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RESUMO

Metaboloma é a coleta dos compostos de baixo peso molecular originarios das
vias metabdlicas do organismo, de farmacos e de microrganismos da cavidade
bucal. Extraidas de tecidos ou detectadas em fluidos corporais, as moléculas
pequenas sdo medidas usando espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear ou espectrometria de massa. O objetivo deste estudo foi avaliar o
metaboloma de biofluidos (saliva e urina) de pacientes transplantados renais e
estabelecer uma possivel associa¢cdo com a doenca periodontal. Trata-se de um
estudo transversal, analitico e descritivo, com 61 pacientes, atendidos na
Faculdade de Odontologia da Universidade Paulista, Campus Indianépolis, S&o
Paulo, divididos em 4 grupos: GT: pacientes submetidos a transplante renal e
sem doenca periodontal (n=11); GTDP: pacientes submetidos a transplante renal
e com doenca periodontal (n=12); GC: individuos com funcéo renal normal e sem
doenca periodontal (n=19); GCDP: individuos com funcéo renal normal e com
doenca periodontal (n=19). Foram coletados biofluidos de saliva e urina, para
posterior andlise metaboldmica, no Laboratério DEMPSTER Mass Lab, do
Departamento de Engenharia Quimica da Escola Politécnica da Universidade de
Sado Paulo. As andlises estatisticas foram realizadas por meio da andlise de
componentes principais (PCA), Diagrama de Venn, indice de similaridade de
Jaccard e Permanova. O presente estudo identificou 23 metabdlitos comuns aos
grupos GT e GTDP, quando analisadas as amostras de saliva; e 30, nas
amostras de urina, estando superexpressos 0s metabdlitos da classe de
benzenos e seus derivados. Os metabdlitos expressos nos grupos com doenca
periodontal estéo relacionados ao metabolismo bacteriano e a respiracéao celular
anaerdbia. O metabdlito mais importante pelas primeiras componentes da PCA
da saliva foi o Ornitina-D7 (Ornithine-d7) e, para urina, acido palmitoleico
(Palmitoleic acid). Nao houve diferenca estatistica entre os metabdlitos salivares
e urinarios, quando comparados os 4 grupos. Porém, foi possivel distinguir os

metabdlitos especificos para cada grupo e as relacfes entre eles.

Palavras-chave: Transplante de Rim. Doencas Periodontais. Metaboloma.

Cromatografia Gasosa- Espectrometria de Massas. Saliva. Urina



ABSTRACT

Metabolome represents the collection of low molecular weight compounds that
originate from metabolic pathways of the body, drugs, and microorganisms in the
oral cavity. Small molecules extracted from tissues or detected in body fluids are
measured using nuclear magnetic resonance spectroscopy oOr mass
spectrometry. The aim of this study was to evaluate the biofluid metabolome of
kidney transplant recipients and their possible association with periodontitis. This
was a cross-sectional, analytical, and descriptive study involving 61 patients, who
visited the Dental School of Paulista University, Campus Indianopolis, Sdo Paulo.
The patients were arranged in four groups: GT: kidney transplant recipients
without periodontal disease (n = 11); GTDP: kidney transplant recipients with
periodontal disease (n = 12); CG: normal renal function without periodontal
disease (n = 19); and GCDP: normal renal function with periodontal disease (n =
19). The saliva and urine samples were collected for further metabolomic analysis
at the DEMPSTER Mass Lab of the Chemical Engineering Department of the
Polytechnic School of the University of S&o Paulo. Statistical analyses were
performed using the principal component analysis (PCA), Venn diagram, Jaccard
similarity index, and Permanova.The present study identified 23 and 30
metabolites common to the GT and GTDP groups when the saliva and urine
samples were analyzed, respectively; the benzene class and its derivatives were
overexpressed. The metabolites expressed in groups with periodontal disease
were related to bacterial metabolism and anaerobic cell respiration. The most
important metabolite for determining the pattern of PCA performed in saliva
samples was ornithine-d7 and that in urine samples was palmitoleic acid. There
was no significant difference between the salivary and urinary metabolites when
compared among the four groups; however, it was possible to differentiate the

specific metabolites for each group and the relationships between them.

Keywords: Kidney transplant. periodontal diseases. Metabolome. Gas

Chromatography-Mass Spectrometry. Saliva. Urine.
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1 INTRODUCAO

Os rins, 6rgdos multifuncionais especializados, que participam da
producdo de células vermelhas e da ativacdo da vitamina D, sdo responsaveis
pela manutencdo do equilibrio eletrolitico e acidobésico; pela regulacdo do
volume dos fluidos corpéreos; pela excrecao dos residuos metabdlicos e drogas,
além de fazerem parte da producdo e do metabolismo de varios hormdnios,
incluindo a renina, a eritropoietina e a prostaglandinas. 12

O transplante renal é, atualmente, a melhor opcao terapéutica e de
reabilitacdo para pacientes com doenca renal crébnica em estagio terminal, seja
de origem congénita seja por doencas infecciosas e/ou inflamatorias cronico-
degenerativas. O paciente submetido ao transplante renal tem melhora na
qualidade de vida e expectativa de vida prolongada, quando comparado aquele
mantido cronicamente em dialise.?

Os pacientes receptores de transplante renal usam medicacfes
imunossupressoras, para prevenir a rejeicdo ao o6rgdo transplantado. Em
decorréncia da imunossupressao, ficam susceptiveis a infec¢des oportunistas,
dada a diminuicdo da expressividade dos linfocitos T. 245

Sabe-se que a maior causa de mortalidade em transplantados renais é a
doenca cardiovascular. A saude bucal apresentaria impacto sobre esse
processo, pois a presenca de doenca periodontal esta relacionada a inflamacéo.
Evidéncias apontam para associacdo entre a presenca da doenga periodontal e
a ativacdo do sistema imunoldgico, bem como a formacdo de placas de
aterosclerose, 0 que, em teoria, aumentaria o risco de complicacdes
cardiovasculares ou mesmo aceleracdo da perda do enxerto em pacientes
transplantados renais. Nao houve correlagdo entre a doencga periodontal e a
sobrevida do transplante renal. Entretanto, o risco cardiovascular mostrou-se
significativamente maior nos portadores de doenca periodontal.®

Segundo atesta documentacdo, receptores de transplante renal com
periodontite crbnica apresentaram aumento significativo dos niveis séricos de
interleucina-6 (IL-6). Assim, a inflamagc&o e o nivel sérico elevado de IL-6
aumentariam o risco de disfuncéo dos 6rgéos transplantados.’:8

O termo metaboloma foi descrito, em 1998, como um conjunto de todas

as moléculas de baixa massa molecular, como carboidratos, vitaminas, acidos
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organicos, aminoacidos e demais produtos presentes nas células em estado
fisioldgico ou de desenvolvimento.®

O monitoramento do transplante renal depende dos niveis de creatinina,
da producéo total da urina e da presséo arterial. A metaboldmica seria uma
ferramenta valiosa, uma vez que viabilizaria um estudo de identificacdo e
quantificacdo de novos metabdlitos que podem - individualmente ou em
combinacdo - auxiliar no diagnéstico do quadro clinico do paciente.1!

A identificacdo de metabdlitos produzidos por processos catabélicos do
organismo e por reacfes metabdlicas dos medicamentos em uso pelos
pacientes transplantados oferece continua oportunidade para otimizacdo dos

métodos de diagndstico nas areas médica e odontolégica.'?13

1.1 Transplante renal e imunossupresséao

As infeccdes ocorridas apoés o transplante de 6rgaos foram classificadas
em trés periodos de ocorréncia, com influéncia de fatores cirargicos, estados de
Imunossupressao e exposi¢cdo ao ambiente:

- Primeiro periodo: os primeiros trinta dias apds o procedimento, momento
em que ocorre a maioria das infeccbes. Os patdgenos responsaveis sao
bactérias pertencentes a microbiota hospitalar e espécies de fungos (Candidas).
Os fatores de risco para o desenvolvimento de infec¢des, nesse periodo, estdo
relacionados ao procedimento cirlrgico e ao tempo de internacao;

- Segundo periodo: do segundo ao sexto més pés-transplante, referente
as infeccbes oportunistas relacionadas a imunossupressao: Citomegalovirus
(CMV) e reativacao de infecgdes latentes, como a tuberculose;

- Terceiro periodo ou pdés-transplante tardio: a partir do sétimo més de
transplante, pacientes em estagios mais brandos de imunossupressdo. As
infeccdes sdo as mesmas de que sofre a populacdo, em geral, porém, se 0s
pacientes desenvolverem quadros de rejeicao, havera necessidade do aumento
da imunossupressao, surgindo, talvez, infeccdes oportunistas. 4

Os imunossupressores mais utilizados para o tratamento dos
transplantados renais sao os inibidores de calcineurina (ciclosporina, tacrolimus);
os corticosteroides (prednisona); os inibidores da desidrogenase da inosina

(micofenolato); os inibidores da proteina cinase, denominada mTor (sirolimus ou
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rapamicina e everolimus) e o inibidor da sintese de purina (azatioprina)®. Na
dependéncia do protocolo do servi¢co e do tempo pés-transplante, sdo utilizados
dois ou trés medicamentos concomitantemente, caracterizando o esquema
duplo ou triplice.

Os fatores que contribuem para maior incidéncia de infeccéo entre
pacientes transplantados renais incluem os extremos de idade, o baixo indice de
massa corporal e a presenca de diabetes. Durante os ultimos dez anos, o risco
de infeccdo pds-transplante manteve-se menor do que na populacédo em dialise,
a maioria, provavelmente, por causa das técnicas melhores de transplante e de

terapias imunossupressoras eficazes.®

1.2 Transplante renal e associa¢gdo com a doencga periodontal

O termo doenca periodontal é utilizado para se referir as condices
patoldgicas das estruturas do periodonto de sustentacdo e do periodonto de
protecdo. A nova classificacdo da Associacdo Americana de Periodontia utiliza
como parametro, o Nivel de Insercéo Periodontal (NIC), sendo NIC de 1 a 2mm
= periodontite leve; NIC de 3 a 4mm = periodontite moderada e; NIC acima de
5mm, periodontite grave.56

Uma prevaléncia maior de periodontite cronica foi encontrada em
pacientes que sofriam deterioracdo dos transplantes renais, achado sugestivo
gue atuaria como preditor para a deterioracdo dos transplantes ao longo do
tempo. Assim, o0 status periodontal, independentemente do tempo do
transplante, contribuiu para a ocorréncia de complicacées clinicas dos
transplantados renais.’

Shagman et al (2010)!® evidenciaram indice de placa igual nos dois
grupos (transplantado com e sem doenca periodontal). A média de sangramento
a sondagem foi maior em pacientes saudaveis (controle), comparada aos
transplantados (p=0,06). IL-6 e proteina C reativa (CRP) tiveram média maior no
grupo dos transplantados, porém, sem correlacdo entre IL-6 e parametros
periodontais. No entanto, os transplantados com periodontite severa
apresentavam maiores indices de IL-6, comparados aos transplantados sem

doenca periodontal (p=0,004). Tendéncias de niveis aumentados de CRP nos
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transplantados com periodontite severa, comparados aos transplantados sem
periodontite (p=0,12). Em transplantados, o aumento de CRP foi maior em
pacientes com Diabetes mellitus e em pacientes com IMC (indice de massa
corpbérea) aumentado. JA no grupo controle, 0 aumento estava relacionado
apenas ao IMC elevado.

Um estudo avaliando a relacdo entre periodontite e terapia
imunossupressora concluiu que a terapia imunossupressora pode ter influéncia

na inflamacéo periodontal.*®

1.3 Anéalise do metaboloma

O sucesso de qualquer transplante de rim esta ligado a capacidade de
monitorar 0s pacientes e modificar suas medicacdes de forma adequada. O
monitoramento de transplantes ainda depende de tecnologias relativamente
antigas: niveis séricos de creatinina, producdo de urina, pressao arterial,
glicemia e biopsia. Porém, essas analises néo oferecem especificidade,
sensibilidade ou precisdo, para permitir intervencdes oportunas. Usando as
ferramentas de genbmica, protedbmica e metabolémica, novos biomarcadores
estdo sendo encontrados, o que pode melhorar significativamente o
monitoramento de transplantes e a sobrevivéncia do enxerto?°2

Urina e plasma sdo os biofluidos mais utlizados para analise
metabolémica, por serem facilmente obtidos. Além desses biofluidos, podem ser
incluidos: liquido seminal, fluido cérebro-espinhal, fluido sinovial, fluidos cisticos,
aspiracoes pulmonares, saliva e fluidos dialiticos, que também tém sido fonte de
informacgGes metabdlicas. 22

A compreensédo dos produtos finais que compdem o fluido salivar,
denominado metaboloma da saliva, € de extrema importancia ndo s6 na
odontologia, mas também na area meédica, para a deteccdo de doencas

sistémicas, utilizando-se a saliva como meio diagndstico.2324:25

A metabolémica € definida pela medi¢do quantitativa de alto rendimento
de compostos de baixo peso molecular, geralmente abaixo de 1500 Daltons
(peso molecular). Visa caracterizar e quantificar o metaboloma, que se origina

das vias metabdlicas. Extraidas de tecidos ou detectadas em fluidos corporais,
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as moléculas pequenas sdo medidas usando espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear ou espectrometria de massa.?®

Na metabolémica, um grande numero de metabolitos é medido usando
métodos ndo-quimicos, ndo colorimétricos, como GC-MS (cromatografia em fase
gasosa-espectrometria de massa), LC-MS (cromatografia liquida-espectrometria
de massa) ou espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

Um estudo teve como objetivo explorar potenciais biomarcadores
urinarios ndo invasivos, para rastrear a rejeicdo aguda em receptores de
transplante renal, usando perfil metabobémico n&o direcionado, Cromatografia
Liquida com Espectrobmetro de Massa (LC-MS). Foram encontrados cinco
biomarcadores: acido guanidoacético, acido metilimidazolacético, dopamina,
acido 4-guanidinobutirico e L-triptofano.2®

Um estudo transversal, analitico e descritivo, que avaliou 0 metaboloma
de biofluidos de adolescentes e de adultos jovens com doenca renal cronica
(DRC), estagios 1 a 5, e associacdo com a doenca periodontal (DP), identificou
metabolitos comuns tanto para a doencga renal cronica (DRC) como para a DP.
Esse fato demonstrou, principalmente, que aminoacidos, &acidos graxos e
subprodutos de seu metabolismo podem ser expressos diferencialmente, em
funcdo da patologia presente. Metabdlitos como acido butirico e L-prolina foram
encontrados nos individuos com doenca periodontal. Ureia, creatinina, acido
octadecandico, ciclohexano foram compartilhados por todos os grupos.*3

Um estudo avaliando duas terapias imunossupressoras em
transplantados renais, grupo 1: Everolimo, prednisona, tacrolimo e grupo 2:
micofenolato mofetil, prednisona, tacrolimo, com uma abordagem metabolémica,
observou uma perturbacdo no metabolismo energético e alguns aminoacidos
nos dois grupos. No grupo 1 (Everolimo, prednisona, tacrolimo), os metabdlitos
discriminantes pertenciam ao ciclo de Krebs (acido succinico e fumarico), catecol
e hidroguinona e estdo relacionados ao metabolismo xenobiotico. O grupo 2
(micofenolato mofetil, prednisona, tacrolimo) apresentou metabdlitos distintos do
grupo 1, como: acido hidroxibutirico, &cido benzoico, hipurico, acido malénico,
acetamido butirico.!

Apesar da terapia imunossupressora, ainda é possivel haver rejeicdo do
enxerto. Por isso, sdo realizados exames como creatinina sérica e biopsia renal,

de modo a diagnosticar a rejeicdo do 6rgao. Devido a dificuldade de realizac&o
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desses exames, Banas et al 2018 2’ realizaram um trabalho, utilizando amostras
de urina, para criar um perfil metabdlico dos possiveis biomarcadores
relacionados a perda do enxerto. Os seguintes metabdlitos foram relacionados
a essa causa: alanina, citrato, dimetilamina (DMA), Glicose, Glucuronato,
Hipurato, Lactato, Fenilacetilglutamina (PAQ), Trigonelina e Ureia. 8

Ha relatos que associam dimetilamina (DMA) e ureia com rejeicao de
enxerto renal em estudos baseados em RMN (Ressonéancia Nuclear

Magnética).?®

No estagio inicial da DRC, as concentracdes plasmaticas de citrulina,

cistina e taurina aumentaram, enquanto a serina e a ornitina foram reduzidas.°

Um estudo avaliando pacientes nao dialisados e dialisados mostrou
diferencas significativas em 18 dos 23 aminoacidos e aminas. Pacientes
dialisados apresentaram concentracfes mais baixas de alanina, fenilalanina,
arginina, serina e glutamina, enquanto as concentracdes plasmaticas de
aspartato, citrulina e prolina estavam aumentadas, avaliadas nas amostras do
plasma. Os niveis plasmaticos e a excre¢do urinaria de citrulina foram maiores
no grupo de pacientes com DRC avancada (estagios 2 e 3 da DRC versus
estagios 4 e 5 da DRC). Os niveis de dimetilarginina foram maiores na DRC,

enquanto a excrec¢do urinaria foi menor.3!

O objetivo do trabalho foi identificar e interpretar o metaboloma de
biofluidos (saliva e urina) de pacientes transplantados renais e estabelecer uma

possivel associacdo com a doenga periodontal.
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2 CONCLUSAO GERAL

Este estudo concluiu que ndo houve diferenca estatistica para as
amostras de saliva e de urina quanto aos metabdlitos nos quatro grupos
estudados, mas foi possivel distinguir os metabdlitos especificos para cada
grupo e as possiveis relacdes entre eles.

O presente estudo identificou 30 metabdlitos comuns para os grupos GT
e GTDP nas amostras de urina e 23, nas amostras salivares, ndo sendo
identificados metabdlitos sugestivos de perda da funcdo renal. Os metabdlitos
presentes pertencem a classe benzeno e seus derivados e subclasse fenais,
podendo estar relacionados aos medicamentos utilizados pelos pacientes
desses grupos.

O metabdlito mais importante pelas primeiras componentes da PCA da
saliva foi o Ornitina d7 (Ornithine-d7), um metabdlito do ciclo da ureia seguido
por 1,6 Anidroglucose (1,6-Anhydroglucose). O mais importante pelas primeiras
componentes da PCA da urina foi o acido palmitoleico (Palmitoleic acid), sendo
esse composto um importante anti-inflamatorio, referente a via lipidica seguido
de L- alanina, relacionada ao metabolismo do triptofano (I-Alanine, N-
(trimethylsilyl)-, trimethylsilyl ester).

Apesar do perfil metabolico ser diferente, alguns deles, como o &cido
acetoacético (Acetoacetic acid), acido palmitico (Palmitic acid), acido 4-
Hidroxibenzoico (4-Hydroxybenzoic acid, 1- hexadecanol (1-Hexadecanol),
acido 4- hidroxifenilacético (4-Hydroxyphenyllactic acid) sdo compartilhados em
todos os grupos, quando analisadas as amostras de urina.

Aminoéacidos, acidos carboxilicos (acidos graxos) e acUcares foram
compartilhados pelos 4 grupos nas amostras salivares.

Alguns metabdlitos compartilhados apenas nas amostras salivares dos
pacientes com doenca periodontal estdo relacionados ao processo de
fermentacdo e ao metabolismo bacteriano, sugerindo indicadores de leséo

periodontal.
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