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IG Nicchio. Investigacdo da associacdo de polimorfismos em genes do metabolismo lipidico
com o estado periodontal e perfil bioquimico do paciente [dissertacdo de mestrado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

RESUMO

Globalmente continua-se a buscar evidéncias de suscetibilidade genética a periodontite (P),
pois as variacbes genéticas entre as diferentes etnias costumam influenciar em tal
suscetibilidade. Também ha grande interesse em compreender melhor as inter-relagdes da
periodontite com patologias como o Diabetes Mellitus tipo 2 (T2DM, type 2 Diabetes
Mellitus) e a Dislipidemia. Devido a similaridades na etiopatiogenia dessas doencas,
levantamos a hip6tese que genes do metabolismo lipidico estdo associados com o
desenvolvimento da P e do T2DM. O objetivo deste estudo foi investigar polimorfismos em
genes do metabolismo lipidico relacionando-o0s com o estado periodontal e perfil glicémico e
lipidico do paciente para avaliar se estes estdo associados com a P na presenca ou ndo de
T2DM. Considerando o calculo amostral, foram investigados: pacientes com T2DM e
periodontite severo ou moderada (Grupo T2DM_P, n=205 pacientes); pacientes sem T2DM
com periodontite severo ou moderada (Grupo Periodontitis, n=345); e pacientes sem T2DM
e sem periodontite, ou seja, sistemicamente e periodontalmente saudaveis (Grupo Healthy, n=
343). Assim, o Grupo Periodontitis foi considerado controle para o0 T2DM e o Grupo Healthy
foi considerado controle para a T2DM e P. Ap6s o exame periodontal completo, aos
participantes deste estudo foi oferecida a realizacdo de exames bioquimicos (perfil glicémico
e lipidico), mesmo para os pacientes diagnosticados pelo seu médico como afetados pelo
T2DM. Foram obtidas células da mucosa bucal de cada paciente para extracdo do DNA pelo
método de salting-out. Foram investigados nove polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP)
nos genes LPL, HNF4A, APOE, ABCC8, HNF1A por meio do sistema de genotipagem
TagMan utilizando PCR em tempo real. Os dados periodontais e genéticos foram comparados
entre 0s grupos, realizando analises de regressdo logistica multipla buscando-se ajustar os
resultados a variaveis como idade, sexo e tabagismo. Correlacdes do estado periodontal com o
perfil glicémico e lipidico foram feitas. Como principais resultados, foi observado que
pacientes com genotipo CT para o SNP rs1800961 (gene HNF4A) tiveram maior
suscetibilidade ao T2DM, principalmente mulheres.Evidenciou-se que individuos do sexo
masculino carregando o gendtipo CC do SNP rs13702 (gene LPL) apresentaram maior
suscetibilidade a P na presenca de T2DM, enquanto que aqueles carregando o SNP
rs6544718-CT (gene ABCC8) mostraram menor chance de desenvolvimento de ambas as
doencas. Também homens carregando o genotipo CT do SNP rs285 (gene LPL) foram menos
suscetiveis ao desenvolvimento de P isoladamente. Conclui-se que na populacdo estudada
foram observados SNPs em importantes genes do metabolismo lipidico, como rs285 (gene
LPL) que foi associado a P, o rs1800961 (gene HNF4A) que foi associado ao T2DM,
enquanto que rs6544718 (gene ABCCS8) e rs13702 (gene LPL) foram associados a P na
presenca de T2DM.

Palavras chave: Polimorfismo Genético. Diabetes Mellitus. Periodontite. Metabolismo dos
lipideos.



Nicchio IG. Investigation of the association of polymorphisms in genes of lipid metabolism
with the periodontal condition and biochemical profile of the patient [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2020.

ABSTRACT

Globally, we continue to seek detection of genetic susceptibility to periodontitis (P), as
genetic changes between different ethnicities tend to influence susceptibility. Also, there a
strong interest from the scientific community to better understand interrelationships between
periodontitis and conditions such as Diabetes Mellitus Type 2 (T2DM) and Dyslipidemia.
Due to similarities in the etiopathogenesis of these diseases, we hypothesized that genes of
lipid metabolism are associated with the development of P and T2DM. This study aimed to
investigate polymorphisms in the lipid metabolism genes, relating them to the periodontal
state and the patient's glycemic and lipid profile to assess whether these associated are
associated with a presence or not of T2DM. For sample calculation, we investigated: patients
with T2DM and severe or moderate periodontitis (T2DM_P Group, n = 205 patients); patients
without T2DM with severe or moderate periodontitis (Periodontitis Group, n = 345); and
patients without T2DM and without periodontitis, or periodontally healthy (Group Healthy, n
= 343), which are systemically and periodontally healthy. Thus, the Periodontitis Group was
considered control for T2DM and the Healthy Group was considered control for T2DM and P.
After a complete periodontal exam of the contributors, they were offered biochemical exams
(glycemic and lipid profiles) even for that patients that were diagnosed by their doctor as
affected by T2DM. Oral mucosa cells were obtained from each patient for DNA extraction
using the method salting out. Single Nucleotide polymorphisms (SNP) of the LPL, HNF4A
APOE, ABCC8, HNF1A genes were investigated by Tagman genotyping using real-time
PCR. Periodontal and genetic results were compared, and multiple logistic regression analysis
was performed using the PLINK and STATA programs to adjust the results to variables such
as age, gender, smoking and biochemical profile. Correlations among lipid and glycemic
profile with the periodontal status were made. As a result, it was observed that patients with
CT genotype for the SNP rs1800961 (gene HNF4A) showed a higher chance of T2DM,
mainly in women. . It became evident that for male patients who carried the CC genotype for
SNP rs13702 (gene LPL) showed susceptibility for P+T2DM whereas that patients with
rs6544718 ( gene ABCC8) showed less chance to develop both diseases. Also, male patients
carrying CT genotype in SNP rs285 (gene LPL) were less susceptible to develop P
Therefore, it was concluded that important SNPs related to lipid and glycemic metabolism,
such as rs285 (LPL) was related to P, rs1800961 (HNF4A) was related to T2DM, and
rs6544718 (ABCC8) and rs13702 (LPL) were associated to P in the presence of T2DM.

Keywords: Polymorphisms. Genetic. Diabetes Mellitus. Periodontitis. Lipid metabolism.
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1 INTRODUCAO

Esta introducéo foi dividida em se¢des abordando a Periodontitie, Diabetes tipo 2,
Dislipidemia, Inter-relagdo de todas estas doencas e Polimorfismos Genéticos.

1.1 Periodontite

A doenga periodontal (DP) denominada neste trabalho como Periodontite (P) possui
natureza multifatorial que envolve a interacdo da resposta imunoinflamatéria do hospedeiro
em conjunto a um eventual desequilibrio bacteriano e influéncia de fatores ambientais. Em
resposta a isso ocorre a migracdo apical do epitélio juncional, perda das fibras do ligamento
periodontal e osso alveolar?. Dessa forma, o fator etioldgico primario da P é a infeccdo do
periodonto por microrganismos do biofilme dental®.

As perdas dentarias em adultos estdo altamente associadas a periodontite, perfazem
aproximadamente 10% da populacdo sendo que 30% dos individuos acima dos 50 anos
manifestam periodontite severa citado por Brown, Oliver, & Loe, 1990; Gjermo, 1998. A DP
é iniciada por uma gengivite, ou seja, inflamacao gengival induzida por bactérias do biofilme
dentario, que quando ndo tratada pode progredir para uma P. Somente a resposta ao biofilme
bacteriano costuma ndo ser suficiente para a patogénese da P; ou seja, a P ocorre quando é
perdido o equilibrio entre biofilme bacteriano e resposta imunoinflamatoria do hospedeiro,
manifestando um dano tecidual ao periodonto por uma reacdo exagerada do sistema
imunoldgico a presenca microbiana *.

A funcdo primordial da cascata inflamatoria € proteger o organismo contra agentes
estranhos; porém, quando a resposta imune ndo € suficiente para eliminar os microrganismos
invasores, a persisténcia de mediadores inflamatorios pode levar a injurias ao tecido, com
consequente formacdo de bolsa periodontal, perda de tecido conjuntivo, destruicdo do
ligamento periodontal e reabsorcdo de o0sso alveolar, culminando com a perda do elemento
dentario®.

Embora fatores microbianos e outros fatores ambientais iniciem e modulem a P, sabe-
se que ocorre uma resposta diferente entre os individuos frente aos mesmos estimulos. Essa
resposta diferencial é influenciada por diversos fatores relacionados ao hospedeiro, como o
tabagismo, doencas sistémicas e heranca genética, que tem sido extensivamente estudados
para compreender sua participacdo para o inicio e progressdo da P® 7. Evidéncias apontam
para a existéncia de uma base genética para a maioria das doengas, incluindo a P 8. Estudos de

genética classica incluindo gémeos monozigéticos e dizigdticos mostram a importancia dos
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efeitos e fatores genéticos em doengas comuns. Um dos principais estudos na é&rea
desenvolvido por Michalowicz e colaboradores® que avaliaram a influéncia genética e
ambiental da P usando dados clinicos de uma amostra independente de gémeos adultos,
incluindo variaveis como higiene oral, tabagismo e outros comportamentos que poderiam
influenciar a ocorréncia da P. Foi constatado que a P possui aproximadamente 50% de
hereditariedade, ja considerando o ajuste para variaveis comportamentais. Ainda sdo
necessarios mais estudos para compreender a influéncia genética na P para permitir um
melhor entendimento da etiologia, diagndstico e tratamento® da doenca. Pode explicar, em
parte também, porque a P pode se manifestar de diferentes formas clinicas na populagéo!®.

1.2 Diabetes Mellitus Tipo 2 (T2DM) e Dislipidemia

O Diabetes Mellitus (DM) é uma doenca metabolica que envolve primariamente 0s
carboidratos, seguido dos lipideos e proteinas, sendo caracterizado pela hiperglicemia
resultante de defeitos na secrecdo de insulina, em sua a¢io ou em ambos?. Como resultado
direto da hiperglicemia e do desequilibrio osmotico, uma triade clinica classica de sintomas é
desenvolvida, e inclui polifagia, polidipsia e polidria® .O DM possui causa multifatorial e
pode ser agravada por diversos fatores, como: fatores genéticos, ambientais’? e
comportamentais 3.

A prevaléncia do DM para todas as faixas etarias em 2000 foi de 2,8%. Essa doenca
acomete cada vez mais pacientes a cada ano, o que € justificado também pelo aumento de
pessoas com 65 anos ou mais 4. E previsto em 2030 que o nimero de pessoas com essa
doenca aumente de 171 milhGes para 366 milhdes. .

Aproximadamente 90% da populagdo que possuem DM, tem o tipo 2 (T2DM) %
Fatores importantes para a severidade do T2DM sdo a falta de atividade fisica, obesidade,
consumo excessivo de alcool e estresse, 0s quais sdo modificaveis pelo paciente.

Estima-se também que 2/3 dos pacientes que possuam T2DM mostrem alteracfes nas
taxas em lipidios e lipoproteinas®’. O T2DM pode ocorrer em conjunto com outras alteragdes
sistémicas, como a Dislipidemia, uma vez que existe uma relacdo direta entre os indices
glicémicos e alteragBes quantitativas e qualitativas de lipideos no sangue®®. Lipoproteinas séo
moléculas capazes de transportar esses lipideos, visto que eles ndo se misturam facilmente
com o plasma sanguineo. O excesso de colesterol no sangue prejudica a captacdo das
lipoproteinas levando a uma oxidacdo e formacdo de placas lipidicas, também conhecida
como ateromal®. Essa desordem quando ndo tratada pode levar a obstrugdo de vasos

sanguineos e consequentemente a chance de ataques cardiacos, infartos, acidente vascular
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cerebral, aterosclerose e outras. 1°2 Como algumas das principais caracteristicas clinicas da
Dislipidemia estdo a elevada taxa de triglicérides em jejum, reducdo de lipoproteina de alta
densidade (HDL) e elevada taxa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL),

Assim como o T2DM, a Dislipidemia pode ter causa genética e/ou ambiental. Entre as
causas genéticas estdo: hiperlipedimia combinada, defeito na Apolipoproteina B100,
hipercolesterolemia familiar, entre outras. Dentre as causas ambientais pode-se incluir: dietas
pouco saudaveis, falta de pratica de atividades fisicas, estresse, entre outros?’. A Dislipidemia
representa uma séria ameaca a saude global; portanto o seu controle promove diretamente a

diminuicdo na taxa de mortalidade e morbidade das doencas cardiovasculares 2.

1.3 Inter-relagdo entre Periodontite, T2DM e Dislipidemia

As doengas inflamatdrias, como a P tem sido associada a disturbios do metabolismo
lipidico e glicémico. Pacientes com DM tem maior chance de desenvolver a P e aumentar sua
severidade quando estes ndo controlam os niveis de hemoglobina glicada (HbA1c)?.
Atualmente a P, assim como o T2DM, tem sido consideradas doencas complexas ou
multifatoriais, em que fatores genéticos e ambientais exercem papel essencial na sua
patogénese®. Uma caracteristica importante das doengas complexas, como a T2DM e aP, é o
fato de serem poligénicas, ou seja, inUmeros genes estdo envolvidos na suscetibilidade e na
severidade da doenca, cada qual garantindo uma pequena contribuic&o.

A periodontite pode ser reconhecida como a sexta maior complicacdo associada ao
DM 2° sendo que foi detectada maior prevaléncia e severidade da doenca periodontal em
pessoas diabéticas do que naqueles ndo portadores da doenca 2%, A inter-relacdo bi-
direcional entre P e T2DM tem sido estudada ha varios anos, sendo que a premissa para esta
é a resposta inflamatdria exarcebada e desregulada 2>, Acredita-se que a relagdo bidirecional
entre a P e 0 T2DM resulta de: 1) uma relacdo causal direta, na qual o estado hiperglicémico e
as complicacdes do T2DM impactam os tecidos periodontais e agem como modificadores da
expressdo da P; 2) a presenca de citocinas inflamatorias da P possam levar a alteracdes no
metabolismo da glicose e de lipidios 29313233 |sso é demonstrado pela bacteremia e
endotoxemia associadas a P que elevam os niveis séricos de citocinas, como TNF-a, PGE2,
IL-1 e IL-6, fomentando a DM. O tecido conjuntivo periodontal inflamado pode atuar como
reservatorio para esses mediadores, o que acarretaria em alteragdes no metabolismo da glicose
e dos lipidios, induzindo a resisténcia insulinica®*.

A inter-relacdo entre P e Dislipidemia tem sido alvo de intensas pesquisas nos ultimos



16

anos. O tratamento periodontal pode reduzir a inflamagéo sisttmica e melhorar o perfil
lipidico. Uma meta-andlise demonstrou que pacientes com P apresentaram niveis
significativamente mais altos de LDL e Triglicérides, e niveis séricos reduzidos de HDL %,

A Dislipidemia e T2DM sdo causas importantes para a morbidade e mortalidade em
pacientes com doencas cardiovasculares®®, que causaram mais de 18 milhdes de mortes em
todo 0 mundo, sendo que 44% dessas ocorreram em pessoas com menos de 60 anos de idade,
e 80% em paises de baixa renda®®. A dislipidemia contribui para o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, tendo em vista que o ateroma é formado pela acimulo focal de
lipideos, através do processo de peroxidacdo, modificando as paredes dos vasos 226, A P
permite a entrada de bactérias na corrente sanguinea ativando a resposta imune do hospedeiro
por multiplos mecanismos. Essa resposta favorece a formacao, maturacdo e exacerbagdo de

ateroma

1.4 Polimorfismos Genéticos

Polimorfismos genéticos sdo formas variantes (alelos) de um Idcus especifico do
cromossomo, que coexistem naturalmente na populacdo humana. S&o, portanto, variacdes
normais do genoma humano, no qual o alelo mais raro ocorre com uma frequéncia maior que
1% na populacdo®’. Os polimorfismos surgem como resultado de mutagdes, como insercgoes,
delecdes ou substituicBes de bases nucleotidicas, podendo gerar uma proteina nao funcional
ou alterar a expressao da referida proteina. O tipo de polimorfismo mais comumente relatado
na literatura é o Polimorfismo de Nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism -
SNP), que consiste em uma variacdo da identidade de um nucleotideo singular num sitio
particular do genoma *’.

O primeiro estudo demonstrando a associacdo entre P e um polimorfismo genético, no
caso no gene IL1, foi de Kornman e colaboradores® em 1997. A partir de entéo, centenas de
estudos vém sendo realizados com o objetivo de verificar se ha associacdo de polimorfismos
em diversos genes candidatos com a P, principalmente genes do sistema imunoinflamatério >
3942 Na Gltima década vem sendo realizados estudos englobando todo o genoma, 0 Genome-
Wide Association Study (GWAS), que mostrou da P associagdo com genes com funcdes
metabolicas pouco exploradas. Considera-se esse tipo de estudo como uma estratégia livre de
hipoteses*®

Esses estudos de GWAS indicaram que muitos outros genes, além dos envolvidos na
resposta imunoinflamatoria, podem ter papel relevante para a ocorréncia da P. Considerando

evidéncias como a meta-analise que demonstrou associagdo da P com niveis alterados do
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perfil lipidico *, observamos que ha importantes genes do metabolismo lipidico que foram
pouco ou nunca explorados com relacdo a P, como: APOE (OMIM: 107741 - Apolipoprotein
E), LPL (OMIM: 609708 — Lipoprotein Lipase), ABCC8 (OMIM: 600509 — ATP- Binding
Casset, Subfamily C, Member 8), HNF4A (OMIM: 600281 — Hepatocyte Nuclear Factor 4-
Alpha) e HNF1A (OMIM: 14210 - Hepatocyte Nuclear Factor 1-Alpha).

A Apolipoprotein E (APOE) pertence a uma classe de apolipoproteinas encontradas
em quilomicron e em lipoproteinas de densidade intermediaria (LDLs), sendo essencial para o
catabolismo normal de lipoproteinas ricas em triglicerideos ("Entrez Gene: APOE
apolipoprotein E"). APOE é produzida principalmente pelo figado e macréfagos, mediando o
metabolismo de lipoproteinas, que envolve sua ligacdo ao receptor do LDL (LDLR), tendo
também importancia reconhecida na doenca cardiovascular 4. O gene APOE localiza-se no
braco longo do cromossomo 19, sendo que mutacOes resultam em disbetalipoproteinemia
familiar ou hiperlipoproteinemia tipo 111 (HLP IlI), em que o aumento do colesterol
plasmatico e triglicerideos sdo a consequéncia do metabolismo prejudicado de quilomicrons,
VLDL e LDL*.

O gene LPL atua como um ligante de LDLR para a endocitose de VLDL e LDL. O
gene LPL localiza-se no cromossomo 8, sendo que mutagdes mais graves nesse gene causam
hiperlipoproteinemia tipo I, enquanto mutacdes menos extremas em LPL estdo ligadas a

muitas doencas do metabolismo de lipoproteinas*®.

A proteina ABCC8 (OMIM: 600509 - ATP Binding Cassette Subfamily C Member 8)
atua como um modulador de ATP-sensivel a canais de potassio liberando insulina, interagindo
com PPARG (Peroxisome Proliferator Activated Receptor Gamma) e HNF4A (Hepatocyte
Nuclear Factor 4 Alpha)*’. MutacGes e deficiéncias nesta proteina tém sido observadas em
pacientes com hipoglicemia hiperinsulinémica da infancia, uma doenca autossémica recessiva
relacionada a secrecdo desregulada de insulina. Polimorfismos no gene ABCC8 tém sido

associados com a T2DM em varios estudos 4851,

O gene HNF4A codifica um fator de transcricdo que atua em células beta pancreéaticas
regulando a expressdao do gene da insulina, bem como de genes que codificam proteinas
envolvidas no transporte de glicose e metabolismo mitocondrial, todos os quais estdo ligados
a secrecdo de insulina 2. Barroso et al., > (2003) identificou um haplétipo no gene HNF4A
significativamente associado com o risco reduzido de T2DM. E plausivel que variantes neste
gene aumentem o0s niveis de expressdo da proteina HNF4A levando ao aumento da capacidade

de secrecdo de insulina e a protecdo contra o desenvolvimento do T2DM *. Um SNP
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rs1884614 na regido promotora do gene HNF4A pode influenciar a secrecdo de insulina em
individuos japoneses ndo-obesos com T2DM >4, bem como em Chineses > e Ingleses do
Reino Unido®. O gene HNF4A também controla a expressao de varios genes, como o0 HNF1A
que tem como funcdo codificar proteinas ligadas principalmente ao figado. Polimorfismos
nesse gene estdo associados ao desenvolvimento de DM em idades jovens e a diminuicdo de
expressdo de Apoliproteina M (ApoM), um importante componente do HDL®®. Steele et al.
associou que pacientes que tinham DM associadas ao gene HNF1A poderiam ter maiores

chances de problemas cardiovasculares®’.

Mediante a importancia dos genes do metabolismo lipidico LPL, HNF4A, HNF1A,
APOE e ABCCS, do fato de existem milhares de genes com fungdes metabolicas diferentes
que podem ter influéncia ainda ndo conhecida com a P, e com o intuito de compreender
melhor a inter-relacdo da P com doencgas sistémicas como a T2DM, nossa hipdtese é que
SNPs nesses genes possam estar associados com a suscetibilidade ou predisposicao a P, seja
esta como uma doenga isolada, ou conjunta ao T2DM (T2DM_P).

Dessa forma, acreditamos que poderemos contribuir para o estudo da inter-relacdo de
T2DM e P, e da possivel relagdo destas com a Dislipidemia. Para isso € necessario incluir a

avaliacdo rigorosa do controle glicémico e lipidico a avaliagdo periodontal.
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4 CONCLUSAO

Conclui-se que polimorfismos relacionados a importantes genes do metabolismo
lipidico e glicémico como HNF4A (rs1800961), LPL (rs13702), LPL (rs285), LPL
(rs3735964) e ABCCB8 (rs6544718), estdo associados a periodontite na presenca ou ndo ao
DM2 ap6s andlise de regressdo logistica maltipla ajustada para idade, sexo e tabagismo.
Correlacdes significativas foram encontradas mostrando associacfes entre perfil bioquimico e
paramétros periodontais. Quando feita a estratificacdo da amostra, em relacdo ao grau de
doenca periodontal, do controle metabdlico e dislipidémico foi visto resultados significativos,

confirmando a associacdo entre SNPs e as doencas na populacédo estudada.
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