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RESUMO

A prevaléncia de individuos afetados por ambas as doencas, Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e
Periodontite (P), tem sido cada vez maior. Para o0 melhor entendimento da interacéo entre estas
condigdes, mais estudos clinicos sdo necessarios buscando conhecer moléculas com papel-
chave na interacao entre o metabolismo glicémico e o sistema imune, além de compreender
melhor a interac&o entre sadde oral e sistémica do individuo. E conhecida a atuagio do Receptor
Ativado por Proliferador de Peroxissoma Gama (PPAR-y) na regulagdo do metabolismo
glicémico, lipidico e do sistema imune, mas sdo poucos 0s estudos que investigam a acdo desta
molécula na modulacdo do DM2 e Periodontite. Indicativos da literatura, assim como resultados
de estudos clinicos anteriormente realizados por nosso grupo, embasam nossa hip6tese que
PPAR-y, por meio de Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), seja uma molécula-chave para
essas patologias, e que seus niveis estariam diminuidos na presenca de saude sistémica e
periodontal. O objetivo geral deste estudo foi avaliar os niveis de expressao génica e proteica
do PPAR-y antes e ap0ds o tratamento periodontal em pacientes com DM2 e Periodontite, seja
cada patologia isolada, ou como comorbidades. Metodologia: 156 individuos distribuidos nos
grupos: T2DM_poorlyC+P; T2DM_wellC+P; T2DM_without_P; Periodontitis e Control
tiveram seu perfil glicémico, lipidico e periodontal examinado nos periodos baseline, 45, 90 e
180 dias apos a finalizacdo do tratamento periodontal. Os pacientes dos grupos com periodontite
receberam tratamento periodontal ndo cirdrgico e, quando necessario cirurgico; enquanto
individuos dos grupos sem periodontite receberam profilaxia e reforco da instrucdo de higiene
oral nos mesmos periodos. Uma amostra de sangue foi obtida de todos os pacientes, nos
mesmos periodos citados, para investigacdo da expressao sistémica do gene PPARG, a partir
dos leucocitos. Além disso, fragmentos gengivais foram obtidos de todos os grupos apos o
tratamento periodontal basico quando necessarias cirurgias para complementar o tratamento ou
em casos com finalidade estética. Os fragmentos de tecido gengival foram utilizados para
avaliacdo histologica, morfométrica e quantificacdo de células imunopositivas para PPAR-y por
meio de imuno-histoquimica. Apds o tratamento periodontal houve melhora significativa nos
parametros periodontais avaliados em todos os grupos, indicando a eficacia do tratamento
periodontal realizado. Foi observada menor expressdao do gene PPARG ap6s 180 dias do
término do tratamento periodontal, nos grupos T2DM_wellC_without P (p=0.04) e Control
(p=0.03). Os resultados da anélise imuno-histoquimica do PPAR-y revelaram maior quantidade
de células imunopositivas nos grupos com Periodontite. Entretanto, diferencas estatisticamente
significativas foram observadas apenas entre os grupos T2DM_wellC+P e Control (p=0.001).
Conclui-se que houve maior expressao deste gene com papel anti-inflamatdrio e mudanca nos
niveis transcricionais de PPARG, sugerindo apds o tratamento periodontal, o que poderia
contribuir para o controle da inflamacéo. Para individuos com DM2 e periodontite, o estado de
compensacdo metabolica pode influenciar na frequéncia de células do tecido gengival
expressando a proteina PPAR-y, o que pode contribuir para a redug¢do do estado inflamatdrio
em individuos com diabetes compensado.

Palavras-Chave: Diabetes Mellitus. Periodontite. PPAR gama. Expresséo génica. Inflamacéo.
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ABSTRACT

It has become increasingly common to encounter patients affected by the combination of Type
2 Diabetes mellitus (T2DM) and Periodontitis (P). To better understand these interactions, more
clinical studies involving patients are necessary to identify molecules that play a crucial role in
the interaction between glycemic metabolism and the immune system and better understand the
interaction between oral and systemic health in individuals. While the role of Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma (PPAR-y) in regulating glycemic and lipid metabolism
and the immune system is known, few studies investigate its action in modulating T2DM and
Periodontitis. Literature evidence and our previous results with patients support the hypothesis
that PPAR-y, through TNF-a, may be a key molecule for these pathologies, with its levels
decreasing in the presence of systemic and periodontal health. The general objective of this
study was to evaluate the gene and protein expression levels of PPAR-y before and after
periodontal treatment in patients with DM2 and Periodontitis, whether each pathology is
isolated, or as comorbidities. Methodology: 156 individuals were distributed into the following
groups: T2DM_poorlyC+P; T2DM_wellC+P; DM2_without_P; Periodontitis; and Control.
Their glycemic, lipid, and periodontal profiles were examined before and after (45, 90, and 180
days) the completion of periodontal treatment. Patients in the periodontitis groups received non-
surgical periodontal treatment, and surgical intervention when necessary, based on individual
patient needs. In contrast, participants in the non-periodontitis groups underwent prophylaxis
and reinforcement of oral hygiene instruction during the same periods. Blood samples were
collected from all patients at these same intervals to investigate the systemic expression of the
PPARG gene from leukocytes. Additionally, gingival tissue samples were obtained from all
groups during periodontal treatment surgeries or for aesthetic surgical procedures. Gingival
tissue samples were used for histological and morphometric evaluation, as well as for
quantifying PPAR-y immunopositive cells through immunohistochemistry. After periodontal
treatment, the periodontal parameters evaluated in all groups significantly improved, indicating
the effectiveness of the periodontal treatment performed. One hundred eighty days after
periodontal treatment ended, the PPARG gene expression was lower in the
T2DM_wellC_without P (p=0.04) and Control (p=0.03) groups. The immunohistochemical
analysis of PPAR-y revealed a more significant number of immunopositive cells in groups such
as Periodontitis. However, statistically significant differences were only observed between the
T2DM_wellC+P and Control groups (p=0.001). Based on the results, it is concluded that this
study demonstrates a change in the transcriptional levels of PPARG, suggesting increased
expression of this gene with an anti-inflammatory role after periodontal treatment, which could
contribute to inflammation control. Additionally, the metabolic compensation status of patients
with T2DM and Periodontitis seems to be associated with a higher presence of cells expressing
the protein.

Keywords: Diabetes Mellitus. Periodontitis. PPAR gamma. Gene expression. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

Esta introducdo foi dividida em secOes abordando a Periodontite, Diabetes
Mellitus tipo 2, Inter-relacdo dessas doencas e Receptor Ativado por Proliferador de

Peroxissoma Gama (PPAR-y)

1.1 Periodontite

A periodontite € uma doenca inflamatdria crénica multifatorial associada a um
biofilme bacteriano disbiotico, caracterizada pela destruicdo progressiva dos tecidos ao
redor dos dentes, incluindo o epitélio, tecido conjuntivo, osso alveolar e fibras do
ligamento periodontal®. Individuos mais suscetiveis a uma resposta pré-inflamatoria
rapida e/ou desorganizada tendem a ter um microambiente subgengival mais seletivo para
microrganismos especificos?*. Dessa forma, fatores genéticos, ambientais e sistémicos,
juntamente com fatores locais de tecidos e microrganismos, podem levar o individuo para
um estado de desequilibrio e inflamagéo destrutiva*®.

Devido as causas multifatoriais que contribuem para a periodontite, seu
desenvolvimento e progresséo ndo seguem uma sequéncia linear de causa e efeito. Mesmo
assim, deve-se destacar que, a dishiose e a inflamagédo local e sistémica interagem
continuamente, exacerbando a progressdo uma da outra®. Alteracbes fenotipicas
relacionadas a inflamagdo nutrem um ambiente propicio para 0 aumento de
microrganismos relacionados a doenca, e a disbiose contribui para uma inflamacéo
destrutiva, formando um ciclo que sustenta periodontite em individuos suscetiveis*®.

A resposta imunoldgica do hospedeiro € individual, determinada pela genética,
epigenética e outros fatores que podem diminuir sua eficacia, como um estilo de vida ndo-
saudavel e/ou doencas sistémicas’®. Em doencas inflamatdrias cronicas, mecanismos
epigenéticos, semelhantes a influéncia de polimorfismos genéticos, contribuem para a
expressdo génica, funcio imune alterada e magnitude das respostas inflamatorias®.

Diversos fatores ambientais aumentam o risco a periodontite, incluindo
tabagismo, ma higiene bucal, mudancas hormonais, estresse e medicamentos™®.
Evidéncias sobre o papel da genética na periodontite foram obtidas por meio de estudos
populacionais, em familias e em gémeos!!. Alguns fatores genéticos associados ou que
contribuem para a patogénese da periodontite foram identificados. Ao conectar a resposta

imunoinflamatdria do hospedeiro com a suscetibilidade genética, € possivel compreender
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melhor essa inter-relacdo. Nas ultimas decadas, a pesquisa sobre a influéncia genética na
periodontite concentrou-se na identificacdo de polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) em loci genéticos especificos, como potenciais fatores de risco para essa doenga®2.
Semelhante a varias doencas cronicas e complexas, a periodontite provavelmente envolve
numerosos genes, possivelmente ultrapassando 100, destacando sua natureza
poligénical?. Ja se pode afirmar que alguns fatores genéticos aumentam o risco de
desenvolver a periodontite®®,

1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

O DM2 ¢é caracterizado pela desregulacdo do metabolismo de carboidratos,
lipidios e proteinas, associado a defeitos na secre¢do da insulina, sua agdo ou em ambos,
A resisténcia a insulina exacerba a resposta inflamatoria, assim como a inflamacéo piora
a resisténcia a insulina®®. Além disso, diversas doencas sdo consideradas morbidades do
DM2, como a hipertensdo, obesidade, dislipidemia, estresse oxidativo, doencas
cardiovasculares, entre outras'®. Os sinais e sintomas da doenga podem demorar anos para
se manifestar dificultando o diagndstico precoce!’. Individuos com DM2 tendem a
desenvolver precocemente (14,5 anos) e com maior severidade, problemas
cardiovasculares em comparacdo a individuos sem DM2'8, O DM2, sendo o diabetes
associado a um risco duas vezes maior de morte por causas vasculares'®. Com frequéncia,
pacientes com DM2 sdo obesos, estdo em sobrepeso ou apresentam maior quantidade de
gordura abdominal®2°,

O papel da obesidade na resisténcia a insulina foi bem estabelecido?. E a
resisténcia a insulina, por sua vez, pode desencadear o desenvolvimento do DM2,
favorecendo o surgimento de uma inflamacéo cronica. O tecido adiposo sofre alteracdes
estruturais e funcionais na obesidade, tornando-se mais metabolicamente ativo?.
Adipdcitos aumentados liberam vérias moléculas pré-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e leptina, enquanto reduzem a
secrecdo de adipocinas anti-inflamatdérias como a adiponectina. Esse desequilibrio
desencadeia e perpetua um estado de inflamag&o?.

O DM2 ¢ responsavel por grande proporcdo dos casos de diabetes em todo o
mundo, representando aproximadamente 95% dos casos?®. A Federagéo Internacional de
Diabetes (IDF) estima que a populagdo mundial de individuos com DM que era de 460
milhdes em 2019, pode chegar até 700 milhdes em 204524, O crescente aumento de novos

casos implica em maior custo de tratamento; segundo a IDF, em 2021 os gastos mundiais
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associados ao DM foram estimados em 415 bilhGes de dblares®*. Diante desse cenario, é
importante implementar estratégias eficazes para a prevencdo e o manejo do DM2. E
preocupante observar que aproximadamente um em cada trés individuos com DM na
Ameérica do Sul e Central permanecem sem diagnostico, refletindo lacunas criticas nos
sistemas de satde e acesso aos cuidados médicos adequados®®. Além disso, 0 DM foi
responsavel por 410 mil mortes na América do Sul e Central em 2021, evidenciando a
urgéncia de agOes preventivas e intervencOes eficazes para reduzir esse fardo de

morbidade e mortalidade®®.

1.3 Periodontite e Diabetes Mellitus Tipo 2

A periodontite pode coexistir com o DM2 e tem sido reconhecida como a 6°
complicacio associada ao diabetes®®. Estudos indicam uma maior severidade e
prevaléncia de periodontite em individuos com DM2272°, Além disso, devido a alta
prevaléncia de doencas cardiovasculares em pessoas com diabetes e porque estudos
sugerem que a doenca periodontal pode ser um fator de risco significativo para infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral, um estudo longitudinal examinou o efeito da
doenca periodontal na mortalidade por multiplas causas em mais de 600 individuos com
diabetes tipo 2. Em individuos com periodontite severa, foi constatado que a taxa de
mortalidade por doenca cardiaca isquémica foi 2,3 vezes maior do que a taxa em
individuos sem periodontite ou com doenca leve, apds o ajuste para outros fatores de risco
conhecidos®.

A resposta inflamatoria exacerbada é o resultado da interagdo de multiplas células
incluindo os leucdcitos, células vasculares, células mesenquimais, fibroblastos e
osteoblastos®™ 2. Os mecanismos metabdlicos que ligam a periodontite a0 DM2
envolvem vérias vias importantes®, incluindo a via AGE-RAGE, onde a interagio entre
os produtos finais de glicacdo avancada (AGESs) e seus receptores (RAGES) ativam
respostas imunes inflamatorias locais®**. Isso leva ao aumento na secregéo de citocinas
como interleucina-1p (IL-1p), fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e IL-6, aumentando o
estresse oxidativo e favorecendo a reabsorcdo Ossea através da desregulacdo do eixo
RANKL/OPG®. Outra via importante ativada é a do NF-kB, que regula a expressio de
maltiplos genes envolvidos na resposta inflamatéria®” 3. A microbiota oral também
desempenha um papel significativo, modulando tanto o sistema imunologico inato quanto

o adaptativo, e influenciando a inflamagéo e o estresse oxidativo® 4%, Esses processos
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ndo apenas exacerbam a periodontite, mas também contribuem para a resisténcia a
insulina no DM2, piorando o controle glicémico3’4L,

Nos ultimos anos a literatura cientifica tem intensificado demonstracdes do papel
significativo do PPAR-y como um mediador anti-inflamatorio, incluindo a observacao da
diminuicdo da sua expressdo na periodontite*”. Essa associacio entre a reducio da
expressdo do PPAR-y e 0 aumento da inflamacdo periodontal destaca a importancia do
PPAR-y na modulagdo das respostas inflamatorias nos tecidos periodontais. Como por
exemplo, o estudo em que foi discutido que a ativacdo do PPAR-y pode inibir a
osteoclastogénese induzida por lipopolissacarideos (LPS) de patdgenos periodontais,
sugerindo um papel protetor contra a perda 6ssea associada a periodontite®,

Como alvo anti-inflamatério, acredita-se que o PPAR-y exerga controle
regulatério sobre vias inflamatérias, como do NF-xB, influenciando a producdo de
mediadores pro-inflamatorios**. Estudos pré-clinicos em ratos mostraram que essa
regulacdo pode reduzir os danos nos tecidos associados a periodontite, preservando os
tecidos de suporte dentario e promovendo a salde bucal a longo prazo®. Essas
descobertas ressaltam o potencial terapéutico da ativacdo do PPAR-y ndo apenas para
controlar a inflamacgéo na gengiva, mas também para preservar a integridade dos tecidos

periodontais de suporte.

1.4 Receptor Ativado por Proliferador de Peroxissoma Gama (PPAR-y)

O gene PPARG que codifica a proteina PPAR-y esté localizado no cromossomo 3
na posicao 3p25; ultrapassa 100 kb e possui 9 exons denominados Al, A2 e B, e 6 outros
exons nomeados 1 a 6, na orientagdo 5° para 3°%°.

PPAR-y € um fator de transcri¢do pertencente a uma ampla familia de receptores
nucleares ativados por ligantes, dentro da superfamilia de receptores esteroides*’. As
atividades desse fator de transcricdo podem ser reguladas por varias moléculas, como
hormdnios, vitaminas e metabolitos lipidicos*®. Os receptores ativados por proliferadores
(PPARSs) apresentam-se em trés isoformas codificadas por genes especificos: PPARa
(também conhecido como NR1C1); PPARB/S (também conhecido como NR1C2); e
PPARy (também conhecido como NR1C3)*. Embora essas trés isoformas compartilhem
algumas similaridades, como sua estrutura e reconhecimento da mesma sequéncia no
DNA, elas desempenham papéis fisioldgicos distintos ao possuir especificidade por
ligantes diferentes e serem expressas em tecidos diferentes®®, O PPAR-y é

predominantemente expresso em tecidos adiposos e no célon. Em quantidades menores,
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0 PPAR-y pode ser encontrado em células beta pancreaticas, macrofagos, tecido cardiaco
e musculo esquelético®?.

O mecanismo molecular da proteina PPAR-y é composto pela ativagdo de duas
vias de sinalizacdo. A via convencional ou cléssica ocorre quando o PPAR-y é ativado
por meio da heterodimerizacdo com receptor de acido retindico 9-cis (RXR) e ligantes no
citoplasma. Esse heterodimero transloca para o nucleo e se liga a regiGes no DNA
denominadas elementos responsivos especificos (PPRES)>*°. Os PPRES sio0 sequéncias
especificas de DNA, 'AGGTCA!, separadas por um nucleotideo, conhecido como DR-1
(repeticdo direta), o que permite a ligacdo do complexo heterodimérico PPAR-RXR,
ativando assim a transcricdo dos genes-alvo que regulam processos inflamatérios e
metabdlicos®. Por outro lado, existe uma via alternativa em que o conjunto composto
apenas do PPAR-y e ligante entra no nucleo e se liga ao NF-xB, impedindo assim, a
transcricdo de sequencias de DNA responsaveis por genes pro inflamatorios®®°’. Destaca-
se que uma abordagem mais detalhada sobre a interacdo molecular do PPAR-y na
Periodontite e DM2 esté inserida neste trabalho (publicacdo 1) como um artigo de revisao
que foi submetido pelo nosso grupo de pesquisa. Esse artigo oferece informagdes
adicionais sobre as implicaces desse mecanismo molecular, ampliando nossa

compreensdo dos processos envolvidos.

1.5 Associacdo do PPAR-y na Periodontite e DM2

Uma fragdo significativa de fatores genéticos sdo compartilhados entre o DM e a
periodontite, sugerindo envolvimento de mecanismos patogénicos comuns®®, A
inflamacédo, com destaque para a via NF-xB, é um dos principais fatores comuns entre o
DM e a periodontite®®. Concomitantemente, o PPAR-y desempenha um papel no controle
da inflamagao em varios tipos celulares, interferindo na ativacio do NF-xB%%¢1,

NF-xB é um mediador das respostas imunoldgicas e inflamatorias e esta envolvido
em muitos eventos patoldgicos, incluindo a progressdo da periodontite®?. Os principais
periodontopatdgenos como Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum,
estimulam a resposta imune ativando a via do NF-xB em células epiteliais infectadas. A
inibicdo do NF-xB demonstrou reduzir o acumulo de mediadores pro-inflamatdrios e
atenuar a ostedlise, estabelecendo a ligacio entre o NF-xB e a periodontite®?.

O PPAR-y inibe a atividade do NF-xB por meio de interagOes diretas ou indiretas,
reduzindo a transcri¢do de genes inflamatorios. Existem duas formas de interagdo entre

essas duas moléculas. Na primeira, 0 PPAR-y pode competir com coativadores diretos,
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interferindo no complexo e ndo permitindo sua ativacdo e consequentemente
transcricdo®. Na segunda, o PPAR-y aumenta a expressdo do IKBa, uma subunidade do
NF-kB%®, O aumento da expressdo de IxkBo implica na inibi¢do do NF-xB, pois essa
subunidade se liga a0 NF-kB no citoplasma, impedindo sua translocagio para o niicleo®.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa investigaram polimorfismos no
gene PPARG, por este ser considerado um potencial marcador de DM2%°, Foi identificada
a associacdo do SNP rs1151999 (G>T) no gene PPARG com a periodontite e DM2 em
uma populacio do Estado de S&o Paulo®. Quando individuos saudaveis foram
comparados com pacientes portadores de DM2 e periodontite, observamos que aqueles
que carregavam o0 gendtipo GG tinham chance 64% menor de desenvolver periodontite
juntamente com DM2 (como comorbidades) do que pacientes com genétipo TT, com
efeito na populacdo entre 39% e 72% (OR = 0,36; 95 % IC = 0,10 - 0,71; p = 0,003).
Coerentemente, individuos portadores do genotipo heterozigoto (GT), periodontalmente
saudaveis, apresentaram 22% menor chance de desenvolver a Periodontite em relacdo aos
pacientes com geno6tipo TT, com efeito na populagdo entre 3% a 52% (OR= 0.68, CI
95%-= 0.48-0.97, p=0.035)%. Uma investigacéo enfocando outro SNP do gene PPARG, 0
rs1801282, demonstrou também sua associacdo com a periodontite em mulheres idosas
obesas®’.

Mediante esses resultados, iniciamos em 2020 uma investigacdo sobre o papel
funcional da proteina PPAR-y codificada pelo gene PPARG no contexto da periodontite.
Realizamos um experimento piloto para verificar por imuno-histoquimica, a presenca da
proteina PPAR-y em um fragmento gengival (inflamado) de um paciente que se submeteu
a cirurgia periodontal, e comparamos a um fragmento gengival sem inflamacéo, de um
paciente que se submeteu a cirurgia para aumento de coroa clinica. Observamos maior
imunomarcacdo de PPAR-y no fragmento gengival inflamado do que na gengiva sem
inflamac&o (controle). Nosso resultado concordou com Taskan et al.®® que também
detectou maior imunomarcacao de PPAR-y em periodonto afetado por periodontite e peri-
implantite, destacando consistentemente sua expressdo aumentada em situacOes
patoldgicasc.

Desse modo, sentimo-nos impulsionados a aprofundar e ampliar nossas
investigacOes para verificar como o0 PPAR-y se expressa na presenca de DM2 e/ou
Periodontite (cada patologia isolada, ou ambas as patologias combinadas), e se o

tratamento periodontal influenciaria nessa expresséo.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados é possivel concluir que apds o tratamento periodontal houve
melhora significativa nos parametros periodontais avaliados, indicando a eficacia do tratamento
periodontal realizado. Houve tendéncia de aumento dos niveis transcricionais de PPARG em
todos os grupos apds 90 dias do tratamento periodontal comparando com o baseline. Em 90
dias apds o tratamento, houve significativa maior expressdo deste gene com papel anti-
inflamatdrio nos grupos T2DM_wellC_without_P e Control, ou seja, com nivel adequado de
compensacao metabdlica sem periodontite, comparado a 180 dias que decai em todos 0s grupos.

Também o bom estado de compensacdo metabdlica dos pacientes T2DM_wellC+P
mesmo na presenca de periodontite, parece ter significadamente elicitado maior quantidade de
células expressando a proteina PPAR-y, o que pode contribuir para diminuir o estado

inflamatdrio do tecido gengival.
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