localizada em poucos dentes ou afetar toda a denticdo. O consenso de 1999 define que a
extensdo da doenca pode ser considerada localizada se <30% dos sitios estdo afetados,
como € considerada generalizada se o envolvimento for >30% nos sitios (ou dentes).
Isto serviu para facilitar a localizag&o geral do problema. A prevaléncia e gravidade da
periodontite cronica aumentam com a idade (Armitage’®,1999; Nath >3, 2011), sendo
responsavel pela maior causa de perdas dentérias, e acomete aproximadamente 10-15%
da populacéo mundial (Baelum, Lopez*3, 2004).

Devido a problemas como metodologia e falta de critérios claros para definigdo
de saude / doenga, que por sua vez é devido a dificuldade no diagnostico da
Periodontite, os estudos sobre epidemiologia da doenca periodontal na populacéo
brasileira ainda sdo poucos (Gjermo et al.?’, 2002). A perda dentéria pode ser o efeito
final da doenca periodontal. Assim, dentes perdidos devido as sequelas da doenga nédo
sdo, obviamente, passiveis de inscricdo em levantamentos epidemioldgicos sendo,
portanto, uma das principais caracteristicas que podem subestimar a prevaléncia e a
gravidade da doenca (Papapanou®’, 1996).

Os métodos atuais trouxeram avancos frente as limitacbes no diagndstico da
doenca, baseando-se na condicdo no presente momento e na historia pregressa da
doenca (Gjermo et al.?”, 2002). As diversas caracteristicas do problema sdo usadas para
avalia-lo, onde tanto podem refletir o grau de inflamacdo (sangramento a sondagem)
como a experiéncia acumulada durante a vida do individuo com a doenga (perda clinica
de insercéo, perda 6ssea radiografica) (Gjermo et al.?’, 2002).

Embora a infeccdo por periodontopatdgenos seja essencial para o inicio da DP,
sua presenca na cavidade oral ndo é suficiente para explicar a progressao e o nivel de
severidade da doenca (Kornman et al.*®, 1997). Como j& mencionado, a DP tem sido
caracterizada como uma doenca complexa de etiologia multifatorial (Stabholz et al.®,
2010). As doencas complexas costumam acometer individuos na vida adulta, ser
relativamente comuns (Loss et al.*®, 2005), manifestarem um quadro clinico
relativamente brando com progressdo lenta e cronica. A DP, como patologia
multifatorial, sofre influéncia da acdo de varios genes (poligénica) em que cada gene

tem uma contribuicdo relativamente pequena de risco & doenca (Loss et al.*®, 2005;
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Shapira et al.®>, 2005). Além disso, fatores ambientais desempenham um importante
papel na expressdo da doencga, como a eficacia dos habitos de higiene oral, 0 acesso a
cuidados dentérios, susceptibilidade a infeccGes periodontais e outros componentes
comportamentais como fumo e stress psicossocial. A presenca de doencas sistémicas
como o Diabetes mellitus também participam da etiologia multifatorial da DP (Stabholz
et al.%8, 2010).

1.5 Metabolismo do tecido adiposo e Adipocinas

O tecido adiposo nao funciona apenas como um 6rgdo armazenador de gordura
envolvido na homeostase energética, mas também como 6rgdo enddcrino capaz de
secretar multiplas proteinas imunomoduladoras, conhecidas como adipocinas. O tecido
adiposo secreta niveis balanceados de adipocinas, tanto com atividade anti-inflamatoéria
(Adiponectina) como pro-inflamatoria (Leptina, Resistina, Fator de Necrose Tumoral —
[TNF-o] e Interleucina 6 [IL-6]) (Goncalves et al.**, 2015).

A Leptina caracteriza-se como um importante hormdnio regulador do
metabolismo de lipidios (Maffei et al.*®, 1995). E uma proteina de 16-kDa critica para
regulacdo do peso corporeo atuando na inibicdo da ingestdo de alimentos e estimulacao
do gasto caldrico. O gene que codifica essa proteina denomina-se LEP podendo-se
consultar a seu respeito no site (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/) do National

Center for Biotechnology Information (NCBI) o Online Mendelian Inheritance in Man

(OMIM) que se caracteriza como um banco de informacgdes sobre genes, proteinas e
patologias humanas disponivel gratuitamente e frequentemente atualizado. Detalhadas e
amplas informagdes sobre o gene LEP podem ser obtidas no site OMIM sob numero
164160.

Este gene codifica uma proteina que é secretada por adipocitos brancos,
desempenhando um papel importante na regulacdo do peso corporal, além de estar
vinculada ao desenvolvimento de DM2. Esta proteina, que atua através do receptor da
leptina, funciona como parte de uma via de sinalizacdo que pode inibir a ingestdo de
alimentos e/ou regular o gasto de energia para manter constante a massa adiposa

corporal  (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LEP). [Essa proteina

também tem uma variedade de funcdes incluindo a regulacdo hematopoiética,
cicatrizacdo de feridas e participacdo na resposta imune e inflamatéria (Hernandez®,
2012; Nokhbehsaim et al. >, 2014). Foi verificado que quanto maior a quantidade de

tecido adiposo, maior a concentracgao de leptina produzida, uma vez que o percentual de


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAAahUKEwjn3teY987IAhVCQ5AKHdL6CRM&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&sig2=qKjJ_2-kxe2BxIP32zcg_A
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&sqi=2&ved=0CBwQFjAAahUKEwjn3teY987IAhVCQ5AKHdL6CRM&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&sig2=qKjJ_2-kxe2BxIP32zcg_A
http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=LEP
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gordura influencia nessa liberacdo. Mutagdes no gene LEP e/ou em suas regibes
regulatérias causam obesidade morbida com hipogonadismo, além de mutacGes que
prejudicam a producéo de leptina causando obesidade severa e hereditaria em humanos.
Outra mutagdo recentemente identificada no gene LEP também leva a obesidade, mas
ndo por afetar a producéo da proteina, mas sim por prejudicar a ligacdo desta ao seu
receptor (Wabitsch et al.”®, 2015).

A conexdo entre o excesso de tecido adiposo e o desenvolvimento de doengas
incluindo DM2, dislipidemia, e aterosclerose é bem estabelecida. Como mencionado,
até recentemente, o tecido adiposo era comumente visto como um exclusivo depoésito de
lipidios. Contudo, sabe-se agora que os adipOcitos participam diretamente na
homeostase corporal e no desenvolvimento de algumas doencas (Berg et al.**, 2002).
Sugere-se que a leptina possua um papel modulador da resposta imune, atuando em
processos inflamatérios e patologias imuno-mediadas. Em outros tecidos, a leptina
possui funcbes metabolicas importantes como: secre¢do de insulina pelo pancreas,
producdo de glicose hepética no figado e captacdo de glicose pelo musculo (La Cava,
Matarese®™, 2004). A leptina possui efeitos pré-inflamatorios que previnem algumas
doencas infecciosas. No sistema imune, a leptina aumenta a producdo de citocinas, a
adesdo e a fagocitose em macrofagos, além de estimular a proliferagdo das células T,

levando ao aumento da competéncia imunoldgica (Regini®®, 2009).

Em mondcitos e macrofagos, a leptina aumenta producédo de citocinas pro-
inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-12, e estimula a ativacdo de neutrofilos e a
proliferacdo de mondcitos in vitro circulantes. O oOxido nitrico sintetase (NOS) e
espécies reativas de oxigénio (ROS), produzidos pela leptina, também induzem a
ativacdo, proliferacio e migracdo de mondcitos circulantes (Fantuzzi®, 2005). Com
relagdo ao periodonto, Jhonson e Serio®® (2001) observou uma diminuicdo da
concentracdo de leptina em biopsias de tecido gengival a medida que aumentava a
severidade da DP. Karthikeyan e Pradeep® (2007), detectou que a concentracio de
leptina no fluido crevicular gengival (FCG) era inversamente proporcional ao grau de
severidade da DP. Frente a este resultado, os autores propuseram que a leptina
provavelmente pode atuar como um agente protetor gengival e que por algum
mecanismo poderia prevenir o estabelecimento da DP.

A Adiponectina (ADIPOQ, OMIM 605441) ¢ a adipocina antidiabética expressa

exclusivamente em adipécitos. Esta adipocina € mais conhecida por seu papel na
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regulacdo da sensibilidade & insulina (Fantuzzi’®, 2005). A adiponectina aumenta a
oxidacdo muscular dos &cidos graxos e reduz a concentracdo de glicose plasmaética por
meio do AMPK (adenina monofosfato quinase), apesar desse mecanismo ainda nédo
estar bem esclarecido. A producdo de adiponectina pode ser regulada negativamente por
niveis aumentados de TNF-a que foram detectados no tecido adiposo de sujeitos obesos
(Fantuzzi®, 2005). Também tem sido sugerido que a adiponectina influencie na
regeneracdo de varios tecidos como o 6sseo e o muscular (Fiaschi®, 2013). A
adiponectina também possui efeitos antiaterogénicos, ou seja, demonstra a capacidade
de inibir a adesdo de mondcitos ao endotélio vascular, a expressdo de moléculas de
adesdo e também a expressdo de TNF-o (Goldstein, Scalia®, 2004). Assim, pode-se
destacar que os niveis de adiponectina sdo inversamente correlacionados com 0s niveis
de alguns mediadores inflamatérios, como IL-6, TNF-a. ¢ PCR (Regini®®, 2009).
Interessantemente, a adiponectina como uma adipocina anti-inflamatdria, anula o0s
efeitos dos lipopolissacarideos (LPS) de P. gingivalis em células epiteliais, sugerindo
que a mesma tem efeito protetor no tecido periodontal. No entanto, até 0 momento,
pouco se sabe sobre a acdo da adiponectina na homeostase e regeneracdo periodontal
(Nohkbehsaim et al.*®, 2014).

Sugere-se que a adiponectina sirva de apoio a regeneracao em varios tecidos, tais
como o 6sseo e muscular (Fiaschi?®, 2013). Porém, a adiponectina pode apresentar
niveis elevados e adotar comportamento pro-inflamatério sob certas condicdes e
doencas como é o caso da artrite reumatoide (Nohkbehsaim et al.*®, 2014). Os sinais
pro-inflamatorios podem reduzir a capacidade de regeneracdo de células periodontais e
inibir o processo regenerativo (Nohkbehsaim et al.>’, 2014). Até o0 momento, pouco se
sabe sobre as acdes da adiponectina na homeostase e regeneracdo do periodonto.

Os efeitos bioldgicos da adiponectina dependem ndo somente dos seus niveis
circulantes na corrente sanguinea, mas também da especificidade tecidual e
disponibilidade de seus receptores: ADIPOR1 e ADIPOR2, sendo o primeiro de
expressdo geral e o segundo de agdo principalmente hepatica (Julio, Sanchez®’, 2010).
Devido a importancia da Adiponectina, neste estudo também enfocamos o seu Receptor
1 (ADIPOR1, OMIM 607945). A funcdo encontrada para o gene ADIPOR1 no
conceituado site (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ADIPOR1) é que
este codifica uma proteina que atua como um receptor para adiponectina, um horménio
secretado por adipocitos e que regula o catabolismo de &cidos graxos e 0s niveis de

glicose. A ligagdo de adiponectina resulta na ativacdo de uma via de sinalizacdo da
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quinase ativada por AMP, que afeta os niveis de oxidacdo de &cidos graxos e a
sensibilidade a insulina.

A Resistina (RETN, OMIM 605565) é uma adipocina fortemente relacionada a
resisténcia a insulina. Segundo alguns estudos, a expressdo de resistina nos adipocitos
humanos é reduzida, mas nos macrofagos e mondcitos é elevada, o que sugere um
importante papel inflamatério (Fantuzzi®, 2005). Os niveis de resistina est&o
aumentados em pacientes com obesidade genética ou induzida por dieta; portanto,
especula-se estar ligada a resisténcia insulinica associada & obesidade (Regini®®, 2009).
Resultados sobre a resistina, mostram que seus niveis podem estar aumentados,
inalterados ou que decresceram em individuos portadores de DM2 (Fantuzzi®®, 2005).
Além disso, esse gene € expresso em adipdcitos e pode ser o hormonio potencialmente
ligado a obesidade em pacientes com DM2 (http://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=RETN).

Seus efeitos no metabolismo da glicose s@o antagbnicos aos da insulina, pois
promovem resisténcia a esse hormoénio por meio de aumento da glicogénese hepatica,
tendo rapido efeito sobre este tecido. Embora a resistina tenha sido primeiramente
postulada como contribuinte para a resisténcia a insulina, cada vez mais evidéncias
indicam que essa adipocina esta envolvida no processo inflamatério (Regini®®, 2009).
Apenas alguns estudos tém investigado os efeitos da resistina na modulacdo de
respostas inflamatdrias, mostrando que a resistina regula a expressao da molécula 1 de
adesdo a celulas vasculares (MCP-1) e ICAM-1 em células endoteliais. Os efeitos de
adesdo dessas moléculas sdo antagonizados pela adiponectina (Fantuzzi®®, 2005).
Alguns agentes pro-inflamatérios como TNF-o, IL-6 e lipopolissacarideos podem

regular a expressao do gene da resistina (Regini®®, 2009).

1.6 Interacdes entre DM2, Obesidade, Dislipidemia e DP

Lembrando que o DM2 tem assumido o status de epidemia global ocasionado
como reflexo das condicdes da vida atual, destacando-se a alimentagdo rica em
carboidratos e a falta de exercicios fisicos regulares que estimulam a potencial carga
genética para desenvolvimento dessa doenca, € muito importante discorrer sobre as
conhecidas interacdes entre DM2, Obesidade, Dislipidemia e DP. A principal relacdo
entre essas patologias é que todas tém caracteristica multifatorial.

Diabetes tipo 2 (DM2) é uma anomalia multifatorial envolvendo 57 genes

localizados em 16 cromossomos diferentes e 136 polimorfismos de nucleotideo Unico
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(SNPs). Os fatores ambientais incluem alteracBes epigenéticas, nutricdo, ambiente
intrauterino e obesidade. Além disso, a etnia desempenha um papel em conferir
susceptibilidade ao diabetes tipo 2 (Kaul, Ali*', 2015). A dislipidemia também é uma
doenca multifatorial estando fortemente ligado ao estilo de vida adotado, onde a
obesidade possui intima relacdo com a etiologia da doenca (Klop*, 2013). A Doenca
Periodontal (DP) também tem carater multifatorial, com influéncia de fatores como a
presenca de microrganismos periodontopatogénicos, suscetibilidade genética do
hospedeiro, reacdo do sistema imune, habito de fumar, stress e presenca de doencas
sistémicas (Stabholz et al.?®, 2010).

Fica assim evidente que além das trés citadas patologias terem etiologia
multifatorial, em cada uma delas ocorre um estado hiper-inflamatoério sistémico do
paciente com a geracdo elevada de espécies reativas do oxigénio (ROS). Considerando
que o tecido adiposo também é uma fonte enddcrina de modulagbes que interfere na
sensibilidade a insulina a partir da producéo de leptina, adiponectina, resistina e outras
citocinas, fica evidente a interagdo entre DM2, Obesidade e Dislipidemia. A
desregulacdo metabolica dada pelo DM2 e dislipidemia compartilham mecanismos
inflamatdrios cronicos comuns observados na progressdo da periodontite. Esse estado
hiper-inflamatorio pré-oxidante é fundamental para acentuar a destruicdo periodontal.
Sabe-se que a extensdo dos danos ao periodonto é determinada pela resposta
inflamatéria, j& que a atividade de neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) esta
aumentada e ha niveis elevados de producdo de citocinas e de superdxido durante a
fagocitose de patégenos (Soory®’, 2012). Citocinas pré-inflamatérias também secretadas
pelo tecido adiposo podem atuar diretamente sobre o periodonto. Foi observado que
individuos com DP tém niveis séricos elevados de colesterol total, LDL e de
triglicérides, quando comparados com individuos periodontalmente saudaveis (Losche
et al.*’, 2012).

E reconhecida a relacdo entre DM2 e dislipidemia, ja que fazem parte da
Sindrome Metabolica (SM), que € um conjunto complexo de sintomas aparentemente
originados da obesidade visceral. Em pacientes com sindrome metabdlica os niveis de
adiponectina sdo inversamente proporcionais ao percentual de massa de tecido adiposo
(Shearer et al.>’, 2005; Offenbacher et al.*®, 2010).

Mais de um milh&o de pessoas séo afetadas por dislipidemias; e em associa¢do

com o DM2, como ja dito sdo as principais causas da morbidade e mortalidade devido
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ao elevado indice de doencas cardiovasculares severas decorrentes (Association'® °*,

2007). Quando a DP esta também associada a estas duas patologias, o quadro pode ser
ainda mais grave, pois a DP parece ser também um fator de risco independente para
doencas cardiovasculares (DeStefano et al.??, 1993; Morrison et al.”?, 1999). N&o est&
definido na literatura cientifica se 6 0 DM2 (Abdo et al.!, 2013) ou a Dislipidemia (Chu
et al.’® 1999: Cutler et al.?*, 1999) o preditor mais forte para o desenvolvimento ou
progressao da DP.

Apesar de DM2 e Dislipidemia geralmente ocorrerem como comorbidades
sinérgicas expondo o individuo a um maior risco a DP, até o momento ndo foi
encontrado na literatura nenhum estudo investigando em individuos que apresentassem
concomitantemente DM2, Dislipidemia e DP, a expressdo de genes relacionados ao
metabolismo lipidico. Portanto, nossa hipotese é que essas condi¢bes patologicas
influenciem a expressdo de adipocinas. Cabe ainda mencionar que o uso de sangue
humano para analise de expressdo génica oferece vantagem porque é mais acessivel que
outros tecidos, sendo bastante interessante para estudos clinicos e pesquisa experimental
em humanos. Além disso, em se tratando de doengas sistémicas, conhecer o padrédo de
expressdo dos genes de interesse contribui para compreender de modo mais direto sua
participacdo no quadro patologico das citadas doengas. A participagédo de citocinas e do
estresse oxidativo estd documentada na etiologia e progressdo da periodontite; no
entanto, a participacdo de adipocinas nesse contexto, e em conjunto com as patologias
sistémicas DM2 e Dislipidemia ainda se mostra pouco explorada e compreendida
(Alokail et al.?, 2014).
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4 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos e dentro das limitagOes deste trabalho, foram

obtidas as seguintes conclusdes:

N&o houve expressdo do ADIPOQ nos leucdcitos circulantes do pacientes,

enquanto que a expressdo do gene ADIPOR1 foi semelhante entre os diferentes

grupos investigados.

= Houve maior expressdo do gene LEP nos pacientes com DM2(descompensado),
Dislipidemia e DP em comparacdo aos pacientes com apenas DP e pacientes
sem nenhuma das patologias.

= O nivel de descompensacdo metabdlica ndo influenciou o gene RETN, pois 0s
pacientes com DM2 apresentaram menor expressao para este.

= Houve correlacdo entre a expressdao dos genes ADIPOR1, LEP e RETN com

parametros clinicos periodontais, indicando o envolvimento desses genes no

processo inflamatorio da DP.
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