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Silva ANA. Polimorfismos em genes marcadores do Diabetes mellitus tipo 2 estariam
associados a Periodontite? [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

RESUMO

A busca em compreender melhor as inter-relacdes entre a Periodontite (P) e Diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) por variantes genéticas associadas a suscetibilidade de ambas
doencas, é de grande interesse da comunidade cientifica em todo o mundo. O objetivo
deste estudo foi investigar polimorfismos em genes considerados biomarcadores
moleculares do DM2, para avaliar se estdo associados a P. Tais polimorfismos
também foram investigados se estéo relacionados com parametros periodontais, perfil
glicémico e lipidico do paciente. Considerando o calculo amostral, foram investigados:
pacientes com DM2 e Periodontite severa ou moderada (Grupo P+DM2 n=206);
pacientes sem DM2 com periodontite severa ou moderada (Grupo Periodontitis,
n=346); e pacientes sem DM2 e sem periodontite, ou seja, sistemicamente e
periodontalmente saudaveis (Grupo Healthy, n= 345). Ap6s o exame periodontal
completo, aos participantes deste estudo foi oferecida a realizagcdo de exames
bioquimicos (perfil glicémico e lipidico). Células da mucosa bucal de cada paciente
foram obtidas para extracdo do DNA pelo método de salting-out. Foram investigados
trés polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) nos genes AGER (Advanced
Glycosylation End-Product Specific Receptor), RBMS1(RNA Binding Motif Single
Stranded Interacting Protein 1) e VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A), por
meio do sistema de genotipagem TagMan utilizando PCR (Polymerase Chain
Reaction) em tempo real. Os dados periodontais e genéticos foram comparados entre
0S grupos, realizando analises de regressdo logistica multipla ajustada para idade,
sexo e tabagismo. Regressdes lineares multiplas foram realizadas para investigacao
da associacdo das variantes genéticas com os parametros glicémicos, lipidicos e
periodontais. Como principais resultados, foi observado que pacientes com genétipo
T/T para o SNP rs7593730 (gene RBMS1), no modelo recessivo na comparac¢ao do
grupo Healthy versus Periodontitis, apresentou suscetibilidade duas vezes maior a
Periodontite (OR = 2.29; IC 95% = 1.04 — 5.01; p = 0.033) . Verificou-se para 0s
polimorfismos nos genes AGER e VEGFA, que pacientes que nunca fumaram e sao
portadores do gendétipo CC para AGER-rs184003 e VEGFA-rs9472138 apresentaram,
respectivamente, 51% e 46% menor suscetibilidade de desenvolver Periodontite. Os
portadores de AGER-rs184003-AA apresentaram menor numero de dentes
remanescentes na cavidade oral. Em relacdo ao gene VEGFA-rs9472138, os
portadores do gendtipo TT demonstraram menor porcentagem de sitios com
caracteristicas de doenca periodontal ativa (sangramento a sondagem e nivel de
insercao clinica = 4-5mm). Conclui-se que na populacdo estudada, importantes
variantes genéticas consideradas marcadoras para DM2, como rs7593730 (gene
RBMS1), rs184003 (gene AGER) e rs9472138 (gene VEGFA) foram associados a P
isoladamente ou conjuntamente ao DM2.

Palavras chave: Polimorfismo Genético. Diabetes mellitus. Periodontite.



Silva ANA. Could polymorphisms in type 2 Diabetes mellitus marker genes be
associated with Periodontitis? [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2022.

ABSTRACT

The search to better understand the interrelationships between Periodontitis (P) and
Diabetes mellitus type 2 (T2DM) by genetic variants associated with the susceptibility
of both diseases is of great interest to the scientific community worldwide. The aim of
this study was to investigate polymorphisms in genes considered molecular
biomarkers of T2DM, to assess whether they are associated with P. Such
polymorphisms will also be investigated if they are related to periodontal parameters,
glycemic and lipid profile of the patient. Considering the sample size calculation, the
following were investigated: patients with T2DM and severe or moderate periodontitis
(Group P+T2DM n=206); patients without T2DM with severe or moderate periodontitis
(Periodontitis Group, n=346); and patients without T2DM and without periodontitis, that
is, systemically and periodontally healthy (Healthy Group, n=345). After the complete
periodontal examination, all participants in this study had biochemical tests (glycemic
and lipid profile). Cells from the oral mucosa of each patient were obtained for DNA
extraction using the salting-out method. Three single nucleotide polymorphisms (SNP)
in the AGER (Advanced Glycosylation End-Product Specific Receptor), RBMS1 (RNA
Binding Motif Single Stranded Interacting Protein 1) and VEGFA (Vascular Endothelial
Growth Factor A) genes were investigated through the TagMan genotyping system
using real-time PCR (Polymerase Chain Reaction). Periodontal and genetic data were
compared between groups, performing multiple logistic regression analyzes adjusted
for age, sex and smoking status. Multiple linear regressions were performed to
investigate the association of genetic variants with glycemic, lipid and periodontal
parameters. As main results, it was observed that patients with T/T genotype for SNP
rs7593730 (RBMS1 gene), in the recessive model, when comparing the Healthy
versus Periodontitis group, presented twice as much susceptibility to Periodontitis (OR
=2.29; 95% CI = 1.04 — 5.01; p = 0.033). For the polymorphisms in the AGER and
VEGFA genes, patients who had never smoked and are carriers of the CC genotype
for AGER-rs184003 and VEGFA-rs9472138 had, respectively, 51% and 46% lower
susceptibility to developing Periodontitis. AGER-rs184003-AA carriers had a smaller
number of remaining teeth in the mouth. Regarding the VEGFA-rs9472138 gene,
carriers of the TT genotype showed a lower percentage of areas with characteristics
of active periodontal disease (bleeding on probing and Clinical Attachment Loss = 4-
5mm). It is concluded that, in the studied population, important genetic variants
considered markers for T2DM, such as rs7593730 (RBMS1 gene), rs184003 (AGER
gene) and rs9472138 (VEGFA gene), were associated with P alone or together with
T2DM.

Keywords: Polymorphisms, Genetic. Diabetes mellitus. Periodontitis.
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1 INTRODUCAO

Esta introducao foi dividida em sec¢des abordando o Diabetes mellitus tipo 2,

Periodontite, Inter-relacdo das doencas e Polimorfismos Genéticos.
1.1 Diabetes mellitus Tipo 2 (DM2)

Diabetes mellitus (DM) € um conjunto de desordens metabdlicas cronica,
de carater multifatorial, em que o desencadeamento ocorre pela influéncia de
fatores genéticos, ambientais e/ou comportamentais. A principal evidéncia
clinica para o diagnostico é a presenca da hiperglicemia, resultado da disfuncéo
das células beta pancreaticas (B) (responsaveis pela producao da insulina) ou
pela acdo da propria insulina, bem como na combinacdo de ambas situacdes?.
Com base na etiologia apresentada, o DM é classificado em tipo 1, tipo 2,
gestacional e também relacionado a outras causas; por exemplo induzido por
produtos quimicos ou pelo uso de medicamentos, como glicocorticoides®. O
Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) € o mais comum na populacdo, perfazendo
aproximadamente 90-95% dos casos de DM“. De acordo com a American
Diabetes Association (ADA), o DM2 ocorre devido a perda progressiva da
secrecdo de insulina das células B pancreaticas, e regularmente associada a
resisténcia a insulinas.

O numero de casos crescentes de DM2 estéo ligados, além da influéncia
do fator genético que age parcialmente na suscetibilidade do disturbio glicémico®
6, como o estilo de vida sedentéario, dieta ndo saudavel, sobrepeso, falta de
atividade fisica, habito de fumar e consumo de alcool sem moderacédo. Estes sédo
considerados o0s principais motivadores da prevaléncia de DM2 em todo o
mundo’: 8.

O DM trata-se de um problema de saude publica mundial, sendo que sua
prevaléncia aumenta em todo o mundo, estimando-se que mais de 693 milhdes
de individuos sejam afetados até 2045% 8, DM esta interligado com algumas
comorbidades (Cancer, Periodontite, Depresséo, Fraturas Osseas)?, sendo bem
estabelecido que a Periodontite (P) é a sexta maior complicacdo associada ao
DM10,

Estudar os mecanismos patoldgicos e os métodos disponiveis para a

prevencéo e tratamento de DM2 é de grande relevancia'l. DM2 é um disturbio
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metabdlico complexo com forte componente genético que contribui para sua

patogénese??.

1.2 Periodontite (P)

A Periodontite (P) caracteriza-se como uma doencga crbénica imuno-
inflamatdria, de carater multifatorial e poligénica. E associada a um biofilme em
dishiose!?, o qual se exibe estruturalmente complexo e organizado'4. Embora o
desequilibrio bacteriano seja o principal fator etiologico da P, ela conta com uma
etiopatogenia complexa, natureza poligénica e também esta relacionada a
influéncia ambiental (fumo, dieta alimentar, estresse, etc), determinando assim
na resposta do hospedeiro a suscetibilidade a doenca?®.

A P causa a migracdo do epitélio juncional, levando consequentemente a
destruicdo dos tecidos de sustentacdo do dente (cemento, 0sso alveolar e
ligamento periodontal). E diagnosticada pela perda de inser¢éo periodontal junto
ao sangramento a sondagem, reabsorcdo Ossea alveolar e até a perda
dentaria® 16, Além disso, ocorre o processo de desregulacdo imunolégica?®.

De acordo com a nova classificacdo das Doencas e Condicdes
Periodontais e Peri-implantes do Workshop Internacional de 2017, a P nédo é
mais categorizada em periodontite crbnica ou agressiva, mas somente em
Periodontite. Atualmente, é classificada com base no estagio/estadiamento (I a
IV) e no grau (A, B e C). Nesse sentido, avalia-se a severidade, complexidade,
extensdo e distribuicho da doenca (localizada, generalizada e perfil
incisivo/molar), e em graus, a taxa de progresséao (lenta, moderada ou rapida),
em que leva muito em conta o histérico de perda 6ssea do paciente, suas
caracteristicas bioldgicas, saude geral do paciente e fatores modificadores do
grau como, por exemplo, diabetes ou tabagismo, reconhecidos e amplamente
verificados na literatura cientifica como fatores de risco da P'’.

E interessante notar que fatores genéticos, ambientais e comportamentais
e a disbiose bacteriana ligados a P, levam a variagbes individuais no
desenvolvimento da patogénese, taxa de progressdo e na resposta do
hospedeiro ao tratamento. O prognéstico de dentes acometidos
periodontalmente torna-se um desafio devido a sua etiologia multifatorial e

complexal®*®, Por isso, protocolos de manutencgado
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personalizados/individualizados sdo propostos e devem ser estabelecidos
durante o tratamento periodontal®°.

A P assim como o DM2, trata-se de um problema de saude publica
mundial, devido a sua alta prevaléncia na populacdo e as consequéncias que
decorrem da doenca como a perda dentaria, que afeta negativamente a funcéo
mastigatoria e a estética, motivando a desigualdade social e prejudicando a
qualidade de vida do individuo. Assim, a P € tida como umas das responsaveis
pela proporcdo de casos de edentulismo e disfuncdo mastigatoria, as quais

impactam em custos significativos e além do impacto negativo na salude geral’.

1.3 Inter-Relacéo Entre DM2 e Periodontite

Tem sido cada vez mais frequente encontrar pacientes afetados
concomitantemente pela DM2 e P. Conforme revisado por Masumoto et al.
(2019), uma série de estudos de medicina periodontal sugere uma associacao
entre doenca periodontal e doencgas sistémicas??, incluindo DM?!. Foi detectado
maior extenséo e severidade da P em individuos portadores de DM?22,

Estudos confirmam a relagdo bidirecional ja bem definida do DM2 com a
P, em que ambas condi¢cBes resultam de caracteristicas patolégicas subjacentes
comuns, resultando em uma forte associacdo entre si. Desta forma, o controle
ou desequilibrio de uma doenca influencia também sobre a outra'®??, como
exemplo o controle glicémico'3. Conforme revisado por Preshaw and Bisset
(2019), individuos portadores de DM s@o mais propensos de desenvolverem P
com aumento de duas a trés vezes, do que naqueles nao diabéticos. Ainda neste
mesmo estudo, os individuos com DM2 e P, apresentaram maiores niveis de
Hemoglobina Glicada (HbA1c) e piores complicac6es do DM, mas o tratamento
periodontal resultou em um melhor controle glicémico e reducdes dos niveis de
HbA1c nos individuos com DM?3.

O efeito da P no DM2 é correlacionado pela entrada de patdgenos nos
tecidos periodontais do hospedeiro ou ainda pelo processo de degradacgao de
seus produtos sistemicamente. Assim, a ativacdo de uma intensa resposta
inflamatoria sistémica promovida pelos periodontopatégenos subgengivais leva
a uma fase aguda de explosédo proteica e elevados niveis de mediadores pro-
inflamatorios na circulacdo sistémica, os quais agem facilitando a resisténcia a

insulina®*2>. O processo de desregulacdo metabdlica no DM, resultante da
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exposicdo prolongada a hiperglicemia crénica pode ocasionar a glicacdo de
proteinas e lipidios, denominados de produtos finais de glicacdo avancada
(AGESs). E importante destacar que a P sofre influéncia da resposta inflamatoria
monocitica exagerada induzida pelo acumulo de AGESs, evidenciado pela
destruicdo dos tecidos periodontais e ainda pela secrecdo exagerada de
mediadores locais e sistémicos, levando a uma P com estado periodontal mais
severo?.

Outra associacdo da P influenciando no DM2 foi visto em uma meta-
andlise, onde individuos periodontalmente comprometidos aumentaram o risco
de microangiopatia diabética em individuos com DM2, com destaque para a
retinopatia diabética e nefropatia diabética?’.

A DM2 e a P séo doencas caracterizadas como poligénicas?, devido a
contribuicdo de muitos genes para uma determinada caracteristica, ao contrario
das doencas mendelianas. Estudos de varredura ampla do genoma, ou seja,
Genome-Wide Association Studies (GWAS) tem sido realizados para
identificacdo de variantes genéticas associadas a diferentes doencas, incluindo

DM?2 e P, isoladamente?®.

1.4 Polimorfismos Genéticos

Polimorfismos genéticos sdo variagcbes comuns em uma determinada
populacado, no qual o alelo mais raro ocorre com uma frequéncia maior que 1%
(IMAF, Minor Allele Frequency]> 1%)%°. Dentre os tipos de polimorfismos,
destaca-se o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP), em que ha a alteracéo
de uma Unica base, seja em sua substituicdo ou exclusdo?®’, com localizacdo em
uma regido particular e especifica do genoma3".

Ha estudos em concordancia com grupos europeus e americanos, que
demonstraram que polimorfismos em genes candidatos relacionados ao sistema
imune foram associados a maior chance de desenvolver a P3234 Como
mencionado no subitem anterior, ha estudos de GWAS que demonstraram forte
evidéncia da predisposicdo ou suscetibilidade genética isoladamente a
Periodontite Cronica®®>3” bem como ao DM238:3,

Assim, é plausivel supor que haja uma combinacdo de fatores genéticos
que favoregcam o desenvolvimento de ambas doencgas. Genes que atuam no

desenvolvimento de diferentes doencas sdo chamados “pleiotropicos”, e a
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comunidade cientifica tem buscado identificar se existe compartilhamento de
genes que contribuam simultaneamente para a ocorréncia de diferentes
doencas. Schaefer et al. (2009)*° identificaram o ANRIL (CDKN2B antisense
RNA 1) como o primeiro fator de risco genético compartilhado de doenca arterial
coronariana e periodontite agressiva®'. Essa associacéo foi posteriormente
replicada em varias populacdes independentes com periodontite agressiva e
periodontite cronica de ascendéncia alema e holandesa*?, em uma populacéo
alema e irlandesa do norte*3, e em uma populacéo turca**.

Os SNPs rs184003 no gene AGER, rs7593730 préximo ao gene RBMS1
e rs9472138 no gene VEGFA foram identificados como marcadores da DM24%>
47, Considerando as caracteristicas funcionais de cada gene e as evidéncias da
literatura como sendo marcadores importantes do DM2, utilizamos a ferramenta
de pesquisa (https://string-db.org/cgi/network) para verificar se ha interacédo
entre as proteinas codificadas por esses genes. A Figura 1 a seguir mostra que
ha interacdo entre as referidas proteinas, reforcando a hipétese que
conjuntamente possam estar associadas ndo somente com o DM2, mas também

com P.

Figura 1 - Interacdo entre as proteinas codificadas pelos genes AGER, RBMS1
e VEGFA

|

RBMS1
l/—\
S

AGER

N

<
m
G
-
1>

Fonte: Elaboragdo proépria ultiizando a ferramenta disponivel em:

https://string-db.org/cgi/network.

O gene AGER (Advanced Glycosylation End-Product Specific Receptor)
(OMIM 600214) apresenta polimorfismos que podem ser responsaveis ou co-

responsaveis pelo desenvolvimento de doengas*®4°, Este gene foi identificado


https://string-db.org/cgi/network
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em 1994, tendo sua localizagdo no brago curto do cromossomo 6: 6p21.3. Este
locus esta ligado a respostas imunoldgicas e inflamatoérias, sendo também
considerado o locus principal do complexo de histocompatibilidade 1114°°°, O
gene AGER foi associado a inflamacao, estresse oxidativo e disfuncdo endotelial
que ocorre na DM2%1. O gene AGER é responsavel pela codificacdo do RAGE
(Receptor for Advanced Glycation End-products), que € um receptor de
superficie celular pertencente a superfamilia das imunoglobulinas. Sendo um
receptor multiligante, liga-se principalmente produtos finais (proteinas ou lipidios)
de glicacdo avancada (AGE). A interacdo entre RAGE e seus ligantes induz
algumas vias de sinalizag&o incluindo vias pro-inflamatérias, estando implicado
na suscetibilidade de muitas doencgas®?.

Foi verificada a associacdo do SNP rs184003 do gene AGER com a
suscetibilidade a P#*, DM*, Cancer de mama®®, Doenca das artérias
coronarias®. O SNP rs184003 do gene AGER também foi associado com o
indice HOMA-IR em pacientes com DM25%,

O polimorfismo rs7593730 proximo ao gene RBMS1 € localizado no
cromossomo 2g24.247. O gene RBMS1 (RNA Binding Motif Single Stranded
Interacting Protein 1), tem como funcéo a codificacdo de uma pequena familia
de proteinas que se ligam ao DNA/ RNA5%5, O RBMS1 esta envolvido também
na replicacdo de DNA, transcricdo génica, apoptose (morte celular programada)
e progresso do ciclo celular ao interagir com a proteina c-Myc®®. E um gene
bastante investigado e associado a alguns tipos de cancer, como carcinoma de
préstata®’ e cancer gastrico®®.

O gene RBMS1 é expresso em tecidos de importancia biologica para a
DM2 como musculo, coracéo, tecido adiposo e figado*’*°. Estudos corroboram
a associacdo do SNP rs7593730 no gene RBMS1 com a suscetibilidade ao
DM247:5559 N&o ha na literatura qualquer estudo investigando o SNP rs7593730
no gene RBMS1 em relagédo a P. O gene RBMSL1 foi verificado como responsivo
a inflamac&o®, como exemplificado por doencas crénicas inflamatérias como
Psoriase®! e Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica®?.

O gene VEGFA (Vascular Endothelial Growth Factor A), localizado no
cromossomo 6, codifica a proteina VEGFA®3, O SNP rs9472138 no gene VEGFA
€ associado com a suscetibilidade ao DM2 em diferentes popula¢gbes, como na

populacdo Chinesa Han'? e na populacédo do Cazaquistao®*.



17

Considerando a caracteristica poligénica do DM2 e P, e do papel
pleiotrépico que alguns genes podem ter, nossa hipotese é que muitos genes e
suas variantes ainda merecem ser investigadas pois podem ser biomarcadores

moleculares do DM2, em conjunto a P.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que na populacdo estudada, os polimorfismos genéticos
considerados importantes marcadores de DM2, como rs7593730 (proximo do
gene RBMS1), rs184003 (gene AGER) e rs9472138 (gene VEGFA) foram
relevantes para a Periodontite. O RBMS1-rs7593730-TT foi associado a
suscetibilidade a Periodontite, 0 gen6tipo homozigoto CC de cada polimorfismo
em individuos que nunca fumaram foi associado a menor chance de desenvolver
Periodontite isoladamente ou conjuntamente ao DM2. Também foram verificadas
associacdo de RBMS1-rs7593730-CT com nivel de colesterol total, de AGER-
rs184003-AA com o numero de dentes remanescentes, e de VEGFA-rs9472138-
TT com sangramento a sondagem e perda do nivel clinico de insercéo 4-5mm.
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