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RESUMO

A periodontite resulta da resposta inflamatéria causada pelo acumulo de
microrganismos no periodonto. Polimorfismos genéticos em diversas citocinas tem
sido relatados com papel preponderante no risco de desenvolvimento e progressao
da doencga, contudo ha uma limitagdo em estudos genéticos devido seu frequente
namero amostral reduzido. Uma importante ferramenta estatistica capaz de anular o
limitado poder amostral de estudos genéticos por meio da combinacao dos estudos é
a metanalise. Visto tais aspectos, este estudo objetivou realizar metanélises
abordando achados publicados na literatura sobre os polimorfismos -889 C/T no gene
da interleucina 1A, +3954 C/T no gene da interleucina 1B, -197 A/G no gene da
interleucina 17A e -7488 T/C no gene da interleucina 17F e o risco de periodontite. A
identificacdo, selecdo e andlise dos dados foram realizadas seguindo um protocolo
para revisdes sistematicas e metanalises. Os calculos da metanalise foram obtidos
por uso do software estatistico Review Manager versdo 5.2 com calculo de
heterogeneidade (12) e indice Odds Ratio (OR) para seis diferentes modelos genéticos
com base em combinacfes alélicas e genotipicas. Para avaliacdo de viés de
publicacao foi utilizado o software Comprehensive Meta-analysis versdo 3.3070 com
calculo do teste de regresséo linear de Egger, teste de Begg e assimetria no Funnel-
plot. Os valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Todos
os dados dos estudos foram dados dicotdmicos expressos como indice OR com 95%
de intervalo de confianca (IC) para avaliar a possivel associacao entre polimorfismos
nos genes das interleucinas mencionadas e o risco de desenvolvimento de
periodontite. Como resultados trés artigos de metandlise compuseram este trabalho.
Na avaliacao geral foram identificados um total de 21 artigos para o polimorfismo no
gene da IL-1A, 54 para o polimorfismo no gene da IL-1B, e sete estudos para ambos
os polimorfismos nos genes da IL-17A e IL-17F foram encontrados. Os polimorfismos
-889 C/T e +3954 C/T foram associados ao elevado risco de desenvolvimento de
periodontite crénica, contudo os polimorfismos nos genes da IL-17A e IL-17F nédo
tiveram associacao significante com a doencga. As analises iniciais evidenciaram que
apenas o polimorfismo no gene da IL-1B foi associado a doenca em populacdo
miscigenada (P<0,05). Mais estudos sao requeridos para melhor avaliar a influéncia
desses polimorfismos no risco de desenvolvimento de periodontite.

Palavras-Chave: Inflamacgao. Alelos. Odds Ratio. Citocina. Doenca Periodontal.



ABSTRACT

Periodontitis results from the inflammatory response caused by the accumulation of
microorganisms in the periodontium. Genetic polymorphisms in several cytokines have
been reported with a preponderant role in the risk of development and progression of
the disease, however there is a limitation in genetic studies due to their frequent small
sample numbers. An important statistical tool capable of overriding the limited
sampling power of genetic studies through the combination of studies is the meta-
analysis. In the present study, the aim of this study was to conduct meta-analyzes of
published findings in the literature on the -889 C/T polymorphisms in the interleukin 1A
gene, +3954 C/T in the interleukin 1B gene, -197 A/G in the interleukin 17A gene, and
-7488 T/C in the interleukin 17F gene and the risk of periodontitis. The identification,
selection and analysis of the data were performed following a protocol for systematic
reviews and meta-analyses. The meta-analyses calculations were obtained using
Review Manager software version 5.2 with calculation of heterogeneity (12) and Odds
Ratio (OR) for six different genetic models based in allelic and genotypic combinations.
To evaluate publication bias, the Comprehensive Meta-analysis version 3.3070
software were used with calculation of Egger's linear regression test, Begg test and
Funnel-plot asymmetry. Values of P <0.05 were considered statistically significant. All
data from the studies were dichotomous data expressed as OR index with 95% of
confidence interval (Cl) to assess the possible association between polymorphisms in
the mentioned interleukin genes and the risk of development of periodontitis. As
results, three articles of meta-analyses composed the results. In overall, 21 articles for
the IL-1A gene polymorphism, 54 for the IL-1B gene polymorphism, and seven articles
for both polymorphisms in the IL-17A and IL-17F genes have been identified.
Polymorphisms -889 C / T and +3954 C / T were associated with a high risk of
developing chronic periodontitis, but polymorphisms in the IL-17A and IL-17F genes
were not significantly associated with the disease. Initial analyzes showed that only the
polymorphism in the IL-1B gene was associated with the disease in a mixed population
(P<0.05). More studies are required to better to evaluate the influence of these
polymorphisms on the risk of developing periodontitis.

Key words: Inflammation. Alleles. Odds Ratio. Cytokine. Periodontal Disease.
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1 INTRODUCAO

A periodontite é uma doenca inflamatéria com gradativa destruicdo das
estruturas de suporte do dente em resposta a presenca de bactérias na regido
periodontal (KAJIYA et al., 2010). A doenca é a segunda patologia mais prevalente na
clinica odontologica os quais dados epidemiologicos comprovam tal afirmativa. Um
estudo realizado na populacao da cidade de Porto Alegre, Brasil, encontrou a taxa de
prevaléncia de 5,5% para periodontite nesta populagéo (SUSIN; HAAS; ALBANDAR,
2014).

Sua prevaléncia varia conforme o sexo - embora a influéncia do sexo no
desenvolvimento da doencga ainda permanece indeterminado (GROVER et al., 2016),
além da idade o qual a periodontite atingiu cerca de 62.3% de adultos acima de 65
anos nos Estados Unidos (EKE et al., 2016), da higiene oral e também habitos como
a ingestéo de alcool ou o uso de fumo (EKE et al., 2012; GENCO & BORGANAKKE,
2013). Nos Estados Unidos, por sua vez, de 2009 a 2012 cerca de 64,7 milhGes de
adultos tiveram periodontite, o qual 8,9% desse total desenvolveu a forma severa da
doenca (EKE et al., 2015). Elevada prevaléncia da periodontite também foi observada
no norte da Italia (AIMETTI et al., 2015) sendo, portanto, considerada um importante
problema de saude publica.

Inimeros fatores estdo envolvidos no desenvolvimento da doenca, dentre eles
variacfes genéticas do proprio hospedeiro e fatores ambientais como habito de fumar,
ingestao de bebidas alcodlicas e mé higiene bucal (EKE et al., 2012). Na periodontite
h& destruicdo dos tecidos ao redor das raizes dos dentes bem como maior reabsor¢ao
do osso de sustentagcdo podendo acarretar a perda do elemento dentéario
(BASCONEZ-MARTINEZ et al., 2011). A intensa resposta inflamatéria do organismo
€ o principal causador dos danos teciduais observados no curso do desenvolvimento
da periodontite (SILVA et al., 2016).

Embora o acimulo de microrganismos na regido periodontal seja o fator iniciador
da doenca (AMAYA et al., 2013), mediadores inflamatérios incluindo citocinas,
guimiocinas, metabdlitos de acido araquidénico e enzimas proteoliticas contribuem
para a degradacéo tecidual e reabsorcéo de osso alveolar observadas na doenca
(YUCEL-LINDBERG; BAGE, 2013). Além disso, a variedade de fatores genéticos do
hospedeiro pode influenciar a susceptibilidade individual ao desenvolvimento da

doenca, bem como serem capazes de determinar 0os aspectos clinicos e a taxa de
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progressao da periodontite (VIEIRA; ALBANDAR, 2014).

A comprovacao de que a periodontite € uma doenga complexa de etiologia
multifatorial tem levado ao desenvolvimento de pesquisas com interesse na
identificacdo de marcadores moleculares capazes de determinar o risco de
desenvolvimento da doencga (STABHOLZ; SOSKOLNE; SHAPIRA, 2010).

Recentemente, investigacbes sobre fatores de susceptibilidade a periodontite
vém ganhando enfoque em genes de moléculas imunorregulatorias como citocinas,
guimiocinas, receptores de superficie de membrana e proteinas de reconhecimento
de antigenos (CARINCI et al., 2015). Determinadas citocinas como as interleucinas
(IL) 4, 6, dentre outras, séo consideradas fatores chave na progressao da periodontite
por atuarem no recrutamento, diferenciacdo e ativacdo de linfocitos B, infiltrado
neutrofilico e estimulacdo de osteoclastos (NAVARRETE et al., 2014).

Apesar de diversos estudos usando metodologias de determinacdo de
frequéncia alélica e genotipica por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(CHAMBRONE et al., 2014; WU et al., 2013; YOSHIHARA et al., 2015) ou associacao
gendémica (OFFENBACHER et al., 2016; DIVARIS et al., 2013) tenham buscado
esclarecer a relacdo entre polimorfismos em citocinas ou outros mediadores
inflamatérios e periodontite, os resultados mostram-se falhos pelo nimero amostral
reduzido gerando dados falso-positivos ou falso-negativos (CARINCI et al., 2015).

Nessa perspectiva os estudos de metanalise tém sido cada vez mais
empregados em andlise genética pela sua maior capacidade de associacdo de dados
anulando os chamados "efeitos curtos" acarretados por estudos com numero amostral
reduzido (LOHMUELLER et al., 2003). A elevada capacidade de associacao de dados
feita pela metanalise garante maior confiabilidade aos dados bem como resultados
acurados com correto direcionamento do enfogue no desenvolvimento de marcadores
moleculares para a doenca.

Polimorfismos genéticos em citocinas como a IL-1A (ARMINGOHAR et al.,
2014), IL-1B (MASAMATTI et al., 2012), IL-17A (CORREA et al., 2012) e IL-17F
(ERDEMIR et al., 2015) tiveram papel preponderante no desenvolvimento e
progressao da periodontite em diferentes populacdes. Porém resultados acurados
acerca da associacao entre variantes genéticas em tais mediadores inflamatorios e o
risco de desenvolvimento da doenga ainda permanecam ausentes na literatura.

De fato, embora metanalises que avaliem polimorfismos em interleucinas como
a IL-1B (CHEN et al., 2015; ZENG et al., 2015), IL-4 (YAN et al., 2014), IL-6 (SONG
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etal., 2013), IL-18 (LI et al., 2013) e risco no desenvolvimento de periodontite estejam
disponiveis na literatura; da-se necessaria a avaliagdo sobre polimorfismos nos genes
das interleucinas 1A (-889 C/T), 1B (+3954 C/T), 17A (-197 A/G) e 17F (-7488 T/C) e
o risco no desenvolvimento de periodontite por meio de diferentes abordagens que
tragam maiores esclarecimentos acerca da influéncia destas variacdes genéticas e o
risco de desenvolvimento da doenca.

Este trabalho € dividido em cinco capitulos o qual o primeiro trata do referencial
tedrico, objetivos geral e especificos e a metodologia empregada nas metanalises; o
segundo aborda os resultados compostos por um artigo de metandlise sobre o
polimorfismo -889 C/T no gene da interleucina 1A e o risco de desenvolvimento de
periodontite crénica publicado na revista Medicina Oral, Patologia Oral y Cirugia
Bucal. O terceiro capitulo € composto por um artigo de metanalise sobre o
polimorfismo +3954 C/T no gene da IL-1B e o risco de desenvolvimento de
periodontite crénica que sera submetido a revista Oncotarget. O quarto capitulo, por
sua vez, aborda um artigo de metanalise sobre os polimorfismos -197 A/G no gene da
interleucina 17A e -7488 T/C no gene da interleucina 17F e o risco de desenvolvimento
da doenca publicado na revista Molecular Biology Reports. E por fim, o quinto capitulo
€ composto pelas consideracfes finais e perspectivas do trabalho e as referéncias
bibliogréficas utilizadas.



20

2 CAPITULO |
2.1 REFERENCIAL TEORICO
2.1.1 A periodontite e a resposta do organismo a inflamagé&o

A periodontite € caracterizada pela reacdo inflamatoéria do organismo em
resposta a presenca de patdégenos acumulados na regido periodontal (DEO &
BHOGADE, 2010; GENCO & BORGANAKKE, 2013; KIM et al., 2009), consequente
destruicdo Ossea alveolar em torno das superficies radiculares dentais e eventual
perda do dente (DERVEAU, 2010). Tal condicdo € causada principalmente pela
colonizacdo mista de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas no sulco
subgengival que acarreta resposta do organismo por meio da producéo de citocinas e
outros mediadores inflamatorios pelo epitélio gengival e desenvolvimento de bolsas
periodontais (ISLMAIL et al., 2013; SILVA et al., 2015).

Duas formas principais de periodontite se apresentam com elevada frequéncia
na clinica odontoldgica: as formas cronica e agressiva (LOPEZ; BAELUM, 2015). A
periodontite crbnica € caracterizada por uma resposta imune que ocorre de forma
ciclica com periodos de estabilidade e manutencdo da inflamacdo seguidos por
periodos de rapida destruicdo tecidual atingindo individuos adultos em sua maioria
(FORD; GAMONAL; SEYMOUR, 2010). Por sua vez, as manifestacdes clinicas da
periodontite agressiva incluem rapida e extensa lesao tecidual no periodonto atingindo
individuos mais jovens (MONTEIRO et al., 2015).

Existem poucas diferencas histopatoldgicas entre as formas crénica e agressiva
da periodontite (KEBSCHULL et al., 2013), diferencas estas que n&o foram
significativas no perfil de citocinas presentes no fluido gengival de pacientes com
periodontite crénica comparados a pacientes com a forma agressiva da doenca
(DUARTE et al., 2015). Contudo, frequentemente os achados clinicos da periodontite
agressiva nao incluem lesdo gengival, o que sugere que esta pode ndo seguir a
mesma sequéncia de iniciacdo e progressao da periodontite crbénica (FORD;
GAMONAL; SEYMOUR, 2010)

Sabe-se que a periodontite possui etiologia multifatorial e embora os
microrganismos detenham a funcdo de iniciar a resposta inflamatoria, fatores
genéticos do proprio hospedeiro contribuem com os danos observados no periodonto
(AMAYA et al., 2013; LIU; LERNER; TENG, 2010; SILVA et al., 2016). Localmente,

lipopolissacarideos (LPS) oriundos de periodontopatdégenos induzem infiltrado
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inflamatdrio com recrutamento de polimorfonucleares neutréfilos (PMN) e macréfagos
(ANDIA et al., 2013; OZMERIC, 2004) que liberam fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas (IL) 1 e 17, dentre outras, e prostaglandina E2 (PGE2) (CARDOSO et al.,
2009; CAVALLA et al., 2014; NIBALI et al., 2009; SHAO et al., 2009). As citocinas
liberadas além de modularem o curso da inflamacdo também atuam sobre a
reabsorcdo O6ssea, sendo importantes mediadores inflamatorios na fisiopatologia da
doenca (ALl et al., 2011; BAKER, 2000). Essa perda de osso alveolar constitui a maior
das preocupac0fes tanto para 0s pacientes quanto para os clinicos onde as tentativas
de tratamento se voltam para a regressao desta perda ou minimizacdo dos danos
(JAYAKUMAR et al., 2010).

Na fisiologia do tecido 6sseo alveolar também é observada a acéo do Ligante do
Receptor Ativador do Fator Nuclear kB (RANKL), seu receptor o Receptor Ativador do
Fator Nuclear kB (RANK) e de seu antagonista natural, a osteoprotegerina (OPG)
(BUDUNELI; KINANE, 2011) ilustrando o mecanismo imunoldgico responsavel pela
perda dssea periodontal (PEREZ-SAYANS et al., 2010). RANK/RANKL promovem a
diferenciacdo de macrofagos em osteoclastos maduros multinucleados estimulando
sua capacidade de reabsor¢cdo 6ssea (MORI, 2013). RANKL é produzido e secretado
por diversos tipos celulares, dentre eles fibroblastos, linfécitos T e mesmo mondcitos
(LIU; LERNER; TENG, 2010). Estudos demonstraram que ratos com deficiéncia na
producdo de RANKL apresentaram grave osteopetrose devido a ndo formacdo de
osteoclastos (BOYCE; XING, 2008).

Por outro lado, contrabalanceando a atividade do RANKL h& a acédo da OPG.
Também produzida por fibroblastos, mondcitos, além de linfocitos T e B, a OPG atua
bloqueando a osteoclastogénese (HOFBAUER; SHOPPET, 2002). A expressao de
RANKL assim como de OPG, em quadros fisiologicos normais, é mediada por
interacdes célula-célula (THEOLEYRE et al., 2004). Entretanto, moléculas como a IL-
1 induzem maior sintese de RANKL por células da medula 6ssea e consequentemente
maior reabsorcdo de tecido 6sseo (BOYCE; XING, 2008) além de que a IL-8,
guimiotatica para neutrofilos e também secretada por este tipo celular, induz a
expressdo de TNF-a com recrutamento de linfécitos T que ao secretarem RANKL
podem trabalhar como indutores da reabsorgéo 0ssea (BAKER, 2000).

Estes achados demonstram a importancia de estudos com foco na investigagcao

sobre interleucinas bem como outros mediadores inflamatorios e variagcdes genéticas



22

nestas moléculas os quais podem trazer impactos positivos na abordagem clinica de
pacientes com a doenga.

2.1.2 Fatores genéticos associados a periodontite

A periodontite € uma doenca multifatorial e varios fatores de risco como
metabdlicos, genéticos e microbianos estdo envolvidos na patogénese da doenca
(SILVA et al.,, 2016). A colonizacdo de bactérias periodontais Gram-negativas
incluindo as espécies Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter (Actinobacillus)
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia e Treponema denticola € indicada como
iniciador da doenca (FENG; WEINBERG, 2006; PUIG-SILLA et al., 2012) e ativadora
das vias inflamatorias (ANDIA et al., 2013).

Foi inicialmente sugerido que a susceptibilidade a periodontite poderia ser
geneticamente determinada pela resposta imune a lipopolissacarideos bacterianos
(MICHALOWICZ, 1993). No entanto, uma vez que 0s LPS’s ndo sao o unico produto
bacteriano envolvido na inflamacé&o periodontal bem como é reportado na literatura o
papel preponderante do histérico familiar no desenvolvimento da doenca (ZIUKAUITE
et al., 2016), o fundo genético de susceptibilidade a periodontite permanece em
grande parte ainda desconhecido (CARINCI et al., 2015).

A inflamacdao crbnica e as citocinas tém sido sugeridas como detentoras de papel
central nos processos destrutivos observados na periodontite (DEO; BHONGADE,
2010). Relatos de polimorfismos genéticos associados a periodontite vem crescendo
recentemente na literatura e varios estudos tém mostrado que diferentes citocinas
estdo envolvidas na periodontite. Por exemplo, verificou-se que os polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) encontrados em pelo menos 1% da populacdo mundial
(KIM; MISRA, 2007) e ocorridos em genes de citocinas tais como a IL-1A e 1B
(KARIMBUX et al., 2012), IL-4 (HOLLA et al., 2008), IL-6 (KALBURGI et al., 2010), IL-
8 (SCAREL-CAMINAGA et al., 2011) e IL-18 (NOACK et al., 2008), localizadas em
diferentes regides dos citados genes influenciam na fisiopatologia da periodontite sob
diferentes mecanismos. Estes SNP’s foram abordados em estudos de metanalise
como demonstrado na figura 1 sendo sugeridos por possivelmente alterar o risco de
desenvolvimento da doenga em varias populacdes.

Yan et al. (2014) realizaram um estudo de metanalise abordando trés diferentes
variagdes genéticas no gene da IL-4 e encontraram uma associagao significante para

o polimorfismo -590 C/T e a doenca (Figura 1). A IL-4 tem capacidade em inibir células
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T helper 1 (Thl) enquanto estimula a resposta imune via Th2, além de afetar
negativamente a atividade de macrofagos (KIDD, 2003). Esta estimulacdo de células
Th2 é indicada como fator contribuinte para destruicdo tecidual observada na
periodontite (GEMMELL; SEYMOUR, 2004).

A IL-6 também foi abordada em estudos de metanalise (SHAO et al., 2009;
SONG et al., 2013). Esta citocina e o polimorfismo -373 A/T em seu gene estiveram
associados a diminuicdo no risco de desenvolvimento de periodontite crénica em
japoneses, bem como na reducdo dos niveis séricos de IL-6 nestes pacientes
(KOMATSU et al., 2005). IL-6 é uma citocina envolvida na resposta inflamatoria e
modulacdo da resposta imune incluindo a diferenciacdo de células B e T (LOOS;
JOHN; LAINE, 2005). Também, os polimorfismos -174 G/C e -572 G/C aumentaram a
expressao de IL-6, os quais podem ser associados a periodontite (SONG et al., 2013)
(Figura 1).

Outra metandlise disponivel na literatura também trouxe informacdes
esclarecedoras sobre os polimorfismos -251 A/T e -845 T/C no gene da IL-8 e a
significante associacdo com periodontite em populacao brasileira (CHEN et al. 2015).
A IL-8 € uma importante citocina responsavel pela ativacao e quimiotaxia de células
de defesa, especialmente neutréfilos, para os sitios inflamatérios (REMICK, 2005;
SCAPINI et al., 2000) (Figura 1). Os niveis de IL-8 no fluido gengival de pacientes com
periodontite agressiva e cronica foram significantemente mais elevados que nos
controles saudaveis demonstrando a relacdo entre esta citocina e periodontite
(ERTUGRUL et al., 2013).

Avaliando os niveis séricos de outra citocina pro-inflamatéria em associagéo com
periodontite, a metanalise de Li et al. (2014) abordou dois polimorfismos (-607 A/C e
-137 G/C) no gene da IL-18 em nove estudos caso controle com um total de 576
pacientes com periodontite e 458 controles (Figura 1). O estudo identificou associagao
positiva entre elevados niveis desta citocina em pacientes portadores de ambos 0s
polimorfismos e a doenca. A IL-18 é secretada por mondcitos e macréfagos o qual
seu precursor, naturalmente presente em células endoteliais, queratindcitos e células
do epitélio intestinal, € ativado por meio de processamento pela protease caspase-1
com inducdo da sintese de interferon gama e consequente ativacdo de vias
inflamatodrias as quais resultam em destruicdo tecidual nos quadros de periodontite
(DINARELLO et al., 2013).
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Figura 1. Polimorfimos genéticos nas interleucinas (IL)-1A, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-
18, e seus possiveis mecanismos de acao, abordados em estudos de metanélise os
quais podem influenciar na progressao da periodontite (representada ao centro da
figura pela ilustragdo de um dente cortado no eixo coronal com demonstracdo do
processo inflamatério, destruicdo tecidual, reabsor¢cdo o6ssea e aumento da

profundidade de sondagem medida por instrumento especifico — sonda periodontal).

IL-1A IL-6

(aumento da expressdo de moléculas de adesdo e (diferenciagio de células T e B)
estimulagdo de mondcitos com reabsorgio dssea)

Polimorfismos -174 G/C,

Polimorfismo -889 C/T N -572 G/ICe-373 AT

IL-1B
(aumento da destruigdo alveolar quando IL-8
estimulada por LPS) (ativagdo e quimiotaxia de neutréfilos)

Polimorfismo +3945 C/T Polimorfismos -251 A/T

e -845 T/C
Polimorfismo -590 C/T 7 e Polimorfismos -607 A/C
- N e-137 G/C
o L4 IL-18
(Inibe células T helper 1 e esqmula células T helper 2 com (produgio de interferon gama e ativacio de células
aumento da inflamagio) Thl)

Legenda: IL — interleucina, LPS — lipopolissacarideo, Thl — T helper 1

Fonte: Proprio autor

Dentre outras variantes genéticas candidatas a associacdo com a periodontite,
os polimorfismos no gene da IL-1 (A e B) sdo os mais estudados sendo foco de oito
metanalises (CHEN et al., 2015; DENG et al., 2013; KARIMBUX et al., 2012; MAO et
al., 2013; NIKOLOPOULOS et al., 2008; SILVA et al., 2017; WANG et al., 2014; ZENG
et al., 2015). Os polimorfismos -889 C/T no gene da IL-1A e +3954 C/T no gene da IL-

1B tiveram associacéo significativa com o risco de periodontite cronica (MA et al.,
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2015; SILVA et al., 2016) previamente sugeridos como marcadores moleculares para
a doenca (GREENSTEIN; HART, 2002; GRIGORIADOU et al., 2010) (Figura 1).

McDeuvitt et al. (2000) demonstraram que o0 genotipo positivo (CT ou TT) para o
polimorfismo +3954 C/T no gene da IL-1B teve consideravel valor de associacdo com
a periodontite crénica em adultos (OR =5,27, P>0,05) quando comparado ao genétipo
negativo (CC) (OR = 3,75, P<0,05). Por sua vez, sobre o gene da IL-1A, Meisel et al.
(2002) sugeriram a correlacdo positiva entre 0s niveis de extensdo da periodontite
com pacientes fumantes portadores do alelo mutado no polimorfismo -889 C/T.
Contudo, tanto o polimorfismo -889 C/T quanto o +3954 C/T nos genes IL-1A e IL-1B,
respectivamente, ndo foram associados a periodontite agressiva em populagédo
caucasiana (FIEBIG et al., 2008).

Esta divergéncia de achados pode ser explicada pelas diferencas nas amostras
dos estudos (tamanho amostral variado, diferentes populacdes analisadas nos
estudos ou variagcdo metodologica no diagndstico da doenca). No entanto, observando
tais limitacdes, os resultados mostram-se contraditorios quanto a associacdo de SNPs
em genes de interleucinas com o risco no desenvolvimento da doenca (ABU-SALEH
et al., 2010).

2.1.3 Interleucinas 1A e 1B

A familia das interleucinas 1, o qual detém cerca de 11 membros, foi uma das
primeiras classes de interleucinas estudadas se caracterizando por terem papel
principal em processos inflamatorios (DINARELLO, 2009; GABAY; LAMACCHIA;
PALMER, 2010). O efeito geral da IL-1 é a estimulagdo do sistema nervoso central,
especialmente o eixo hipotalamo-adrenal, acarretando elevacao da temperatura
corporal (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002) e consequente aumento da
migracao de leucdcitos (HOPKINS, 2003).

A IL-1 também promove inducdo da expressao de moléculas de adesdo em
células endoteliais que em conjunto com a liberacdo de outras citocinas resulta na
amplificagéo do recrutamento de neutroéfilos e resisténcia a infecgdo (GARLANDA;
DINARELLO; MANTOVANI, 2013). Além disso, este mediador inflamatério também é
capaz de prolongar a meia-vida e a funcdo efetora de neutrofilos e macrofagos
(MANTOVANI et al., 2011).

As citocinas IL-1A e IL-1B sé&o codificadas por diferentes genes dentro do cluster

da familia IL-1 localizado ao longo do braco longo do cromossomo 2 (TREVILATTO et
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al., 2011) e embora liguem-se ao mesmo receptor celular (IL-1R1), estas interleucinas
apresentam diferencas fisiologicas que promovem distintas respostas imunes
(GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013).

O precursor da IL-1A esta presente constitutivamente em células epiteliais do
trato gastrointestinal (BERSUDSKY et al., 2013), figado (TAKEDA et al., 2004) e em
queratinécitos da pele (KONG; GRANDO, 2006). Este precursor é totalmente ativo e
funciona como um “alarme” molecular iniciando rapidamente a cascata inflamatéria
(CHEN et al., 2007). Quando ocorre formacao de células necroticas, bem como em
quadros de isquemia, este precursor € liberado mediando a fase inicial da inflamacao
(GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013).

A IL-1A esta implicada na patogénese da inflamacao periodontal por estimular a
producdo de mediadores secundarios os quais amplificam a inflamacéo levando a
degradacéo do tecido conjuntivo de suporte no periodonto (GRAVES; COCHRAN,
2003) e estimulacdo de mondcitos com consequente reabsorcdo 6ssea (MANEY;
OWENS, 2015) — visto que a relacdo causa e efeito entre liberacdo de citocinas e
perda éssea alveolar ja fora demonstrada (ALGATE et al., 2015; DELIMA et al., 2001,
IZAWA et al., 2014). A IL-1A promoveu maior reabsor¢cdo 0ssea em ratos que
receberam injecdo subgengival de LPS das espécies bacterianas: Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis (NISHIDA et al., 2001) e também
aumentou a diferenciagéo in vitro de osteoclastos (TANABE et al., 2005).

Por sua vez, ligando-se ao mesmo receptor celular, mas com diferencas
fisiopatologicas, tem-se a IL-1B. Diferentemente da IL-1A, o precursor da IL-1B n&o
esta presente em estados fisioldgicos sendo um produto primario da ativacdo de
monaocitos, macrofagos, células dendriticas e linfécitos B (JOOSTEN; NETEA;
DINARELLO, 2013).

A IL-1B também esta implicada na estimulagéo da reabsorcéo 6ssea em modelo
animal (NISHIDA et al., 2001) bem como na fisiopatologia da doenca periodontal o
qual elevados niveis de IL-1B em fluido gengival foram encontrados em pacientes com
periodontite severa (ENGEBRETSON et al., 2002). Estes autores identificaram maior
associacdo entre o aumento nos parametros clinicos de avaliacdo da periodontite
(medida de profundidade de sondagem e nivel de perda de insercao clinica) e os
niveis de IL-1B.

Embora os niveis de IL-1B em fluido gengival nédo diferiram quando comparou-

se individuos fumantes com periodontite e ndo fumantes também com a doenca



27

(BOSTROM; LINDER; BERGSTROM, 2000), sabe-se que habito de fumar
potencializa os danos causados pela periodontite (BOROJEVIC, 2012). Além disso, a
IL-1B tem importante papel na doenca periodontal o qual a associagao entre elevados
niveis tanto de IL-1A quanto IL-1B em fluidos corporais e inflamacdo sdo bem
reportadas na literatura (DINARELLO; SIMON; VAN DER MEER, 2012; GRAUDAL et
al., 2002).

Variacbes nos genes destas citocinas foram associadas ao elevado risco de
desenvolvimento de periodontite cronica pelo aumento na producédo desta citocina no
fluido gengival (QUAPPE; JARA; LOPEZ, 2004), mas os resultados mostraram-se
contraditérios 0 qual uma nova abordagem destes estudos € requerida. Oito
metanalises encontram-se disponiveis na literatura abordando os polimorfismos -889
C/T quanto o +3954 C/T nos genes IL-1A e IL-1B, respectivamente, tanto na forma
agressiva quanto cronica.

A primeira metanalise publicada abordando estes polimorfismos e periodontite
foi realizada por Nikolopoulos et al. (2008) e trouxe oito estudos sobre o polimorfismo
-889 C/T e dezesseis estudos sobre o polimorfismo +3954 C/T. Ambos os
polimorfismos foram associados a periodontite na forma crénica (P<0,05) mas nédo a
agressiva. Também, Karimbux et al. (2012) realizaram uma metanalise sobre
polimorfismos na IL-1A (incluindo o polimorfismo -889 C/T) avaliando o risco de
desenvolvimento da doenca na forma cronica em pacientes caucasianos portadores
do polimorfismo, contudo os resultados da metanalise apresentaram elevada
heterogeneidade o que pode comprometer os resultados.

Mao et al. (2013) também realizaram uma metanalise com foco no polimorfismo
-889 C/T e periodontite crbénica, contudo analisando variadas populacdes. No total,
esta metandlise incluiu 23 estudos os quais o alelo T foi associado a periodontite
cronica (OR = 1,23, 95% IC: 1,15-1,44, P<0,001), na avaliacao étnica o polimorfismo
foi significativamente associado ao elevado risco de desenvolvimento da doenca em
Caucasianos e Asiaticos mas ndao em populacdo miscigenada (P>0,05).

A mais recente metanalise sobre este polimorfismo foi publicada por Silva et al.
(2017) e também demonstrou a ndo associacao desta variagcao genética na populacao
miscigenada. Estes autores realizaram a metanalise incluindo recentes achados na
literatura publicados apds o estudo de Mao et al. (2013). Tal enfoque permitiu a

avaliacao de estudos sobre pacientes fumantes e ndo fumantes os quais os resultados
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demonstraram a nao associagao significante do polimorfismo com estes pacientes
(P>0,05).

Outras importantes informacdes obtidas por Silva et al. (2017) sobre o
polimorfismo -889 C/T e o risco de periodontite crénica foi o valor reduzido de
inconsisténcia estatistica na avaliacdo alélica geral dentro da metanalise (12 = 15%,
Pheterogeneidade = 0,28) com uso de um modelo estatistico mais acurado. Também, foi
realizada a avaliacdo de outras condicOes presentes nos pacientes envolvidos nos
estudos inclusos na andlise estatistica (fumantes e ndo fumantes) que nao constou
em metandlises anteriormente publicadas.

Por sua vez, sobre o polimorfismo +3954 C/T no gene da IL-1B, uma metanalise
com 36 estudos caso controle demonstrou a significante associacdo entre o
polimorfismo e a forma crénica da doenca (OR = 1,30, 95% IC:1,05-1,60, P<0,0001)
(DENG et al., 2013). Esta metandlise trouxe uma avaliagéo estratificada com base em
diferentes etnias (Caucasiana e Asiatica) bem como avaliacdes estratificadas sobre a
fonte de analise dos estudos (estudos com pacientes de rede hospitalar e pacientes
da populacéo geral) e quanto ao respeito ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

Embora esta metandlise seja completa em relagédo a analise da variagdo da fonte
dos estudos bem como sobre a influéncia do HWE como potencial viés, uma
metandlise abordando novos dados publicados na literatura e uma avaliacdo étnica
gue inclua populacao miscigenada e africana néo esta disponivel na literatura.

Nesta perspectiva torna-se necessaria a conducado de um estudo de metanalise
gue avalie este polimorfismo no gene da IL-1B com foco em novos dados publicados
na literatura e uma melhor avaliagdo étnica trazendo assim maior esclarecimento
sobre tal variacdo genética e sua relacdo com o risco de desenvolvimento da doenca

em diferentes populacdes.

2.1.4 Interleucinas 17A e 17F

As IL-17A e IL-17F compreendem um grupo de citocinas pro-inflamatorias
secretadas por um especifico grupo de células T CD4*, as chamadas células Th17
(GAFFEN, 2009). Existem seis tipos conhecidos de IL-17 (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E — também denominada IL-25 e IL-17F) sendo as IL-17A e F as mais bem
conhecidas (JIN; DONG, 2013).

As IL-17A e IL-17F séo citocinas responsaveis pelo recrutamento de neutrofilos

por meio da inducdo de diversos mediadores pro-inflamatérios tais como
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metaloproteinases de matriz, TNF-q, IL-6 e IL-8 (CHENG; HUGHES; TAAMS, 2014).
Células T CD4 + expressam ambas as moléculas em sua superficie celular
(LANGRISH et al., 2005). Embora apresentem papel de protecdo contra
microrganismos, uma disfuncdo na secrecdo destas citocinas acarreta excessiva
expressdo de mediadores inflamatérios com dano tecidual e ativacdo de
autoimunidade (KOLLS; LINDEN, 2004).

A IL-17 afeta a capacidade de diferenciacéo celular de culturas de células do
ligamento periodontal em osteoblastos o que pode contribuir com a perda éssea
alveolar na periodontite (DORPEVIC et al., 2016). Além disso, esta citocina foi capaz
de promover osteoclastogénese por meio de aumento na expressao de RANKL em
células tronco mesenquimais, o que pode favorecer reabsorcédo 0ssea tanto in vitro
quanto in vitro (HUANG et al., 2009).

Elevados niveis de IL-17 foram encontrados na saliva de pacientes com
periodontite (AZMAN et al., 2014) e no fluido gengival de pacientes com periodontite
cronica fumantes e ndo fumantes submetidos ao tratamento inicial para a doenca
(BUDUNELI; BUDUNELI; KUTUKCULER, 2009), sendo estes niveis influenciados por
outras citocinas como a IL-11 (AY et al., 2009)

Andlises genéticas demonstraram que IL-17A e IL-17F séo codificados por
genes localizados no mesmo locus no cromossomo 6 (6pl12.2) e separados por uma
regido de cerca de 43,9 kb (WANG et al., 2012). Polimorfismos nos genes IL-17A e
IL-17F foram associados ao risco de desenvolvimento de nefrite decorrente de lupus
em criangas no Egito (HAMMAD et al., 2016). Dentre estes polimorfismos, dois —
rs2275913 (uma mudanca de adenina para guanina na posi¢ao -197 do gene da IL-
17A) e rs763780 (uma mudanca de timina para citosina na posicao -7488 do gene da
IL-17F) — foram estudados com foco na sua associacdo com periodontite.

O primeiro estudo publicado sobre a relagcdo entre estes polimorfismos e
periodontite foi composto por 60 participantes de populacéo brasileira (30 individuos
saudaveis e 30 com periodontite crénica) e demonstrou que o alelo A no polimorfismo
rs2275913 e o alelo T no polimorfismo rs763780 foram associados a doencga e aos
maiores valores de profundidade de sondagem (CORREA et al., 2012).

Em contrapartida, em outro estudo posteriormente publicado também em
brasileiros, o alelo A no polimorfismo rs2275913 esteve em maior frequéncia no grupo
de pacientes saudaveis quando comparados aos pacientes com periodontite

agressiva e cronica (SARAIVA et al., 2013). Saraiva et al., (2013) utlizaram uma
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amostra composta por 72 individuos saudaveis comparados a 45 individuos com
periodontite agressiva e 85 individuos com periodontite crénica.

Estes resultados divergem dos achados de um posterior estudo caso-controle
sobre a associagao entre este polimorfismo no gene da IL-17A e periodontite, o qual
o alelo A esteve significantemente associado aos pacientes com periodontite cronica
(OR = 1,59, P = 0,04) (ZACARIAS et al., 2015).

Dados conflitantes persistem sobre a associacdo destes polimorfismo com a
periodontite. Corroborando os achados de Zacarias et al. (2015), Chaudhari et al.,
(2016) encontrou significante associacao entre o alelo A e o risco de desenvolvimento
tanto de periodontite agressiva (na forma localizada) quanto cronica. Este estudo
envolvendo 70 pacientes de ambos os sexos e portadores de periodontite (35 com
periodontite agressiva e 35 com periodontite crénica) e 35 controles saudaveis
encontrou elevado valor de associacdo quando comparou-se os alelos A versus G
entre os pacientes com periodontite agressiva e saudaveis (OR = 5,1, P<0.05) e entre
0s pacientes com a forma cronica da doenca e saudaveis (OR = 5,1, P<0,05).

Os resultados contraditorios sobre os polimorfismos rs2275913 e rs763780 no
gene da IL-17A e F, respectivamente, sugerem a necessidade de uma melhor
abordagem sobre tais variagdes genéticas numa possivel associacdo com a doenca.

Mesmo havendo outros estudos publicados com tal enfoque ndo ha metanélises
disponiveis na literatura abordando estas variantes genéticas e o risco de
desenvolvimento de periodontite. Um estudo de metandlise com maiores
esclarecimentos sobre os resultados dos estudos publicados sobre ambos os
polimorfismos citados torna-se portanto requerido.

2.1.5 Metanédlise em estudos genéticos

Embora diversos estudos usando metodologias de determinacgéo de frequéncia
alélica e genotipica por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (BOUKORTT et al.,
2015; CORREA et al., 2012) ou associa¢do gendmica (DIVARIS et al., 2013) tem
buscado esclarecer a relacao entre polimorfismos em citocinas ou outros mediadores
inflamatorios e periodontite, os resultados mostram-se falhos pelo nimero amostral
reduzido gerando dados falso-positivos ou falso-negativos (CARINCI et al., 2015).

Apesar de a PCR ser uma ferramenta molecular amplamente utilizada em
diversos campos da odontologia (MAHEASWARI; KSHIRSAGAR; LAVANYA, 2016),

existem limitacbes referentes ao tamanho amostral, questbes éticas e custo
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orgcamentéario os quais podem inviabilizar o desenvolvimento deste tipo de estudo.
Nessa perspectiva os estudos de metanalise tém sido cada vez mais empregados em
analise genética pela sua maior capacidade de associacdo de dados (COHN;
BECKER, 2003) anulando os chamados "efeitos curtos" que estudos com ndamero
amostral reduzido acarretam (LOHMUELLER et al., 2003).

A metandlise € uma ferramenta estatistica utilizada para agregar resultados de
estudos tornando-se de uso comum e crescente interesse, especialmente em
genética, devido a dificuldade existente em se obter resultados robustos, confiaveis e
replicaveis neste tipo de estudo (MUNAFO; FLINT, 2004). Quando o tamanho
amostral € elevado (em cerca de centenas de participantes) mesmo alelos raros
podem ser identificados com sucesso (CHELLY; MANDEL, 2002).

Contudo para muitos estudos de ligacdo e associacdo, a incapacidade em
fornecer evidéncias convincentes — como valores de Odds Ratio maiores que 1,5 para
um polimorfismo associado a cancer de mama (PHAROAH et al., 2002), por exemplo
— indica que ha falhas metodoldgicas associadas ao tamanho amostral que podem ser
anuladas pela metanalise.

A informacdo principal obtida por meio de metanalise em estudos de
polimorfismos é o valor de Odds Ratio (OR) usado para quantificar a associacdo de
dados. O célculo de OR em metanalise de estudos genéticos pode ser obtido por meio
do modelo de efeito-fixo (modelo estatistico mais confidvel por assumir variacao
minima entre os estudos) ou modelo de efeitos aleatdrios (modelo estatistico menos
confidvel por assumir variados pesos entre os estudos com maior divergéncia
estatistica) (KAVVOURA; IOANNIDIS, 2008).

Contudo, outros célculos adicionais fornecem dados relevantes a metanalise.
Por exemplo, tem-se o0 valor de heterogeneidade estatistica que define a variacéo
estatistica entre os estudos por meio do célculo do teste do qui-quadrado baseado no
teste Q de Cochran (I12) (HIGGINS et al., 2002) influenciando diretamente no modelo
estatistico aplicado aos dados (HUEDO-MEDINA et al., 2006).

Além desse célculo, tem-se os valores de viés de publicagédo (caracterizados
como erros na busca sistematica dos estudos que compordo a metanalise os quais
podem invalidar os resultados) sendo obtido pelos testes de regresséao linear de Egger
(EGGER et al., 1997) e pelo teste de Begg (BEGG; MAZUMDAR, 1994).

Metanalises com foco em polimorfismos em genes de mediadores inflamatérios

estdo disponiveis na literatura trazendo informacdes esclarecedoras sobre a
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associacdo destas alteracdes genéticas e o risco da doenca (SILVA et al., 2017,
SHAO et al., 2009; YAN et al., 2014). Percebe-se portanto a maior confiabilidade e
acuracia de resultados devido a elevada capacidade de associacao de dados feita
pela metandlise com correto direcionamento do enfoque no desenvolvimento de
marcadores moleculares para a doenca destacando assim a importancia do

desenvolvimento deste tipo de estudo em analise genética.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacao entre os polimorfismos -889 C/T (no gene da interleucina

1A), +3954 C/T (no gene da interleucina 1B), -197 A/G (no gene da interleucina 17A)

e -7488 T/C (no gene da interleucina 17F) e o risco no desenvolvimento de periodontite

por meio de metanalise.

2.2.2 Objetivos especificos

Realizar uma busca sistematica na literatura para coleta de estudos que
abordem os polimorfismos -889 C/T (no gene da interleucina 1A), +3954 C/T (no
gene da interleucina 1B), -197 A/G (no gene da interleucina 17A) e -7488 T/C
(no gene da interleucina 17F) com o risco de desenvolvimento de periodontite;
Identificar os estudos que abordem a relacdo entre os polimorfismos -889 C/T
(no gene da interleucina 1A), +3954 C/T (no gene da interleucina 1B), -197 A/G
(no gene da interleucina 17A) e -7488 T/C (no gene da interleucina 17F) com o
risco de desenvolvimento de periodontite;

Calcular os valores de associacao entre os polimorfismos -889 C/T (no gene da
interleucina 1A), +3954 C/T (no gene da interleucina 1B), -197 A/G (no gene da
interleucina 17A) e -7488 T/C (no gene da interleucina 17F) com o risco de
desenvolvimento da doenca em distintas populacdes e também incluindo
pacientes fumantes e ndo fumantes;

Avaliar os valores de heterogeneidade para os estudos que abordem os
polimorfismos acima citados e periodontite;

Determinar a existéncia de viés de publicacdo nas metanalises que serdo
calculadas com base nos estudos publicados sobre os polimorfismos -889 C/T
(no gene da interleucina 1A), +3954 C/T (no gene da interleucina 1B), -197 A/G
(no gene da interleucina 17A) e -7488 T/C (no gene da interleucina 17F) e

periodontite.
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2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Protocolos utilizados

As metanalises seguiram as recomendacdes do protocolo PRISMA (Preffered
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) proposto por Moher et
al. (2009) e define as etapas e correto delineamento de pesquisa para metanalises.
Para quantificar a qualidade dos estudos sobre os polimorfismos nos gene das IL-17
A e IL-17F, como analise complementar, foi utilizado o protocolo de Nibali et al. (2013)

para revisdes sistematicas de estudos de associacdo genética em periodontia.

2.3.2 Critérios de incluséo

Para serem inclusos nas metanalises sobre o polimorfismo no gene da IL-1 A os
estudos deveriam se enquadrar nos seguintes critérios de inclusdo: [1] trouxessem
avaliagcdo dos polimorfismos anteriormente citados e o risco de desenvolvimento de
periodontite; [2] estudos fossem do tipo caso/controle; [3] apresentasse as frequéncias
genotipicas documentadas; [4] o grupo controle fosse composto por individuos
saudaveis sem historico prévio de doencas sistémicas; [5] o diagnostico de
periodontite cronica nos pacientes fosse confirmado por meio de avalia¢éo clinica e/ou
achados radiograficos, bem como a determinacdo dos controles saudaveis; [6] 0s
pacientes alocados na analise alélica ou genotipica ndo apresentassem desordens
sistémicas tais como diabetes, gravidez ou doenca autoimune. Estudos que nédo
trouxessem informacdes suficientes sobre as frequéncias alélicas ou genotipicas ou

nao respeitassem algum ponto dos critérios acima foram excluidos.
2.3.3 Estratégia de busca

Uma busca sistemética foi realizada em diferentes bases de dados médicos e
cientificos (China DATABASE, Cochrane Library, Google Scholar, MEDLINE, PubMed
e Web of Science) para artigos publicados anteriormente a 2 de agosto de 2015 para
o polimorfismo -889 C/T no gene da IL-1A usando as seguintes palavras-chave:
(interleukin ou cytokine) e (polymorphism ou -889 C/T ou rs1800587) e (periodontitis
ou periodontal disease). Para a busca sistematica sobre estudos abordando o
polimorfismo no gene da IL-1B foram utilizadas as palavras-chave: (“interleukin” ou
“cytokine” ou ‘“interleukin-1B” ou “IL-1B”) e (“genetic variation” ou “rs1143634

polymorphism” ou “+3953/4 C/T polymorphism”) e (“periodontitis” ou “periodontal
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disease” ou “chronic periodontitis”); sendo esta busca sistematica realizada para
estudos publicados anteriormente a 29 de setembro de 2016. Por sua vez, a busca
sistematica para estudos publicados anteriormente a 25 de agosto de 2016 abordando
os polimorfismos nos genes da IL-17A e IL-17F foi realizada utilizando a seguinte
combinacéo de palavras-chave: [(interleukin ou cytokine ou interleukin 17A ou IL17A
ou interleukin 17F ou IL-17F) e (genetic variation ou rs2275913 polymorphism ou -
197A/G polymorphism ou rs763780 polymorphism ou -7488 T/C polymorphism ou
His161Arg polymorphism) e (periodontitis ou periodontal disease ou chronic
periodontitis ou aggressive periodontitis)].

N&o houve restricdo de linguagem na estratégia de busca e todas as citagdes
foram analisadas para identificacdo de possiveis estudos adicionais. Dois
investigadores independentes revisaram o0s resultados da busca sistemética e

qualguer desacordo foi resolvido pela consulta a um terceiro autor caso necessario.

2.3.4 Processo de coleta de dados
Dois investigadores independentemente revisaram todos os estudos e extrairam
os dados seguindo formulério padronizado que compds as tabelas de caracteristicas
dos estudos inclusas nos artigos de metanalise. Os dados foram coletados segundo
autores, ano de publicacao, etnia, modelo de estudo (caso/controle), nimero de casos
e controles, idade ou média de idade e subgrupo de estudo.

2.3.5 Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o uso do software Review
Manager (versdo 5.2, RevMan, Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration,
2012) e os viés de publicacdo com o software estatistico Comprehensive Meta-
analysis (versao 3.3.070, 2014) disponivel como na versao teste.

O teste do qui quadrado baseado no teste Q (I?) foi usado para quantificar a
presenca de heterogeneidade com avaliacéo do Funnel plot para heterogeneidade os
quais estudos fora do limiar do grafico foram considerados responsaveis pelo elevado
valor de 2. Quando os valores de 12 ndo foram estatisticamente significativos (12<50%,
P>0,05) o modelo de efeito fixo (Fixed-effect) foi utilizado para estimar o valor de Odds
Ratio (OR) agrupado. Por outro lado, quando a heterogeneidade foi significante

(12>50%, P<0,05) o modelo de efeitos aleatorios (Random-effects) foi usado para
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calculo de OR. Em ambos os meétodos o valor de P <0,05 foi considerado
estatisticamente significante.

Seis modelos genéticos foram avaliados considerando “M” como alelo mutado e
“‘m” como alelo selvagem: (I) alelo M versus alelo m, (ll) alelo m versus alelo M, (lll)
genaotipo MM versus genotipo mm, (IV) genotipo mm versus genotipo MM, (V) gendtipo
MM versus genotipos mm + Mm e (VI) genotipo Mm versus genotipos MM + mm.

O teste de Begg e o teste de regressao linear de Egger (P<0,05) foram usados
para avaliar potenciais vieses de publicacdo das associacfes obtidas; a assimetria no
grafico de Funnel plot para viés de publicacdo também foi considerada sendo esta
assimetria determinada pela ndo concentracdo de estudos no lado direito do grafico.
Além disso, uma analise sensitiva foi realizada para testar a validade dos resultados
agrupados por omisséo de um estudo incluso por vez para detectar efeitos individuais
nas analises gerais.

Todos os dados nos estudos foram dados dicotdmicos expressos como OR com
95% de intervalo de confianca (IC) para medir a associacdo entre os polimorfismos
nos genes da IL-1A, 1B, 17A e 17F e periodontite.
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3 CAPITULO I
3.1 ARTIGO 1

Relagao entre o polimorfismo -889 C/T no gene da interleucina-1 A e o risco de
periodontite cronica: evidéncias de uma metanalise com recentes achados
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Resumo

Introducao: Periodontite resulta de uma resposta inflamatéria causada pelo acumulo
de microrganismos na bolsa periodontal, diversos fatores estao envolvidos na doenca,
por exemplo, o polimorfismo -889 C/T no gene da interleucina-1A. Esse estudo
objetiva a avaliar a relacéo entre o polimorfismo e o desenvolvimento da periodontite
cronica por meio de uma metanalise baseada em recentes achados publicados.
Material e métodos: Para isso a revisao na literatura foi realizada em bases de dados
biomédicos e educacionais (Cochrane Library, Google Scholar, MEDLINE e PubMed)
para estudos publicados anteriormente a 2 de agosto de 2015, os resumos foram
avaliados e a extracédo de dados realizadas por dois examinadores calibrados. Os

calculos da metanalise foram obtidos através de um software estatistico: Review
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manager versao 5.2, com calculo do indice Odds Ratio (OR), heterogeneidade (I?) e
Funnel plots com P<0,05.

Resultados: No total, vinte e um estudos caso/controle foram selecionados com 2.174
pacientes com periodontite crénica e 1.756 controles. A metanalise mostrou que o
alelo T esta ligado com a periodontite crénica (OR= 1,22, 95% IC: 1,09, 1,36, P =
0,0004) com um valor decrescente de heterogeneidade (12 = 15%, P = 0,28) O gendtipo
TT foi associado aos pacientes com periodontite crénica (OR = 1,40, 95% IC: 1,07,
1,83, P = 0,01) N&o foi encontrado nenhum viés de publicacdo nessa metanalise por
auséncia assimetria no Funnel plot.

Conclusao: Essa metandlise com 2.174 pacientes com periodontite crénica e 1.756
controles evidenciou que o polimorfismo -889 C/T esta associado ao risco de
desenvolvimento da periodontite crénica sem valor significante para a

heterogeneidade na avaliacéo alélica.
Palavras-chave: Alelos, odds ratio, doenca periodontal, citocinas.

Introducéo

A periodontite € uma doenca cronico-inflamatoria causada pelo acumulo de placa
bacteriana no sulco gengival e consequente resposta imune com envolvimento de
processo multifatorial (TENG et al., 2003). A doenca recebe varias classificacdes entre
elas as mais comuns: periodontite agressiva e periodontite crénica.

Na fisiopatologia da periodontite crénica sérios mediadores inflamatoérios contribuem
com o dano no sitio periodontal bem como no tecido conjuntivo e perda de 0sso
alveolar (AGRAWAL et al., 2006). Por exemplo, tem sido a interleucina-1 (IL-1) que
tem um papel participativo no processo inflamatério encontrado na periodontite
cronica com suas variantes fisiologicas: IL-1A, IL-1B e o receptor antagonista IL1.
IL-1 Facilita e amplifica a resposta inflamatoria induzindo a adesdo de moléculas para
o infiltrado celular (GRAVES; COCHRAN, 2003) e a estimulacdo de mondcitos com
reabsorcdo 6ssea (MANEY; OWENS, 2015). Variantes genéticas no gene da IL-1A
foram associadas a um elevado risco na periodontite crénica pelo elevado nivel desta
citocina no fluido gengival (QUAPPE, JARA, LOPEZ, 2004), mas os resultados s&o
contraditorios.

Trés metanalises avaliando o polimorfismo -889 C/T no gene da IL-1A e periodontite
cronica estdo disponiveis na literatura (KARIMBUX et al., 2012; MAO et al., 2013;

NIKOLOPOULOS et al., 2008) e determinaram a associacdo deste polimorfismo ao
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risco de desenvolvimento da periodontite crénica. Metandlise € uma ferramenta
estatistica usada por sua capacidade de detectar associagéo entre estudos e anular
a cobertura limitada de estudos de variabilidade genética que estudos mais simples e
pequenos trazem.

Contudo, desde 2013 um significante numero de estudos foram publicados
(ARMINGOHAR et al., 2014; BOUKORTT et al., 2015; LAVU et al., 2015; PURI et al.,
2015; ZUCCARELLO et al., 2014), esses novos dados podem trazer outros resultados
existentes na literatura.

Assim, o objetivo deste estudo foi realizar uma metanalise com achados recentes que
possam esclarecer a relagdo entre o polimorfismo-889C/T e o risco de

desenvolvimento da periodontite cronica.

Material e métodos

-Fontes de dados

Uma pesquisa sistematica na literatura foi executada por trés investigadores na base
de dados biomédica e educacional (Cochran Library, Google Scholar, MEDLINE e
PubMed) para estudos publicados anteriormente a 2 de agosto de 2015 determinado
a associacao do polimorfismo -889C/T no gene IL-1A e o risco de desenvolvimento de
periodontite cronica. A seguinte combinac¢ao de palavras chave foi usada na busca
sistematica: (interleukin ou cytokine) e (polymorphism ou -889 C/T ou rs1800587) e
(periodontitis ou periodontal disease). Nenhuma restricdo de linguagem foi usada na
busca e todas as citacfes dos artigos foram analisadas para identificacdo de estudos
potenciais adicionais.

-Critérios de inclusao

Os artigos foram incluidos nesta metanalise caso preenchessem o0s seguintes
critérios: [1] trouxessem avaliacdo do polimorfismo citado e o risco de
desenvolvimento de periodontite cronica; [2] estudos fossem do tipo caso/controle; [3]
apresentasse as frequéncias genotipicas documentadas; [4] os pacientes inclusos na
pesquisa tivessem recebido diagndstico de periodontite crénica confirmado por meio
de achados radiograficos e avaliacdo clinica. Estudos que nao trouxessem
informagdes suficientes sobre as frequéncias alélicas ou genotipicas ou nhao
respeitassem algum ponto dos critérios acima foram excluidos.

-Extracéo de dados



40

Dois investigadores independentemente revisaram todos os estudos e extrairam 0s
dados seguindo formulario padronizado. Os dados foram coletados segundo autores,
ano de publicacdo, etnia, design de estudo (caso/controle), nimero de casos e
controles, idade e subgrupo de estudo.

-Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com uso do software Review Manager
versdo 5.2 e com viés de publicacdo do software estatistico Comprehensive Meta-
analysis versao 3.3.070 [2014]. O teste do qui-quadrado baseado no teste Q (I?) foi
usado para atestar a presenca heterogeneidade. Quando o valor de (I?) ndo foi
significante (12<50%, P>0,05) o modelo de efeito-fixo (fixed-effect) foi usado para
estimar o valor de Odds Ratio (OR). Por outro lado, quando a heterogeneidade foi
significante (12>50%, P<0,05), o modelo de efeitos aleatdrios (random-effects) foi
usado para calcular o indice (OR). Em ambos os métodos o valor de P<0,05 foi
considerado estatisticamente significante. O teste de Begg e o teste de regresséo
linear de Egger foram utilizados para avaliar potencial viés de publicagdo com
assimetria no Funnel plot. Todos os dados do estudos foram dados dicotdmicos
expressos como indice OR com 95% de intervalos de confianca (IC) para avaliar a
associacao entre o polimorfismo do gene IL-1A e a periodontite.

Resultados

-Caracteristicas dos estudos inclusos

Vinte e um estudos casos/controle (AL-HEBSHI; SHAMSA; AL-AK'HALI, 2012,
ANUSAKSATHIEN et al., 2003; ARMINGOHAR et al., 2014; BOUKORRT et al., 2015;
BRAOSI et al., 2012; BRETT et al., 2005; DUAN; ZHANG; ZHANG, 2002; GORE et
al., 1998; KARASNEH et al., 2011; LAINE et al., 2001; LOPEZ; JARA; VALENZUELA,
2005; LOPEZ, VALENZUELA; JARA, 2009; PURI et al., 2015; ROGERS et al., 2002;
SCHULZ; STEIN, 2011; SHIRODARIA et al., 2000; TREVILATTO et al., 2011; VAMSI
et al., 2015; WAGNER et al., 2007; ZUCCARELLO et al., 2014) foram identificados
no final da pesquisa na literatura e incluidos na metanalise (Figura 1). Os estudos

foram publicados no intervalo de 1998 até 2015.

No geral a presente metanalise totaliza 2.174 pacientes com periodontite crénica e
1.756 controles de varios grupos étnicos (Tabela 1). Quatorze estudos foram

realizados em caucasianos, quatro em populagdo asiatica e dois em populagéo
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miscigenada, trés estudos realizaram uma avaliagéo estratificada em fumantes e nao

fumantes.

Figura 1. Fluxograma de selecdo dos estudos inclusos na metanalise

Artigos identificados nas bases de dados
(n=176)

Duplicados removidos (n=91)

Identificagio

Artigos apos remocdo de duplicados
(n=285)

Artigos excluidos (n = 63):
Artigos avaliados Periodontite agressiva (n = 26)
— ‘(n =85) B Metanalise (n = 3)
Outros polimorfismos (n = 19)
Revisdes da literatura (n = 15)

3 Artigos incluidos na s’xlgtese quantitativa : Betnds aituids
7 (m(etani ,: se) Dados insuficientes (n=1)
n=22

Total de estudos incluidos na sintese
quantitativa (metanalise)
(n=21)

Analise

-Resultados estatisticos

A metanalise mostrou que o polimorfismo -889 C/T no gene IL-1A esta associado ao
elevado risco de desenvolvimento da periodontite cronica. Na avaliacao alélica, quatro
estudos (ANUSAKSATHIEN et al., 2003; DUAN; ZHANG; ZHANG, 2003; HUANG;
ZHANG, 2004; WAGNER et al., 2007) causaram uma elevada heterogeneidade (12 =
71%, P<0,00001) e estiveram fora dos limites no grafico de Funnel plot, depois da
exclusdo, a heterogeneidade diminuiu tornando-se nao interferente (12 = 15%, P =
0,28), apesar disso, esses estudos nao causaram heterogeneidade na avaliacao

genaotipica.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos estudos inclusos na metanalise

PRIMEIRO AUTOR MODELO DE TAMANHO SUBGRUPO DE
ANO ETNIA ESTUDO AMOSTRAL ESTUDO
Gore 1998 Caucasianos Caso/Controle 32/32 PC — Saudaveis
Shirodaria 2000 Caucasiansos Caso/Controle 83/27 Fumantes — Nao
Fumantes
Laine 2001 Caucasianos Caso/Controle 105/53 Fumantes — Nao
Fumantes
Duan 2002 Asiaticos Caso/Controle 47/94 PC — Saudaveis
Rogers 2002 Caucasianos  Caso/Controle 105/60 PC — Saudaveis
Anusaksathien 2003 Asiaticos Caso/Controle 55/43 PC — Saudaveis
Huang 2004 Asiaticos Caso/Controle 182/89 PC — Saudaveis
Brett 2005 Caucasianos  Caso/Controle 57/100 PC — Saudaveis
Lopez 2005 Caucasianos  Caso/Controle 330/101 Fumantes — N&o
Fumantes
Wagner 2007 Caucasianos  Caso/Controle 95/89 PC — Saudaveis
Lopez 2009 Caucasianos  Caso/Controle 224/208 PC — Saudaveis
Karasneh 2011 Caucasianos  Caso/Controle 100/80 PC — Saudaveis
Schulz 2011 Caucasianos  Caso/Controle 72/89 PC — Saudaveis
Trevilatto 2011 Outra Caso/Controle 69/44 PC — Saudaveis
Al-Hebshi 2012 Caucasianos  Caso/Controle 40/40 PC — Saudaveis
Braosi 2012 Outra Caso/Controle 130/116 PC — Saudaveis
Armingohar 2014  Caucasianos  Caso/Controle 36/38 PC — Saudaveis
Zuccarrello 2014 Caucasianos  Caso/Controle 101/105 PC — Saudaveis
Boukorrt 2015 Caucasianos  Caso/Controle 91/128 PC — Saudaveis
Puri 2015 Asiaticos Caso/Controle 20/20 PC — Saudaveis
Vamesi 2015 Asiaticos Caso/Controle 200/200 PC — Saudaveis

PC = Periodontite crénica

Os gréficos de forest plot do alelo T versus o alelo C na analise geral e do alelo C
versus o alelo T estdo mostrados nas figuras 2A e 2B, respectivamente.

O alelo T esta significativamente associado a casos (OR = 1,22, 95% IC: 1,09, 1,36,
P =0,0004) e o alelo C ao grupo controle (OR =0,82, 95% IC: 0,73, 0,92, P = 0,0004).
Em ambos os célculos o0 modelo estatistico de efeito fixo foi usado para estimar o valor
de OR.

Além disso o0 gendtipo TT foi associado aos pacientes com periodontite crbnica na
analise geral (OR = 1,40, 95% IC: 1,07, 1,83, P = 0,01). A tabela 2 traz todos os
modelos genéticos calculados assim como a andlise estratificada por etnia, fumantes
e ndo fumantes. A tabela 3 contém dados sobre a heterogeneidade em todos os
modelos calculados.

-Andlise sensitiva e viés de publicacdo

Para avaliar o efeito individual dos estudos, uma analise sensitiva foi executada
omitindo cada estudo para quantificar o impacto do estudo no valor do indice OR.
Nenhum estudo individualmente mudou o valor agrupado de OR, sugerindo assim que

o resultados desta metanalise foram precisos.
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O teste de Begg e o teste de regressao linear de Egger ndo revelaram viés de
publicacdo na avaliacdo alélica (P = 0,901 e P = 0,791, respectivamente) como
mostrado pela auséncia de assimetria no Funnel plot na figura 3.

Discusséo

A interleucina 1A € uma molécula soltvel que participa na resposta do hospedeiro
contra agentes microbiolégicos guiando células inflamatorias em sitios de infeccao,
estimulacéo de mondcitos e reabsorcido 6ssea (QUAPPE; JARA; LOPEZ, 2004). Em
um experimento em que células lisadas foram injetadas na cavidade periodontal de
ratos em um modelo de peritonite, uma resposta inflamatéria por infiltracdo de
neutrofilos ocorreu de maneira dependente de IL-1A (EINGENBROD et al., 2008).
Como uma interleucina que modula respostas imunes por acdo de mondcitos, a
variacdo desse gene pode predispor um processo inflamatério severo durante a
periodontite. Tem sido relatado diversos fatores genéticos variantes no gene IL-1A
associado com a periodontite, mas os resultados sao inconsistentes.

Essa metandlise foi executada para avaliar a mudanca do alelo C para o alelo T dentro
da posicao -889 do gene e demostrou o polimorfismo associado ao elevado risco no
desenvolvimento da periodontite crbnica na avaliagdo geral com o valor nao
significante de heterogeneidade. Tais achados podem ser explicados por estudos
publicados ha dois anos.

Zucarrello et al., (2014) demonstrou a ndo associagao entre seus resultados sobre o
polimorfismo -889 no gene IL-1A na periodontite cronica quando comparado a estudos
publicados anteriormente por meio da técnica Comparison of the Cariage-rate of the
Rare Allele (CRA). Quando comparados por metandlise, os dados sdo combinados
com varios outros resultados aumentando o poder de associacao.

O polimorfismo -889 C/T nesta citocina também foi relatado em outros processos
inflamatorio tais como o desenvolvimento de dermatite irritativa de contato (LANDECK
et al., 2012). Uma significante associacao entre esse polimorfismo e elevados niveis
de IL-1A em periodontite agressiva localizada foi identificada previamente
(HAVEMOSE-POULSEN et al., 2007), mas nao no risco de cancer de pulméo em
populacao chinesa (genotipo TT — OR = 0,809, 95% CI: 0,18, 3,56, P = 0,779) (BAI
et al., 2013).

Na avaliagcdo estratificada por etnia o alelo T foi associado ao risco de

desenvolvimento da periodontite crénica na populacdo caucasiana (OR = 1,33, 95%
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IC: 1,17, 1,50, P<0,000001). Esse achado contradiz outros estudos realizados na
populacdo caucasiana feitos na Austrdlia (ROGERS et al., 2002) e Algéria
(BOUKORRT et al., 2015).

Uma metandalise anterior avaliou o polimorfismo -889 C/T no gene da IL-1A em adultos
brancos com periodontite crénica e mostrou associa¢ao entre a variagdo genética e a
doenca (KARIMBUX et al., 2012), contudo os resultados desse estudo sao
inconsistentes por causa da elevada heterogeneidade. Heterogeneidade prova o
guanto os estudos séo inconsistentes o que configura como importante fato para
metandlises pois a presenca ou auséncia da heterogeneidade pode afetar o modelo
estatistico aplicado aos dados (HIGGINS et al., 2003).

Embora um estudo demonstre que ndo hé associagéo entre os genétipos TT e CC em
pacientes com a doenca quando comparados ao controles na populacdo Norueguesa
(ARMINGOHAR et al., 2014), esses dois gendtipos sao associados com pacientes
com periodontite crénica na presente metanalise (Tabela 2).

Esse polimorfismo foi descrito em associacdo com maior frequéncia em pacientes com
periodontite crénica (HUANG; ZHANG, 2004). Na avalicdo sobre a etnia Asiatica, 0s
resultados indicaram que o polimorfismo -889 ndo esteve associado com a
periodontite crénica em todos os modelos genéticos calculados (Tabela 2). Esse dado
pode ser enviesado pela elevada heterogeneidade e uso de efeitos aleatérios
(Random-effects) como modelo estatistico para avaliacao estratificada.

Em populacédo miscigenada, a metanalise ndo mostrou associagao significativa entre
o polimorfismo -889 e 0 gene IL-1A e o risco de periodontite crénica na avaliagdo T
versus C (OR =0,97,95% IC: 0,70, 1,35, P =0,87), corroborando dados anteriormente
encontrados sobre a populacdo Brasileira (TREVILATTO et al., 2011). A variagao
racial na populacao Brasileira pode explicar os diferentes resultados publicados em
outro estudo sobre polimorfismo (BRAOSI et al., 2012).

A avaliagdo sobre esse polimorfismo em fumantes e ndo fumantes foi realizada e n&o
indicou associacdo entre a periodontite cronica. No entanto, o limitado nimero de
estudos pode representar um viés nessa metanalise (LAINE et al., 2001; LOPEZ;
JARA; VALENZUELA, 2002; SHIRODARIA et al., 2000).

Meisel et al., (2002) sugeriram uma ligacao entre as medidas de extenséo de bolsas

periodontais em fumantes com genotipo positivo para o polimorfismo no gene IL-1A.
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Figura 2. A Forest plot de comparacao para o alelo T no polimorfismo -889 C/T no

gene da IL-1A e o risco de periodontite cronica. B Forest plot de comparacgéo para o

alelo C no polimorfismo -889 C/T no gene da IL-1A e o risco de periodontite crénica
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Tabela 2. Metanalise do polimorfismo -889 C/T no gene da IL-1A e o risco de

periodontite crénica (modelos alélicos e genotipicos)

Variavel Comparacgéao
(n)
-889 C/IT
Geral 21
Caucasianos 14
Asiaticos 5
Miscigenada 2
Fumantes 3
Nao Fumantes 3
Variavel Comparacéao
(n)
-889 C/IT
Geral 21
Caucasianos 14
Asiaticos 5
Miscigenada 2
Fumantes 3
N&ao Fumantes 3
Variavel Comparacéao
(n)
-889 C/IT
Geral 21
Caucasianos 14
Asiaticos 5
Miscigenada 2
Fumantes 3
Nao Fumantes 3

Caso/ M versus m m versus M
Controle
OR (95% IC) P OR (95% IC) P
2.174/ 1,22 (1,09, 1,36) 0,0004 0,82 (0,73, 0,92) 0,0004
1.756
1.441/ 1,33 (1,17, 1,50) <0,00001 0,76 (0,67, 0,86) <0,0000
1.119 1
504/446 1,70 (0,67, 4,33) 0,27 0,59 (0,23, 1,50) 0,27
199/160 0,97 (0,70, 1,35) 0,87 1,03 (0,74, 1,43) 0,87
229/165 1,02 (0,73, 1,41) 0,92 0,93 (0,66, 1,30) 0,66
289/170 1,28 (0,94, 1,74) 0,12 0,78 (0,57, 1,07) 0,12
Caso/ MM versus Mm/mm mm versus Mm/MM
Controle
OR (95% IC) P OR (95% IC) P
2.174/ 1,22 (0,95, 1,58) 0,12 0,77 (0,67, 0,89) 0,0005
1.756
1.441/ 1,09 (0,80, 1,48) 0,60 0,71 (0,60, 0,84) <0,0001
1.119
504/446 1,23 (0,59, 2,58) 0,58 0,53 (0,17, 1,66) 0,27
199/160 0,98 (0,41, 2,32) 0,96 1,04 (0,68, 1,58) 0,86
229/165 0,75 (0,30, 1,86) 0,54 0,84 (0,55, 1,27) 0,40
289/170 0,77 (0,35, 1,72) 0,52 0,62 (0,42, 0,93) 0,02
Caso/ MM versus mm mm versus Mm
Controle
OR (95% IC) P OR (95% IC) P
2.174/ 1,40 (1,07, 1,83) 0,01 0,78 (0,67, 0,91) 0,002
1.756
1.441/ 1,67 (1,25, 2,21) 0,0004 0,74 (0,62, 0,88) 0,0006
1.119
504/446 1,25 (0,59, 2,66) 0,56 0,53 (0,17, 1,71) 0,29
199/160 0,96 (0,40, 2,33) 0,93 1,04 (0,67, 1,60) 0,86
229/165 0,83 (0,32, 2,15) 0,71 0,80 (0,52, 1,23) 0,31
289/170 1,11 (0,47, 2,64) 0,81 0,59 (0,39, 0,89) 0,01

OR = 0Odds Ratio, IC = Intervalo de confianca, m = alelo selvagem, M = alelo mutado,
Miscigenada = Americanos e outras etnias, Valores em negrito = Modelo de efeitos aleatérios

utilizados
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Tabela 3. Valor de heterogeneidade para todos os modelos alélicos e genotipicos na

metanalise
Variavel Comparagd  Caso/Control M m versus M MM versus mm
0 e versus
m
(n) 12 P 12 P 12 P
(%) (%) (%)
-889 C/T
Geral 21 2.174/1.756 15 0,28 15 0,28 23 0,19
Caucasiana 14 1.441/1.119 28 0,16 33 0,11 34 0,11
Asiatica 5 504/446 88 <0,000 88 <0,000 NA -
1 1
Miscigenad 2 199/160 0 0,52 0 0,52 0 0,48
a
Fumantes 3 229/165 0 0,55 0 0,52 0 0,58
Nao 3 289/170 0 0,78 0 0,78 0 0,81
Fumantes
Variavel Comparacd  Caso/Control MM versus mm versus mm versus
o] e Mm/mm Mm/MM Mm
(n) 12 P 12 P 12 P
(%) (%) (
%
)
-889 C/T
Geral 21 2.174/1.756 23 0,19 0 0,65 0 0,77
Caucasiana 14 1.441/1.119 0 0,55 0 0,62 0 0,83
Asiética 5 504/446 NA - 90 <0,00001 90 <0,0000
1
Miscigenad 2 199/160 0 0,53 0 0,59 0 0,69
a
Fumantes 3 229/165 0 0,69 0 0,53 0 0,61
Nao 3 289/170 0 0,82 0 0,90 0 0,87
Fumantes

I2 = Heterogeneidade, m = alelo selvagem, M = alelo mutado, Miscigenada = Americanos e outras
etnias, NA = Nao aplicavel

Além disso, em outro estudo foi provado que o habito de fumar aumenta a perda de

insercédo dental independente do gendtipo IL-1A, e a interacédo entre o gendtipo e o

tabagismo causa um elevado risco de periodontite (MEISEL et al., 2004).

Nossos dados demonstraram como o alelo T predispde ao desenvolvimento da

periodontite crénica. Tais dados tornam-se mais significativos quando comparados

com outro estudo com 0 mesmo polimorfismo, polimorfismo -889 C/T no IL-1A em
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pacientes com peri-implantite (P = 0,024) o qual mostrou um valor elevado de
associacdo (OR = 10,9) para individuos que apresentaram periodontite (GARCIA-
DELANEY et al., 2015). A associacdo dessas informac¢des em conjunto com outros
dados (CHAMBRONE et al.,, 2014; KARIMBUX et al., 2012; MAO et al., 2013;
NIKOLOPOULOS et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2012) pode fornecer um alerta
para implantes cirdrgicos em individuos com histérico anterior de periodontite.

Figura 3. Funnel plot para viés de publicagdo na metanalise sobre o polimorfismo -

889 C/T no gene da IL-1A e o risco de periodontite cronica
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Embora esses resultados sejam robustos e essa metanalise seja a primeira a avaliar
somente este polimorfismo; a metanalise apresentou algumas limitacées.

Primeiro, na populacdo asiatica, a metanalise foi interferida por uma elevada
heterogeneidade sendo usado modelos de efeitos aleatdrios como modelo estatistico.
O erro estatistico do Tipo 1 pode estar causando os resultados encontrados. Segundo,
0s artigos publicados ap0s a ultima metanalise identificada na literatura (MAO et al.,
2013) trouxe um impacto elevado para quantificar a associacdo entre esse
polimorfismo e a periodontite com valor reduzido de heterogeneidade. No entanto

mais estudos sdo necessarios para concluir a influéncia do polimorfismo -889 C/T no
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gene IL-1A na periodontite cronica, especialmente com foco em informagdes sobre o
género dos pacientes inclusos no estudo.

Em concluséo, esta metanalise composta por vinte e um estudos em varios grupos
étnicos totalizando 2.174 pacientes com periodontite cronica e 1.756 controles,
mostrando o alelo T no -889 C/T foi associado ao risco do desenvolvimento da
periodontite (OR = 1,22, 95% IC: 1,09, 1,36, P = 0,0004) e o alelo C foi associado ao
grupo controle (OR = 0,82, 95% IC: 0,73, 0,92, P = 0,0004), ambos na analise geral.
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Objetivo: Diversos fatores estdo envolvidos na periodontite com resposta do
hospedeiro por meio de citocinas bem como pela influéncia de polimorfismos em
genes de citocinas. Dentre os polimorfismos nos genes de citocinas associados com
periodontite existe o polimorfismo rs1143634 no gene da interleucina-1B. A literatura
traz varios estudos com abordagem sobre a associacdo entre o polimorfismo e a
doenca, no entanto, os resultados permaneceram contraditorios. Metandlises
anteriores objetivaram esclarecer esta associa¢ao, no entanto outros estudos estao
disponiveis na literatura os quais podem trazer novas informagcdes neste campo.
Assim, este estudo objetivou avaliar o polimorfismo rs1143634 no gene da
interleucina-1B, um gene de citocina, e 0 risco de periodontite cronica com a
realizacdo de uma metanalise baseada em estudos atuais na literatura com foco na
etnia.

Métodos: Uma revisao na literatura foi realizada em diversas bases de dados para
estudos publicados anteriormente a 29 de setembro de 2016. Os dados foram
extraidos por dois examinadores calibrados e os calculos da metanalise foram obtidos
por meio dos softwares estatisticos Review Manager versdo 5.2 com célculo de Odds
Ratio (OR) e Funnel plot (P<0,05) para heterogeneidade, e Comprehensive Meta-
analysis versdo 3.3.070 para quantificar o viés de publicacdo por meio dos testes de
Egger e Begg.

Resultados: 54 estudos caso/controle compuseram a metandlise. O alelo T foi
associado aos pacientes caso (OR = 1,35, 95% CI: 1,24, 1,48, P<0,00001) na analise
geral. A analise estratificada mostrou que o polimorfismo rs1143634 teve associacao
significante com a doenca em popula¢cfes Caucasiana, Asiatica e miscigenada, mas
nao na etnia Africana (P>0,05). Nenhum viés de publicacdo foi encontrado na analise
alélica.

Conclusbes: Esta metanalise com 9.376 pacientes em 54 estudos caso/controle
revelou que o polimorfismo rs1143634 foi associado ao elevado risco de periodontite
cronica na analise geral bem como em Caucasianos, Asiaticos e populacao

miscigenada.

Introducéo
Doencas periodontais sdo um grupo de desordens inflamatérias que afetam os tecidos

ao redor dos dentes como resposta a presenca de biofilme nos sitios subgengivais
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(CHAPPLE; MILWARD; DIETRICH, 2007). A doenca atingiu cerca de 64,7 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos da América entre 2009 e 2012 (EKE et al., 2015) com
consideravel prevaléncia no norte da Italia (AIMETTI et al., 2015) e em populacdo
Brasileira (SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014).

As doencas periodontais recebem diversas classifica¢des clinicas os quais as formas
cronica e agressiva sdo as mais comuns na odontologia. Periodontite créncia é
caracterizada pela resposta imune do hospedeiro contra a infeccdo bacteriana com
destruicdo dos tecidos ao redor dos dentes de forma irreversivel (HONG et al., 2015).
Embora as bactérias sejam responsaveis por iniciar a reac¢do inflamatéria no
periodonto, a resposta do hospedeiro tem importante papel na destruicdo tecidual
mediada por citocinas (GRAVES, 2008). Sendo uma doenca multifatorial, diversos
polimorfismos genéticos em genes de citocinas foram indicados por predisporem ao
elevado dano nos sitios periodontais evidenciando o papel da variabilidade genética
na patogénese da periodontite cronica (LI et al., 2012; SCAREL-CAMINAGA et al.,
2004; ZHANG et al., 2014).

Dentre as citocinas estudadas na fisiopatologia da periodontite cronica tem-se a
interleucina (IL) 1B. Esta citocina é codificada por um cluster que expressa trés
diferentes moléculas inflamatorias: IL-1A, IL-1B e o receptor antagonista da IL-1
(GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013). IL-1B promove destruicao tecidual
incluindo intensa perda &ssea alveolar, especialmente quando estimulada por
leucotixinas liberadas de bacterias gram-negativas envolvidas na periodontite cronica
(AUERKARI et al., 2013). Além disso, IL-1B é produzida por diversos tipos celulares
incluindo mondcitos, macréfagos, células epiteliais e fibroblastos com modificacéo da
resposta do hospedeiro para o dano tecidual e inflamacéo (BIGILDEEYV et al., 2013).
Polimorfismos na IL-1B tais como rs16944 e rs1143634 foram relatadas com a forma
agressiva da periodontite (HU et al., 2015; MASAMATTI et al., 2012). Por outro lado,
0s resultados sobre o polimorfismo rs1143634 e sua influéncia sobre a periodontite
cronica sdo contraditorios e necessitam de uma melhor abordagem. Uma metandlise
anterior com 36 estudos caso/controle indicou forte associagéo entre o polimorfismo
citado com periodontite cronica (DENG et al., 2013). Porém, desde esse ano, varios
outros estudos foram publicados em populacdes Caucasiana (BALDINI et al., 2013),
Africana (WAGAIYU et al., 2014; WAGAIYU et al., 2015) e Brasileira (BRAOSI et al.,
2012; MENDONCA et al., 2015), bem como em outras populacdes (ISAZA-GUZMAN



56

et al., 2016) os quais podem trazer outros resultados com maior poder de associacao.
Assim, uma melhor avaliacdo destes dados e etnia é requerida.

Além disso, embora haja uma outra metanalise publicada apenas ha um ano com
informacdes sobre o polimorfismo rs1143634 na IL-1B e periodontite crénica em
populacdo asiatica (MA et al., 2015), uma nova metanalise com mais informacdes
sobre outra etnias composta por recentes estudos ndo esta disponivel na literatura.
Portanto, este estudo objetivou avaliar a influéncia do polimorfismo rs1143634 no
gene da IL-1B e o risco de desenvolvimento de periodontite cronica por meio de uma
metanalise com abordagem étnica incluindo resultados de recentes dados disponiveis

na literatura.

Materiais e Métodos

Esta metanalise seguiu as recomendacdes do protocolo PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (MOHER et al., 2009).

Critérios de escolha

Os artigos foram inclusos nessa recente metanalise caso se encontrassem em todos
0s seguintes critérios: (1) Avaliassem o polimorfismo citado e o risco de
desenvolvimento de periodontite cronica; (2) Estudos fossem do tipo caso/controle;
(3) O grupo controle fosse composto por individuos saudaveis sem histérico prévio de
doencas sistémicas; (4) A frequéncia genotipica fosse documentada; (5) O diagndstico
de periodontite crénica nos pacientes fosse confirmado por meio de avaliacéo clinica
e/ou achados radiograficos, bem como a determinacdo dos controles saudaveis.
Estudos que néo trouxessem informacgdes suficientes sobre as frequéncias alélicas e
genotipicas ou que nao respeitaram qualquer um dos pontos acima citados foram
excluidos.

Estratégia de busca

Uma busca sistematica na literatura foi realizada por trés investigadores em bancos
de dados biomédicos e educacionais (China DATABASE, Cochrane Library, Google
Scholar, MEDLINE e PubMed) para estudos publicados anteriormente a 29 de
setembro de 2016 e abordando a associagcédo do polimorfismo rs1143634 no gene da
IL-1B e o risco de desenvolvimento de periodontite. As seguintes palavras chaves
combinadas foram usadas na busca na literatura: (“interleukin® ou “cytokine” ou
“‘interleukin-1B” ou “IL-1B”) e (“genetic variation” ou “rs1143634 polymorphism” ou

“+3953/4 C/T polymorphism”) e (“periodontitis” ou “periodontal disease” ou “chronic
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periodontitis”). Nenhuma restricdo de linguagem foi usada na busca e todas as
citacbes dos estudos foram escanadas para identificacdo de possiveis estudos
adicionais. Dois investigadores independentes reviram os resultados da busca
sistematica e qualquer desacordo foi resolvido pela consulta a um terceiro autor
quando necessério.

Processo de coleta dos dados

Dois investigadores independentes revisaram todos os estudos e extrairam os dados
usando um formulario padronizado. Os dados foram coletados sobre os autores, ano
de publicacdo, etnia, modelo de estudo (caso, controle), nimero de casos e controles,
média de idade e subgrupos de estudo.

Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o uso do software Review Manager
(versao 5.2, RevMan, Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2012) e
0os viés de publicacdo com o software estatistico Comprehensive Meta-analysis
(versao 3.3.070, 2014) disponivel como na versao teste.

O teste do qui quadrado baseado no teste Q (I2) foi usado para quantificar a presenca
de heterogeneidade com avaliacdo do Funnel plot para heterogeneidade. Quando os
valores de I2 ndo foram estatisticamente significativos (12<50%, P>0,05) o modelo de
efeito fixo foi utilizado para estimar o valor de Odds Ratio (OR) agrupado. Por outro
lado, quando a heterogeneidade foi significante (12>50%, P<0,05) o modelo de efeitos
aleatérios foi usado para calculo de OR. Em ambos os métodos o valor de P <0,05 foi
considerado estatisticamente significante. Seis modelos genéticos foram avaliados
considerando “M” como alelo mutado e “m” como alelo selvagem: (I) alelo M versus
alelo m, (Il) alelo m versus alelo M, (Ill) gendtipo MM versus genétipo mm, (IV)
gendtipo mm versus gendtipo MM, (V) gendtipo MM versus genétipos mm + Mm e (VI)
gendtipo Mm versus genédtipos MM + mm. O teste de Begg e o teste de regressao
linear de Egger (P<0,05) foram usados para avaliar potenciais viés de publicacdo das
associacdes tragas e a assimetria no grafico de Funnel plot também foi considerada.
Além disso, uma andlise sensitiva foi realizada para testar a validade dos resultados
agrupados por omisséo de um estudo incluso por vez para detectar efeitos individuais
nas analises gerais. Todos os dados nos estudos foram dados dicotdmicos expressos
como OR com 95% de intervalo de confianca (IC) para medir a associacao entre o

polimorfismo no gene da IL-1B e periodontite crénica.
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Resultados

Caracteristicas dos estudos

55 estudos caso/controle forma identificados ao final da busca na literature, um estudo
foi excluido da analise devido dados insuficientes (KORNMAN et al., 1997). Assim,
cinquenta estudos foram incluidos na metandlise (AL-HEBSHI et al.,, 2012;
AMIRISETTY et al., 2015; ANUSAKSATHIEN et al., 2003; ARCHANA et al., 2012;
ARMINGOHAR et al., 2014; BALDINI et al., 2013; BASCONES-MARTINEZ et al.,
2012; BOUKORRT et al., 2015; BRAOSI et al., 2012; BRETT et al., 2005; DAING et
al., 2015; DROZDZIK et al., 2006; DUAN et al., 2002; ROGERS et al., 2002;
FERREIRA et al., 2008; GALBRAITH et al., 1999; LAINE et al., 2001; LIN; PAN; YIN,
2003; GARLET etal., 2012; GAYATHRI et al., 2011; GONCALVES et al., 2009; GORE
et al., 1998; GUSTAFSSON et al., 2006; HAN; CHEN; LI, 2009; HUANG; ZHANG,
2004; ISAZA-GUZMAN et al., 2016; JANSON et al., 2006; KAARTHIKEYAN et al.,
2009; KARASNEH et al., 2011; KOBAYASHI et al., 2007; KOBAYASHI et al., 2009;
LAVU et al., 2015; LIN et al., 2003; LOPEZ; JARA; VALENZUELA, 2005; LOPEZ;
VALENZUELA; JARA, 2009; MA et al., 2011; MASAMATTI, et al., 2012; MENDONGCA
et al., 2015; MOREIRA et al., 2005; AGRAWAL et al., 2006; PRAKASH; VICTOR,
2010; SAKELLARI et al., 2003; SAKELLARI, 2006; SCHULZ et al., 2011; SHETE et
al., 2010; SOGA et al.,, 2003; TIAN et al.,, 2006; TREVILATTO et al., 2003;
TREVILATTO et al., 2011; WAGAIYU et al., 2014; WAGAIYU et al., 2015; WAGNER
et al., 2007; YANG et al., 2011; ZHONG et al., 2002; ZUCCARRELLO et al., 2014.)
como informado na figura 1 e publicados no intervalo de 1998 a 2016 (Tabela 1). No
geral, esta recente metanadlise incluiu 4.924 pacientes com periodontite crénica
representados pelo grupo caso e 4.452 pacientes saudaveis encontrados no grupo
controle. Os estudos foram realizados em varios grupo étnicos: vinte e um deles foram
realizados em Caucasianos, vinte e dois em Asiaticos, nove em populagédo

Miscigenada e dois em Africanos.

Metanalise

A metanalise mostrou que o polimorfismo rs1143634 no gene da IL-1B esta associado
ao elevado risco de desenvolvimento de periodontite cronica. Na avaliacao alélica,
treze estudos (ARCHANA et al., 2012; BASCONES-MARTINEZ et al., 2012; BALDINI
et al., 2013; DUAN et al., 2002; HUANG; ZHANG, 2004; ISAZA-GUZMAN et al., 2016;
LOPEZ; JARA; VALENZUELA, 2005; LOPEZ; VALENZUELA; JARA, 20009;
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PRAKASH; VICTOR, 2010; SHETE et al., 2010; WAGAIYU et al., 2014; WAGNER et
al.,, 2007; YANG et al.,, 2011) causaram elevada heterogeneidade (12 = 70%,
P<0,00001 para ambas as avaliacdes alélicas) e estiveram fora do limite no gréafico de
Funnel plot (Figura 2). Apos exclusdo houve decréscimo no valor de heterogeneidade
(12=27%, P = 0,06).

Estes estudos ndo causaram heterogeneidade nas avaliagdes genotipicas; portanto,
eles permaneceram na metanalise. O graficos de Forest plot para o alelo T versus o
alelo C na analise geral e para o alelo C versus o alelo T foram mostrados na figuras
3 e 4, respectivamente. O alelo T foi significantemente associado aos pacientes caso
(OR = 1,35, 95%, IC: 1,24, 1,48, P<0,00001) e o alelo C foi significantemente
associado aos grupo controle (OR = 0,74, 95% IC: 0,68, 0,81, P<0,00001).

Em ambos os célculos, 0 modelo estatistico de efeito fixo foi usado para calcular o
valor de Odds Ratio agrupado. Quando comparado com o alelo C, o alelo T foi
significantemente associado ao elevado risco de desenvolvimento da doenga em
Caucasianos, Asiaticos e populagcédo Miscigenada (OR = 1,25, 95% IC: 1,10,1,43, P =
0,0009; OR = 1,65, 95% IC: 1,40, 1,94, P<0,00001; OR = 1,27, 95% IC: 1,09, 1,49, P
= 0,002, respectivamente).

Por outro lado, o alelo T néo foi significantemente associado ao risco de periodontite
cronica na etnia Africana (P = 0,76). A tabela 2 traz todos os modelos genéticos
calculados bem como a analise estratificada por etnia; a figura 5A contém dados sobre

heterogeneidade em todos os modelos calculados.

Andlise sensitiva e viés de publicacao

Para avaliar o efeitos individual dos estudos, uma andlise sensitive foi realizada
omitindo cada um dos estudos por vez para medir 0 seu impacto no valor de OR
agrupado. Nenhum estudo em particular mudou o valor de OR agrupado, 0 que sugere
gue os resultados desta metanalise sdo acurados. O teste de Begg e o teste de
regressao linear de Egger nao revelaram qualquer indicacéo de viés de publicacdo na
avaliacdo alélica (P = 0,154 e P = 0,236, respectivamente) como mostrado pela

auséncia de assimetria no Funnel plot na figura 5B.
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Figura 1. Fluxograma de identificacéo, selecéo e inclusdo dos estudos na metanalise
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Nossos resultados incluem 54 estudos caso/controle com 4.924 pacientes e 4.452

controles evidenciando o papel do polimorfismo rs1143634 na IL-1B e o risco de

desenvolvimento de periodontite. Assim, para avaliar a influéncia deste polimorfismo

no gene da IL-1B e o risco de desenvolvimento de periodontite crénica nos realizamos

uma metanalise.

O alelo T no polimorfismo rs1143634 foi significantemente associado a periodontite

em pacientes diabéticos portadores de uma ou duas cOpias desse alelo, aumento o
risco da doenca (OR = 3,84, 95% IC: 1,20, 10,9, P = 0,03). (STRUCH et al., 2008).
Contudo, nossos resultados sobre o0 alelo T e o elevado risco de periodontite cronica

diferem de um estudo anterior o qual o alelo C foi associado aos pacientes com

periodontite juvenil (PARKHIL et al., 2000).




Tabela 1. Caracteristicas dos estudos inclusos na metanalise
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PRIMEIRO ANO ETNIA MODELO TAMANHO IDADE (ANOS) SUBGRUPO
AUTOR DE AMOSTRAL DE ESTUDO
ESTUDO
Gore 1998 Caucasianos C/Cc 32/32 43,3 +10,6/41,9 £ PC-Saudaveis
10,1
Galbraith 1999 Caucasianos C/Cc 40/45 48,4+9,2 PC-Saudaveis
Laine 2001 Caucasianos C/Cc 105/53 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Duan 2002 Asiaticos CiCc 54/94 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Rogers 2002 Caucasianos C/Cc 119/60 66/42 PC-Saudaveis
Zhong 2002 Asiéticos C/Cc 145/92 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Anusaksathien 2003 Asiaticos C/Cc 55/43 46,9+ 7,7/34,2 £ 12,2 PC-Saudaveis
Lin 2003 Asiaticos C/Cc 124/172 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Sakellari 2003 Caucasianos C/Cc 45/110 55,19 +9,9/25,46 + PC-Saudaveis
5,34
Soga 2003 Asiaticos C/Cc 64/64 50,5+ 7,0/42,6 + 16,0 PC-Saudaveis
Trevilatto 2003 Miscigenada C/Cc 69/44 43,6 £ 14,4/43,2 + PC-Saudaveis
14,0
Huang 2004 Asiaticos C/Cc 182/89 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Brett 2005 Caucasianos C/Cc 216/100 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Lépez 2005 Caucasianos C/Cc 330/101 30,23 £5,25/29,33 + Fumantes-N&o
5,47 Fumantes
Moreira 2005 Miscigenada C/Cc 98/31 DADOS NAO PC-Saudaveis
Agrawal 2006 Asiéticos C/Cc 90/30 MOSTRADOS PC-Saudaveis
DADOS NAO
MOSTRADOS
Drozdzik 2006 Caucasianos C/Cc 32/52 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Gustafsson 2006 Caucasianos C/Cc 13/13 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Janson 2006 Caucasianos C/Cc 20/21 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Sakellari 2006 Caucasianos C/Cc 204/90 50,70 £9,21/43,86 * PC-Saudaveis
1,2
Tian 2006 Asiéticos C/Cc 36/36 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Kobayashi 2007 Asiaticos C/Cc 200/100 50,8 +1,1/50,9+1,3 PC-Saudaveis
Wagner 2007 Caucasianos C/Cc 97/97 55(46-60)/50(41-57) PC-Saudaveis
Ferreira 2008 Miscigenada C/Cc 117/175 46,4 + 7,46/41,5 + PC-Saudaveis
7,38
Gongalves 2009 Miscigenada C/Cc 58/47 DADOS NAO HIV-
Han 2009 Asiéticos C/Cc 66/50 MOSTRADOS soronegativo-
DADOS NAO HIVsoropositivo
MOSTRADQOS PC-Saudaveis

...Continuagéo...

C — Caso. Cc — Controle, PC — Periodontite crénica
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PRIMEIRO  ANO ETNIA MODELO TAMANHO IDADE (ANOS) SUBGRUPO
AUTOR DE AMOSTRAL DE ESTUDO
ESTUDO
Kaarthikeyan 2009 Asiaticos C/Cc 30/31 37,00 +5,79/37,45 + Homens-
5,72 Mulheres
Kobayashi 2009 Asiaticos C/Cc 270/108 52,8+0,9/51,2+1,2 PC-Saudaveis
Lépez 2009 Caucasianos C/Cc 336/208 55,05+9,20/52,2+7,80 Com diabetes-
Sem diabetes
Prakash 2010 Asiaticos C/Cc 25/50 DADOS NAO Fumantes-Nao
MOSTRADOS Fumantes
Shete 2010 Asiaticos CiCc 97/101 35,21 PC-Saudaveis
Gayathri 2011 Asiaticos Ci/Cc 51/52 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Karasneh 2011 Caucasianos C/Cc 180/80 40,43 +11,25/22,28 + PC-Saudaveis
Ma 2011 Asiaticos C/Cc 96/104 5,43 PC-Saudaveis
DADOS NAO
MOSTRADOS
Schulz 2011 Caucasianos C/Cc 159/89 49,1 +9,4/46,2 + 10,8 PC-Saudaveis
Trevilatto 2011 Miscigenada  C/Cc 69/44 43,6 £ 14,4/43,2 £ 14,0  PC-Saudaveis
Yang 2011 Asiéticos Ci/Cc 215/219 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Al-Hebshi 2012 Caucasianos C/Cc 40/40 43,40 + 7,06/42,95+ PC-Saudaveis
Archana 2012 Asiaticos C/Cc 45/15 5,27 PC-Saudaveis
35
Bascones- 2012 Caucasianos C/Cc 25/25 41,96 + 8,31/36,56 PC-Saudaveis
Martinez +6,75
Braosi 2012 Miscigenada  C/Cc 182/64 53,4+12,2/38,1+9,3 PC-Saudaveis
Garlet 2012 Miscigenada C/Cc 390/218 49,54 + 6,47/47,48 + PC-Saudaveis
Masamatti 2012 Asiaticos C/Cc 60/30 5,96 PC-Saudaveis
Baldini 2013 Caucasianos C/Cc 42/39 44,4 +7,6/26 £ 4,7 PC-Saudaveis
60 + 9/55 + 15
Wagaiyu 2013 Africanos CiCc 100/100 DADOS NAO PC-Saudaveis
MOSTRADOS
Armingohar 2014 Caucasianos C/Cc 36/38 67,8 +6,9/71,5+8,0 PC-Saudaveis
Zuccarrello 2014 Caucasianos C/Cc 101/105 53(25-75)/25(20-59) PC-Saudaveis
Boukorrt 2015 Caucasianos C/Cc 151/128 37,36 + 8,82/ 26,69 + PC-Saudaveis
7,52
Daing 2015 Asiaticos C/Cc 28/47 45,21 +13,51/45,38 + PC-Saudaveis
14,38
Mendongca 2015 Miscigenada  C/Cc 134/213 35 PC-Saudaveis
Wagaiyu 2015 Africanos CiCc 94/94 37,88 + 3,29 PC-Saudaveis
Amirisetty 2015 Asiéticos CiCc 29/31 41,3/41,8 PC-Saudaveis
Lavu 2015 Asiaticos C/Cc 200/200 38,16 £8,4/29,64 +55  PC-Saudaveis
Isaza- 2016 Miscigenada C/Cc 124/81 48,48 +10,37/31,22 + PC-Saudaveis
Guzman 11,23

C — Caso, Cc — Controle, PC — Periodontite crénica

Além disso, evidéncias de uma metandlise avaliando o polimorfismo rs1143634 no

gene da IL-1B e o risco de periodontite agressiva sugeriu a nao associacao entre esta

variacao genética e o essa forma da doenca (avaliacdo alélica de T versus C: OR =
0,99, P =0,91) (CHEN et al., 2015).
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Um estudo avaliando o polimorfismo rs1143634 e a ocorréncia e severidade da
reabsorcdo radicular externa inflamatoria demonstra que o polimorfismo ndo esta
associado com a doenca (BASTOS et al., 2015).

Figura 2. A Funnel plot para avaliagdo de heterogeneidade para o alelo T no
polimorfismo rs1143634 no gene da IL-1B e o risco de periodontite cronica. B Funnel
plot para avaliacdo de heterogeneidade para o alelo C no polimorfismo rs1143634 no

gene da IL-1B e o risco de periodontite cronica
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Figura 3. Forest plot de comparacao para o alelo T versus o alelo C no polimorfismo

rs1143634 no gene da IL-1B e o risco de periodontite cronica

EHDETiI'I'IIEI'Ital Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% C
Agrawal 89 180 21 B0 1.7% 227 [1.24, 4.16] —
Al-Hehshi 28 a0 32 B0 21%  1.35[0.73, 2.54] -
Amitisetty 21 58 11 B2 08% 263113617 —_—
Anusaksathien o 108 1 85 02%  0.26(0.01, 653
Armingohar 25 72 16 76 1.2%  1.99[0.96, 4.16) —
Bourkorrt B0 182 89 256 B.1%  0.92 [0.62,1.38] -
Braosi 265 348 97 144 3.9%  1.62[1.06,2.49) ——
Brett 29 110 42 186 31%  1.10([0.65,1.89) -—
Daing 14 56 25 84 1.7%  0.92[0.43,1.96) —
Drozdzik 11 B4 23104 1.8%  0.73[0.33,1.62) —r
Ferreira B2 234 700 350 5.0%  1.44[0.98 213 ——
Galbraith 15 40 15 80  0F%  3.00[1.29,7.00] —_—
Garlet 115 394 82 428 73%  1.58(1.16,2.19) -
Gayathri 18 102 24 100 24%  0.65[0.34,1.35) —
Goncalves 23 116 13 84 1.4%  1.54[0.73,3.24] -
Gore 15 B4 16 B4 1.5%  0.92[0.41,2.06) —
Gustafsson 5 26 5 26 0A%  1.00[0.25 3.97) .
Han 4 132 3100 04%  1.01[0.22 4.62] —_— T
Jansson g 40 13 B2 1.0%  1.08[0.42, 2.86) —t
Kaanthikeyan g B0 8 B2 08%  1.19(0.43 337 S
Karasneh 52 200 45 160 42%  1.15[0.73,1.81] -
Kobayashi 20 a2 B 200 0.9%  1.84(0.73 4.65 S I
Kobayashi® 25 808 B 216 1.0%  1.81(0.73, 4.48] -—
Laine E0 210 2% 106 3.2% 1.1 [0.66, 1.89) -
Lawu 102 400 74400 BF%  1.51[1.08 2.11] -
Lin 25 248 24 344 21%  219[1.27,2.79) —
Ma Bl 192 37208 30%  2.15(1.35, 3.43 —
Masamati 23 B0 11 B0 0.8% 277 [1.20,6.39) —_—
Mendonga B2 268 115 426 7A%  1.19(0.85 1.67) =
Moreira 14 50 § &3 0.4%  4.12[1.36,12.45]
Rogers 4 210 25 120 34% 1.0 [0.58,1.75) —
Sakellari 28 a0 B4 220 31%  1.10[0.65,1.688] -
Sakellar® 28 112 45 180 3.2%  1.00[0.58, 1.72) —+
Schulz 6 144 43 176 35%  1.03[0.62,1.72 —+—
Sooa 4 128 5 128  06%  0.79(0.21,3.03] —_—
Tian 4 72 0 72 04% 9.53[0.50,150.25) ’
Trevilatta 118 138 B9 82 1.5%  1.62[0.81,3.24) —
Trevilatio® 20 138 19 88 24%  0.62[0.31,1.23 —r
Wagaiyu® a7 126 17 86 1.7%  1.93[1.01,32.70) —
Zhong 48 268 27 184 32%  1.28[077,214] -
Zuccarello 50 202 46 210 41% 117 [0.74,1.85] +—
Total (95% CI) 6600 6274 100.0%  1.35[1.24, 1.48] \
Total events 1741 1328
Heterogeneity, Chi*= 54.52, df = 40 (P = 0.06) F= 27% TR g

Testfor overall effect 2= 6.57 (P = 0.00001) More in control More in case
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Figura 4. Forest plot de comparacéo para o alelo C versus o alelo T no polimorfismo

rs1143634 no gene da IL-1B e o risco de periodontite cronica.

Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Agrawal a1 180 ad 4] 2.9% 0.44[0.24,0.81] -
Al-Hehshi 47 a0 48 a0 21% 0.74[0.39,1.38] B
Amirisetty ar a8 a1 G2 1.6% 0.38[0.16, 0.88)] B
Anusaksathien 108 108 g2a a6 0.0% 3.81[015, 9463]
Armingohar ar T2 g0 TH 1.8% 0.50[0.24,1.08] /1
Bourkorrt 122 182 167 2496 11% 1.08[0.72, 162 T
Braosi a0 348 47 144 4 6% 062 [0.40, 0.95] -
BErett a1 110 148 196 25% 0.91 [0.53,1.59)] -
Daing 12 a6 64 94 1.2% 1.09[0.581, 2.32] B
Dirozdzik a3 fd g1 104 1.0% 1.37 [0.62, 3.04] I —
Ferreira 172 234 280 3580 q.4% 0.3 [0.47,1.03] ]
Galbraith 25 a0 7a a0 1.6% 0.33[0.14,0.78] e
Garlet 274 354 340 428 a3.6% 0.63 [0.46, 0.86] -
Gayathri a4 102 F6 100 1.2% 1.47[0.74, 297 T
Gangalkes 93 116 a1 94 1.6% 065 [0.31, 1.36] T
Gore 14 fid 48 fid 1.0% 1.09[0.48, 2.45] I —
Gustafsson 21 26 21 26 0.4% 1.00[0.245, 3.97] B E—
Han 128 132 a9y 100 0.3% 0.99[0.22, 4.53] I E—
Janssaon i) an 45 Az 0.8% 0.91 [0.345, 2.39)] B
kaarthikeyan a1 G0 a4 G2 0.7% 0.84[0.30, 2.34] . E—
karasneh 138 200 115 160 36% 0.87 [0.549,1.38] -
kobayashi 352 arz 184 200 1.2% 0.54[0.21,1.38)] I
Kobayashi® 483 a08 20 216 1.3% 055 [0.22,1.37] T
Laine 140 210 r8 106 27% 0.90[0.53,1.52] .
Lawu 2498 400 326 400 7.5% 0.6G [0.47,0.93] -
Lin 213 248 320 344 34% 046 [0.26, 0.749)] —
Mz 131 192 171 208 17% 0.46[0.29,0.74] —
Masamatti ar G0 44 4] 1.7% 036 016, 0.83] B
Mendonga 186 268 M1 426 6.6% 0.84 [0.60,1.17] ™
Moreira 36 a0 A3 a8 1.2% 0.24 [0.08,0.73]
Rogers 166 210 95 120 2.3% 099057, 1.72 1
Sakellari G2 a0 186 220 2.5% 0.91 [0.53, 1.59] B
Sakellari® a4 112 135 180 23% 1.00[0.58,1.72) 1
Schulz 108 144 133 17E 27% 0.97 [0.58,1.62 -1
Soga 124 128 123 128 0.3% 1.26 [0.33, 4.80] I —
Tian ] T2 72 72 0.4% 010([0.01,1.99) ¢
Trevilatto 20 138 18 aa 1.8% 0E2[0.31,1.23] I
Trevilatto® 118 138 o] aa 1.1% 162 [0.81,3.29)] T
Wagaiyu® a4 126 7o 96 2.4% 052 [0.27,0.99) —
Zhong 218 266 187 184 30% 0.rFan.4y,1.31 i
Zuccarello 152 202 164 210 36% 0.85[0.54,1.39] -
Total (95% CI) G600 6274 100.0%  0.74 [0.68, 0.81] }
Total events 48449 1945

Heterogeneity, Chif=54.52, df=40{F=0.06); F=27%
Test for overall effect: £= 6.7 (F = 0.00001)

001 01
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Tabela 2. Metanalise de comparacao entre o polimorfismo rs1143634 no gene da IL-
1B e o risco de desenvolvimento de periodontite crénica (modelos alélicos e

genotipicos)

Variavel Comparacéao Caso/ M versus m m versus M
Controle
(n) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Geral 54 4.924/ 1,35 (1,24, 1,48) <0,00001 0,72 [0,68, 0,81] <0,00001
4.452
Caucasianos 21 1.712/ 1,25 (1,10, 1,43) 0,0009 0,80 (0,70, 0,91) 0,0009
1.603
Asiéticos 22 2.138/ 1,65 (1,40, 1,94) <0,00001 0,78 (0,69, 0,88) <0,0001
1.753
Miscigenada 9 923/963 1,27 (1,09, 1,49) 0,002 0,79 (0,67, 0,92) 0,002
Africanos 2 151/133 1,16 (0,45, 2,96) 0,76 0,86 (0,34, 2,21) 0,76
Variavel Comparacgéo Caso/ MM versus mm mm versus MM
Controle
(n) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Geral 54 4.924/ 1,70 (1,42, 2,03) <0,00001 0,77 (0,70, 0,85) <0,00001
4.452
Caucasianos 21 1.712/ 1,79 (1,36, 2,37) <0,0001 0,56 (0,42, 0,73) 0,0009
1.603
Asiéaticos 22 2.138/ 1,35 (0,97, 1,89) 0,07 0,74 (0,53, 1,03) <0,0001
1.753
Miscigenada 9 923/963 1,45 (1,06, 1,98) 0,02 0,69 (0,50, 0,94) 0,002
Africanos 2 151/133 1,17 (0,70, 1,93) 0,86 0,73 (0,17, 3,03) 0,76
Variavel Comparacéao Caso/ MM versus Mm/mm Mm versus mm/MM
Controle
(n) OR (95% IC) P OR (95% IC) =
Geral 54 4.924/ 1,39 (1,19, 1,63) <0,0001 1,03 (0,85, 1,25) 0,74
4.452
Caucasianos 21 1.712/ 1,63 (1,25, 2,12) 0,0003 1,07 (0,79, 1,45) 0,66
1.603
Asiaticos 22 2.138/ 1,24 (0,88, 1,73) 0,22 1,41 (1,21, 1,64) <0,0001
1.753
Miscigenada 9 923/963 1,40 (1,05, 1,86) 0,02 1,09 (0,78, 1,52) 0,63
Africanos 2 151/133 0,90 (0,48, 1,68) 0,73 1,54 (0,81, 2,89) 0,55

OR = Odds Ratio, IC = Intervalo de confianca, m = alelo selvagem, M = alelo mutado, Miscigenada =
Americanos e outras etnias, Valores em negrito = Modelo de efeitos aleatérios utilizado

Estes achados podem ser explicados pelos diferentes aspectos fisiopatolégicas para
estas classificacdes da doenca quando comparadas com a periodontite crénica. Além
disso, € importante destacar que os resultados desta recente metanalise, na avaliacao
alélica, sdo acurados pela heterogeneidade nédo significante e o uso do modelo
estatistico de efeito fixo para célculo do valor de OR (Tabela 2 e Figura 5A). Nesta
metanalise, uma avaliacdo para comparacdes genotipicas foi realizada e revelou que
o gendtipo TT foi associado ao risco de periodontite crénica na analise geral
(P<0,00001). O gendtipo positivo para o alelo T neste polimorfismo foi também

associado ao elevado numero de sitios de supuragdo em pacientes com peri-
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implantite mostrando uma susceptibilidade aumentada ao danos nos tecidos
periodontais (HAMDY; EBRAHEM, 2011) e, por outro lado, ao elevado risco de cancer
gastrico em populacéo chinesa (WEN et al., 2014).

Figura 5. A Valores de heterogeneidade em todos os modelos alélicos e genotipicos
calculados nesta recente metanalise. B Funnel plot para viés de publicacdo na

avaliacao alélica desta recente metanalise.

A
Variavel Comparison M versus m m versus M MM versus mm
(n) 12 (%) P 12 (%) P 12 (%) P
Geral 54 27 0,06 27 0,06 13 0,24
Caucasianos 21 27 0,14 27 0,14 4 0,40
Asiaticos 22 31 0,11 31 0,11 58 0,005
Miscigenada 9 49 0,07 49 0,07 0 0,57
Africanos 2 83 0,02 83 0,02 68 0,08
Variavel Comparison MM versus Mm/mm mm versus Mm/MM mm versus Mm
(n) 12 (%) P 12 (%) P 12 (%) P
Geral 54 20 0,12 19 0,14 73 <0,00001
Caucasianos 21 4 0,40 6 0,38 71 <0,00001
Asiaticos 22 28 0,07 36 0,11 13 0,65
Miscigenada 9 0 0,57 0 0,58 55 0,02
Africanos 2 68 0,08 53 0,14 10 0,29
B

Funnel Plot of Standard Error by Log odds ratio
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Para um melhor entendimento da relacdo entre este polimorfismo e periodontite
crbnica, uma analise estratificada foi realizada com base nas caracteristicas étnicas
dos pacientes envolvidos nos estudos selecionados. Diferencas entre racas
demonstraram influenciar os niveis séricos de anticorpos e concentracéo de IL-1B em
pacientes com periodontite juvenil (ALBANDAR et al., 2002).

Quatro grupos étnicos compuseram essa metandlise (Tabela 1). O grupo Caucasiano
representa vinte e um do total de estudos incluidos nos resultados. Uma significante
associacdo entre o polimorfismo no gene da IL-1B e o risco de desenvolvimento de
periodontite cronica foi encontrado (P<0,0009) com o alelo T apresentando elevado
valor de associacao (Tabela 2). Apesar dessa associacdo significante, resultados
contraditorios foram encontrados por Armingohar et al. (2014) e Sakellari et al. (2003).
A possivel explicacdo para estes dados é o maior poder de associacdo da metanalise.
O polimorfismo rs1143634 também foi associado ao elevado risco de desenvolvimento
de periodontite crénica na etnia Asiatica (Tabela 2). O alelo T neste polimorfismo
mostrou elevada frequéncia em populacdo coreana com valor de frequéncia
genotipica de 91,6% (PYO et al., 2003) e o gendtipo CT neste polimorfismo foi
associado ao maior risco de cancer gastrico em populacado chinesa (ZHANG et al.,
2005).

Uma metanalise anterior objetivando avaliar a associagdo entre o polimorfismo
rs1143634 no gene da IL-1B e periodontite cronica em populacéo asiatica trouxe 20
estudos caso/controle e mostrou que este polimorfismo aumenta o risco de
desenvolvimento da doenca (MA et al.,, 2015). Contudo, os autores utilizaram o
modelo de efeitos aleatérios para calculo de OR devido elevada heterogeneidade.
Heterogeneidade prova o quanto os estudos sdo inconsistentes o que é um importante
fato, porque a presenca ou auséncia de heterogeneidade pode interferir no modelo
estatistico aplicado aos dados (HUEDO-MEDINA et al., 2006). O uso de efeitos
aleatérios em calculos de metandlise também resulta em maior peso para estudos
contendo um tamanho amostral reduzido, o que pode nao ser totalmente confiavel
(KAVVOURA; IOANNIDIS, 2008).

Na presente metandlise, a avaliacdo na etnia asiatica foi composta por 22 estudos
caso/controle com mais participantes inclusos. Portanto, os dados trouxeram maior
significancia estatistica e menor valor de heterogeneidade (Figura 5A).

Uma significante associacdo entre o polimorfismo mencionado e o risco de

periodontite cronica também foi encontrado em dados estratificados pela populagéao
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miscigenada (Tabela 2). Oito dos nove estudos inclusos na andlise quantitativa
(metanalise) foram realizados em populacao Brasileira. Um estudo genético usando
28 diferentes marcadores informativos de ancestralidade esclareceram o perfil
genético heterogéneo de Brasileiros com maior contribuicdo da populacdo Europeia
(LINS et al., 2010), isso pode explicar os resultados similares observados na etnia
caucasiana e populagédo miscigenada. Entretanto, uma significante heterogeneidade
foi observada na avaliacdo alélica nos resultados apresentados (Figura 5A), assim
estes achados devem ser considerados com cautela.

Esta € a primeira metandlise a avaliar o polimorfismo citado e periodontite crénica na
etnia Africana. Dois estudos foram incluidos na analise e relevaram uma n&o
associacao significante entre o polimorfismo e o risco da doenca nem na andlise
alélica nem na genotipica. Contudo, o pequeno numero de estudos incluidos na
andlise estratificada pode representar uma limitacao.

Esta recente metandlise tem algumas vantagens tais como: (1) auséncia de viés de
publicacéo, validando os resultados; (2) um numero consideravel de estudos foram
incluidos com elevado poder estatistico de associacao e assim, resultados robustos e
acurados; (3) Quando comparada com metandlises anteriores acerca do polimorfismo
rs1143634 e periodontite cronica com 36 estudos caso/controle (DENG et al., 2013) e
20 estudos caso/controle (MA et al., 2015), nossos resultados trazem mais dados
sobre as etnias Caucasiana, Asiatica, Africana e populacdo miscigenada com melhor
avaliacdo na analise estratificada com 54 estudos caso/controle na analise geral; (4)
O célculo agrupado na metanalise encontrado na analise geral pode ser influenciado
pelas diferencas na distribuicdo genotipica entre diferentes etnias, contudo, a anélise
estratificada observada na nossa metanalise anula possiveis intereferéncias
causadas pelas diferentes etnias.

Contudo, algumas limitacdes deve ser notadas. Primeiro, os autores observaram
elevada heterogeneidade em algumas compara¢des aqui apresentadas. Além da
heterogeneidade estatistica, houve também a heterogeneidade clinica. A periodontite
e seu diagndstico sdo caracterizados por variacdes desde a severidade e formas da
doenca até o diagndstico, o que podem ser um potencial viés nos estudos. Uma
analise focando nessas variaveis ndo é possivel devido dados insuficientes nos
estudos. Segundo, uma andlise de haplétipos pode fornecer informacdes precisas
com maior poder de avaliacdo que a andlise de um unico polimorfismo. Essa avaliagéo

de haplétipo ndo foi realizada devido a avaliagdo ter ocorrido em apenas um
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polimorfismo. Terceiro, uma analise estratificada focando no histérico prévio de
doencas sistémicas nos pacientes do grupo caso nao foi realizada devido os dados
limitados disponiveis nos estudos. Quarto, a analise em etnia Africana foi mostrada
como inconclusiva devido o numero limitado de estudos nessa populacdo. Mais
estudos sao requeridos para determinar a influéncia do polimorfismo rs1143634 no
gene da IL-1B e o risco da doenca na etnia Africana e também com relacao a fumantes
e ndo fumantes, graus da doenca e género.

Em conclusédo, esta metanalise composta por 54 estudos caso/controle em 9.376
pacientes revelou que o alelo T foi significantemente associado aos pacientes caso
(OR =1,35,95% IC: 1,24, 1,48, P<0,00001) na analise geral sem valor significante de
heterogeneidade e também na analise estratificada em etnias Caucasiana e Asiatica,

populacdo miscigenada mas com excecao da etnia Africana.
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Resumo

Background: Polimorfismos em mediadores inflamatorios tais como as interleucinas
17A e 17F séo associadas ao risco de desenvolvimento de periodontite, contudo os
resultados permanecem contraditérios. Assim, o objetivo deste estudo foi realizar uma
metandlise focando em dois polimorfismos (rs2275913 e rs763780) nas interleucinas
17A e 17F, respectivamente, na periodontite cronica (CP) e periodontite agressiva
(AgP).

Métodos e Resultados: Uma reviséo na literatura foi realizada em diversas bases de
dados para estudos publicados anteriormente a 25 de setembro de 2016. A metanalise
foi obtida por meio do software estatistico Review Manager (versdo 5.2) com calculo
de Odds Ratio (OR) e Funnel plot (P<0,05) para heterogeneidade, bem como o
software Comprehensive Meta-analysis (versdo 3.3.070) para medir o viés de
publicacdo. Sete artigos com 1.540 participantes compuseram os resultados o qual o
alelo mutado no polimorfismo rs2275913 ndo apresentou associagao significante com
o risco de CP ou AgP (OR = 1,56, 95% IC: 0,77, 3,15, P=0,21; OR = 1,12, 95% IC:
0,05, 23,44, P=0,94, respectivamente) e o alelo mutado no polimorfismo rs763780 nao
foi associado nem a CP (OR = 1,19, 95% IC: 0,80, 1,76, P=0,39) nem a AgP (OR =
1,07, 95% IC: 0,63, 1,84, P=0,79). Nenhum viés de publicacédo foi observado pelos
testes de Egger e Begg em nenhuma avaliacao alélica.

Conclusdes: Esta metanalise mostrou a ndo associagao significante entre os dois

polimorfismos nas interleucinas citadas e CP ou AgP na avaliacdo alélica.

Palavras chave: citocina; periodontite cronica; periodontite agressiva; genética;
gendmica,; fatores de risco.
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INTRODUCAO

A periodontite € uma desordem autoimune com elevada prevaléncia que afeta os
tecidos de suporte ao redor do dente acarretando perda parcial ou completa do
elemento dentéario devido intensa resposta inflamatoria (JIANG et al., 2014). A doenca
recebe diversas classificacdes na clinica odontologica, sendo a periodontite cronica
(CP) e agressiva (AgP) as formas mais comuns (LOPEZ; BAELUM, 2015).

Embora a periodontite seja causada pela presenca de bactérias nos sitios
periodontais, sendo responsavel pelo inicio da resposta imune do hospedeiro, fatores
genéticos estdo envolvidos na patogénese e progressdo da periodontite permitindo
marcar pacientes para preven¢do com diagndstico precoce (GENCO; BORGNAKKE,
2013). Entre os diversos fatores genéticos relatados com a periodontite, existem
principalmente genes associados a moléculas imunoregulatérias e também os tipos
de colonizacao bacteriana nos sitios periodontais (CARINCI et al., 2015; FABRIZI et
al., 2013).

Variacbes genéticas tem sido intensivamente estudadas com relato de diversos
recentes dados na literatura sobre alguma possivel associacdo entre citocinas tais
como: polimorfismos nos genes das IL-1 (DENG et al., 2013; SILVA et al., 2017), IL-6
(SONG et al., 2013) e IL-18 (LI et al., 2013). Todas essas avaliagbes foram feitas por
meio de metandlise. A metandlise é considerada uma ferramenta para combinacao de
estudos com resultados divergentes para solucionar problemas de amostras de
tamanho reduzido em estudos genéticos (MUNAFQ; FLINT, 2004).

Um outro exemplo de variacdo genética em citocina associada a periodontite sdo o0s
polimorfismos no gene da familia das interleucinas-17 (IL-17). Este grupo de citocinas
compreendem uma familia de seis diferentes moléculas (IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-
17D, IL-17E e IL-17F) o qual a IL-17A (também conhecida como IL-17) e IL-17F sao
os mediadores inflamatérios melhor conhecidos (JIN; DONG, 2013). Células CD4+T
auxiliares produzem ambos as interleucinas tendo papel central na patogénese de
doencas inflamatérias, autoimunes, dentre outras (WANG et al., 2016).

A IL-17 é um iniciador da inflamacdo contribuindo com a liberacdo de diversos
mediadores inflamatorios em fibroblastos, macrofagos, células endoteliais e epiteliais
(BENEDITTI; MIOSSEC, 2014). Um experimento in vitro com cultura cellular de
fibroblastos e células do ligamento periodontal de pacientes saudaveis demonstrou
gue a IL-17 aumenta a resposta inflamatdria induzida por uma chaperona obtida da

espécie de periodontopatégeno Tannerella forsythia (JUNG et al., 2016). Este autores
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mostraram que a chaperona promove reabsor¢do 6ssea em sinergismo a IL-17. Além
disso, a IL-17 foi relatada em elevada expressao cellular em pacientes com deficiéncia
de adesdo leucocitaria tipo | em conjunto a periodontite bem como perda Ossea
inflamatoria em camundongos (MOUTSOPOULOS et al., 2016).

Elevados niveis de IL-17 foram encontrados na saliva de pacientes com periodontite
(AZMAN et al., 2014) e no fluido gengival de pacientes fumantes e ndo fumantes com
CP submetidos ao tratamento periodontal inicial (BUDUNELI;, BUDUNELI;
KUTUKCULER, 2009).

A hiper-regulagdo da IL-17 e consequente producdo aberrante dessa citocina
contribuem com condi¢@es inflamatdrias (KRAMER; GAFFEN, 2007) sendo sugestivo
como possivel candidato a marcador durante a inflamacao periodontal (LIUKKONEN
et al., 2016). Contudo, outros estudos trazem achados divergentes em que niveis
menores de IL-17 foram encontrados na saliva de pacientes com CP do que os
controles (OZCAKA et al.,, 2011; PRAKASAM; SRINIVASAN, 2014). Uma recente
metanalise (LEE; BAE, 2017) sugeriu que os elevados niveis de IL-17A e IL-17F foram
associados a atrite reumatoide indicando o papel dessas citocinas na doenca
inflamatoria. Além disso, esta metandalise encontrou significante associacéo entre o
polimorfismo rs763780 na IL-17F e a doenca.

Estudos avaliando variagbes genéticas dentro da familia dos genes da IL-17 séo
necessarios por estas interleucinas serem possiveis mediadores chave na inflamacao
periodontal. Na literatura existem estudos focando em dois polimorfismos (rs2275913
— G197A, e rs763780 — T7488C) ocorridos na IL-17A e IL-17F, respectivamente, e
pacientes com CP (BORILOVA LINHARTOVA et al., 2016; CORREA et al., 2012;
CHAUDHARI et al., 2016; ERDEMIR et al., 2015; JAIN et al., 2013; SARAIVA et al.,
2013; ZACARIAS et al., 2015), AgP (ERDEMIR et al., 2015; JAIN et al., 2013;
SARAIVA et al., 2013) e a forma agressiva localizada (LAgP) (CHAUDHARI et al.,
2016). Contudo até o presente momento ndo ha nenhuma metandlise abordando
estes polimorfismos nos pacientes com a doenca.

Este polimorfismo também foi associado com a severidade de artrite reumatoide em
um estudo caso controle anterior (PARADOWSKA-GARYCKA et al., 2010) bem como
os polimorfismos rs2275913 no gene da IL-17A e rs3748067 no gene da IL-17F
acarretando elevado risco de cancer gastrico em pacientes chineses com infec¢ao por
Helicobacter pylori (ZHANG et al., 2014). O exato papel destes polimorfismos em

doencas inflamatdrias ou periodontite permanece desconhecido. Contudo, estas
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associagfes indicam a possivel influéncia destas variacdes genéticas na expressao
molecular da IL-17.

Também, os resultados acerca dos polimorfismos nos genes das IL-17A e IL-17F e 0
risco de periodontite sdo contraditérios necessitando de uma melhor abordagem.
Portanto, devido a falta dessa informacao, o presente estudo objetivou realizer uma
metandlise para avaliar a associa¢do entre o polimorfismo rs2275913 na IL-17A e 0

polimorfismo rs763780 na IL-17F e a periodontite.

MATERIAIS E METODOS

Esta metanalise seguiu as recomendacdes do protocolo PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) (MOHER et al., 2009).

Critérios de escolha

Os artigos foram inclusos nessa recente metandlise caso se encontrassem em todos
0s seguintes critérios: (1) Avaliacdo dos polimorfismos nos genes da IL-17A e IL-17F
e periodontite; (2) Estudos fossem do tipo caso/controle; (3) Os pacientes caso
receberem diagnostico de periodontite crénica ou agressiva e o grupo controle fosse
composto por individuos com periodonto saudavel; (4) A frequéncia genotipica fosse
documentada; (5) O diagnostico de periodontite cronica nos pacientes fosse
confirmado por meio de achados radiograficos e manifestacao clinica como descrito
anteriormente (PAGE; EKE, 2007) e; (6) Os pacientes alocados na analise alélica ou
genotipica ndo apresentassem gravidez ou desordens sistémicas tais como diabetes
ou doenca autoimune.

Estratégia de busca

Uma busca na literatura foi realizada por dois investigadores para estudos que
abordassem a associacdo entre os polimorfismos rs2275913 e rs76780 nos genes
das interleucinas 17A e 17F com doenca periodontal. China DATABASE, Google
Scholar, PubMed e Web of Science foram as bases de dados médicas e cientificas
usadas na busca. A seguinte combinacdo de palavras ou descritores (MeSH) fora
usados: [(interleukin ou cytokine ou interleukin 17A ou IL17A ou interleukin 17F ou IL-
17F) e (genetic variation ou rs2275913 polymorphism ou -197A/G polymorphism ou
rs763780 polymorphism ou -7488 T/C polymorphism ou His161Arg polymorphism) e
(periodontitis ou periodontal disease ou chronic periodontitis ou aggressive
periodontitis)]. Nao houve restricdo de linguagem na estratégia de busca que abordou

estudos publicados anteriormente a 25 de agosto de 2016. Os resumos dos estudos
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encontrados, bem como suas referéncias, foram avaliadas pelos investigadores para
identificar potenciais estudos adicionais.

Processo de coleta dos dados

Dois investigadores independentes revisaram todos os estudos e extrairam os dados
usando um formulario padronizado. Os dados foram coletados sobre o primeiro autor,
ano de publicacdo, etnia, pais, modelo de estudo, polimorfismo ou polimorfismos
avaliados, se as frequéncias alélicas e genotipicas estavam de acordo com o
Equilibrio de Hardy Weinberg (HWE) e subgrupos de estudo. Para medir a qualidade
dos estudos inclusos, 0s protocolos para revisdes sistematicas em estudos de
associacdo genética em periodontia propostos por Nibali (2013) foram usados,
estudos com menos de 10 escores de pontuacédo foram excluidos.

Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada com o uso do software Review Manager
(versao 5.2, RevMan, Nordic Cochrane Centre, The Cochrane Collaboration, 2012) e
os viés de publicacdo com o software estatistico Comprehensive Meta-analysis
(versao 3.3.070, 2014) disponivel como na versao teste.

O teste do qui quadrado baseado no teste Q (I?) foi usado para quantificar a presenca
de heterogeneidade com avaliacdo do Funnel plot para heterogeneidade. Quando os
valores de I2 ndo foram estatisticamente significativos (12<50%, P>0,05) o modelo de
efeito fixo foi utilizado para estimar o valor de Odds Ratio (OR) agrupado. Por outro
lado, quando a heterogeneidade foi significante (12>50%, P<0,05) o modelo de efeitos
aleatorios foi usado para calculo de OR. Em ambos os métodos o valor de P <0,05 foi
considerado estatisticamente significante. Seis modelos genéticos foram avaliados
considerando “M” como alelo mutado e “m” como alelo selvagem: (I) alelo M versus
alelo m, (Il) alelo m versus alelo M, (Ill) gen6tipo MM versus genétipo mm, (IV)
genadtipo mm versus genotipo MM, (V) gendétipo MM versus genétipos mm + Mm e (V1)
gendtipo Mm versus genédtipos MM + mm. O teste de Begg e o teste de regressao
linear de Egger (P<0,05) foram usados para avaliar potenciais viés de publicacdo das
associac0Oes tragas e a assimetria no grafico de Funnel plot também foi considerada.
Além disso, uma analise sensitiva foi realizada para testar a validade dos resultados
agrupados por omisséo de um estudo incluso por vez para detectar efeitos individuais
nas analises gerais. Todos os dados nos estudos foram dados dicotdmicos expressos
como OR com 95% de intervalo de confianga (IC) para medir a associagcéo entre 0s

polimorfismos nos genes das IL-17A e IL-17F e periodontite.
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RESULTADOS

Busca sistematica na literatura e caracteristicas dos estudos incluidos

Ao final da busca sistematica na literatura, sete artigos com dez estudos (BORILOVA
LINHARTOVA et al., 2016; CHAUDHARI et al., 2016; CORREA et al., 2012; ERDEMIR
et al., 2015; JAIN et al., 2013; SARAIVA et al., 2013; ZACARIAS et al., 2015) foram
identificados conforme mostrados na figura 1. 885 pacientes caso (697 pacientes
diagnosticados com periodontite cronica e 188 pacientes diagnosticados com
periodontite agressiva) e 655 pacientes controle estdo envolvidos na sintese
quantitativa (metanalise). Os artigos foram publicados entre 2012 e 2016 e avaliaram
os polimorfismos em das formas da periodontite: a periodontite cronica e/ou a
periodontite agressiva. Quatro artigos (CHAUDHARI et al., 2016; ERDEMIR et al.,
2015; JAIN et al., 2013; SARAIVA et al., 2013) avaliaram ambas as formas da doenca
e apenas trés avaliaram a periodontite cronica (BORILOVA LINHARTOVA et al., 2016;
CORREA et al., 2012; ZACARIAS et al., 2015). Trés artigos (CORREA et al., 2012;
SARAIVA et al., 2013; ZACARIAS et al., 2015) foram compostos da andlise realizada
em populacdo miscigenada, mais especificamente em Brasileiros e trés artigos
(BORILOVA LINHARTOVA et al., 2016; SARAIVA et al., 2013; ZACARIAS et al., 2015)
dividiram seus participantes em grupos de fumantes e nao fumantes; nenhum dos
estudos estratificou os pacientes por género. Setes estudos estiveram de acordo com
o HWE, e por outro lado, trés estiveram fora do HWE. A tabela 1 mostra as principais
caracteristicas dos estudos e a quantificacdo dos scores de qualidade dos estudos
inclusos (NIBALI, 2013). Todos os artigos se encontraram na medida minica de escore
de qualidade (10), contudo nenhum deles atingiu o escore maximo (20) nesta escala
binaria. Trés artigos (CORREA et al., 2012; SARAIVA et al., 2013; ZACARIAS et al.,
2015) analisaram ambos os polimorfismos nos genes IL-17A e IL-17F totalizando dois
diferentes estudos em cada. Portanto, sete artigos com dez estudos compuseram a

metanalise.

Metanalise do polimorfismo rs2275913 no gene da IL-17A e periodontite

Cinco artigos (BORILOVA LINHARTOVA et al.,, 2016; CHAUDHARI et al., 2016;
CORREA et al., 2012; SARAIVA et al., 2013; ZACARIAS et al., 2015) focaram na
avaliacao do polimorfismo rs2275913 no gene da IL-17A e periodontite. Os resultados

evidenciaram a ndo associagao significante entre o alelo mutado e o risco de CP ou
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AgP como mostrado nas figuras 2A e 2B (OR = 1,56, 95% IC: 0,77, 3,15, P=0,21; OR
=1,12,95% IC: 0,05, 23,44, P=0,94, respectivamente).

Figura 1. Fluxograma para identificacdo e selecdo dos estudos incluidos nesta
recente metanalise
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Para ambos os resultados, o0 modelo estatistico de efeitos aleatérios foi usado para
calculo de OR devido elevada heterogeneidade (I = 88%, P<0,00001 e 12 = 96%,
P<0,00001, respectivamente). Na populacdo miscigenada, ndo houve associagao
significante entre o polimorfismo rs2275913 no gene da IL-17A e CP na avaliacdo do
alelo mutado (P=0,60). A tabela 2 mostra os calculos obtidos da metanalise para o
polimorfismo anteriormente citado e periodontite em todas as avaliacdes alélicas e

genotipicas, bem como na andlise estratificada por populacao e condicao de fumante.
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Tabela 1. Caracteristicas dos estudos incluidos na sintese quantitativa (metanalise)

Primeiro
Autor e Ano Etnia Pais Modelo de Tamanho
U Estudo amostral
Referéncia
Corréa 2012 Miscigenada Brasil C/Cc 30/30 (CP)
. L .- 63/101 (CP)
Jain 2013 Asiaticos India C/Cc 61/101 (AgP)
. . . 85/72 (CP)
Saraiva 2013 Miscigenada Brasil C/Cc 45/72 (AgP)
. . . 90/90 (CP)
Erdemir 2015 Caucasianos Turquia C/Cc 57/90 (AgP)
Zacarias 2015 Miscigenada Brasil C/Cc 140/173 (CP)
Borilova . o
Linhartova 2016 Caucasianos Republica Tcheca C/Cc 244/154 (CP)
. L ) 35/35 (CP)
Chaudhari 2016 Asiaticos India C/Cc 35/35 (AgP)
Primeiro
Autor e Polimorfismo HWE Idade Subgrupo de Escore
D Estudo
Referéncia
. rs2275913 Nao .
Corréa (s763780 Sim 40.5+8.1/45.5+8.7 CP-Saudavel 14
37.56/Dados
. . ausentes CP-Saudavel
Jain 5763780 Sim 25.29/Dados AgP-Saudaveis 13
ausentes
Saraiva rs2275913 Sim 49/31 CP-*Saudaveis 14
rs763780 Sim 34/31 AgP-Saudaveis
. . 47.3+£2.3/34.7+1.2 CP-Saudaveis 12
Erdemir $763780 Sim 30.6:1.8/34.7+1.2  AgP-Saudaveis
. rs2275913 Sim L.
Zacarias 1763780 N30 47.0+9.2/45.6£9.2 *CP-Saudaveis 14
Borilova . . .
Linhartova rs2275913 Sim 52.5+9.8/48.5+10.7 CP-Saudavel 13
Chaudhari rs2275913 N&o 21.2t4.6/37.2¢42 ~ Ch-Saudaveis 13

AgP-Saudaveis

* Estudo com fumantes-ndo fumantes, Miscigenada — Brasileiros e outras etnias, C — Caso, Cc —

Controle, CP — Periodontite crénica, AgP — Periodontite agressiva, HWE — Equilibrio de Hardy-

Weinberg.

Metanalise do polimorfismo rs763780 no gene da IL-17F e periodontite

Avaliando a influéncia do polimorfismo rs763780 no gene da IL-17F e a doenca, cinco
artigos (CORREA et al., 2012; ERDEMIR et al., 2015; JAIN et al., 2013; SARAIVA et
al., 2013; ZACARIAS et al., 2015) foram incluidos na metanalise. A tabela 2 mostra a
analise estratificada do polimorfismo por periodontite crénica e periodontite agressiva.
N&o houve associagao significativa entre o polimorfismo rs763780 no gene da IL-17F
e CP (Figura 2C) (OR =1,19, 95% IC: 0,80, 1,76, P=0,39) ou AgP (Figura 2D) (OR =
1,07, 95% IC: 0,63, 1,84, P=0,79), o modelo estatistico de efeito fixo foi usado para
calculo de OR devido os menores valores de heterogeneidade e a nao significancia
estatistica (12 = 13%, P=0,33 e 12 = 0%, P=0,94). A tabela 3 traz todos os calculos
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alélicos e genotipicos para o polimorfismo rs763780 no gene da IL-17F e periodontite
com avaliagéo estratificada por forma da doenga, populacdo e fumantes.

Viés de publicacédo e analise sensitiva

Para avaliar o efeitos individual dos estudos, uma andlise sensitive foi realizada
omitindo cada um dos estudos por vez para medir 0 seu impacto nos valores de OR
agrupados. Nenhum estudo em particular mudou o valor de OR agrupado, o que
sugere que os resultados desta metanalise sdo acurados. Nenhum viés de publicacéo
foi encontrado nesta metanalise pelo teste de Begg e pelo teste de regresséo linear
de Egger para a avaliacdo alélica no polimorfismo rs2275913 e CP (P=0,462 e
P=0.332, respectivamente) e no polimorfismo rs763780 e CP (P=0.806 e P=0.786,
respectivamente) ou AgP (P=1.000 e P=0.910, respectivamente). De fato, ndo houve
assimetria no grafico de Funnel plot validando os testes realizados (Figura 3). A
avaliacdo de viés de publicacdo para o polimorfismo rs2275913 e AgP/LAgP néo foi

possivel devido o pequeno nimero de estudos incluidos na analise (n = 2).

DISCUSSAO

Variacdes genéticas em citocinas sdo responsaveis por mudancas no padrao de
expressdo génica destes mediadores inflamatérios (LAINE; CRIELAARD; LOOS,
2012). Por exemplo, uma metanalise focada na IL-10 e mostrou informacé&o importante
sobre um polimorfismo dentro do gene desta citocina e a susceptibilidade a
periodontite (ALBUQUERQUE et al., 2012). Um pequeno numero de estudos focaram
na avalicdo dos polimorfismo rs2275913 e rs763780 em pacientes com doenca
periodontal. Consequentemente, devido a inconsisténcia nos resultados e alguns
limitados estudos disponiveis, esta metanalise foi realizada. Apesar do limitado
namero de estudos inclusos, o uso dos protocolos pra avaliacdo dos estudos
sugeridos demonstraram a aceitavel qualidade dos estudos nesta metanalise (tabela
1).
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Tabela 2. Metandlise de associagéo entre o polimorfismo rs227913 no gene da IL-17A
e rs763780 no gene da IL-17 e periodontite (comparacdes alélicas e genotipicas e

analise estratificada)

Variavel Comparagéo Caso/ M versus m m versus M
Controle
rs2275913 (n) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Geral (CP) 5 411/396 1.56 (0.77, 3.15) 0.21 0.64 (0.32, 1.29) 0.21
Geral (AgP) 2 60/85 1.12 (0.05, 23.44) 0.94 0.89 (0.04, 18.69) 0.94
Miscigenada (CP) 3 132/207 1.31(0.47, 3.61) 0.60 0.76 (0.28, 2.11) 0.60
Fumantes (CP) 3 179/102 0.93 (0.45, 1.90) 0.84 1.08 (0.53, 2.22) 0.84
Variavel Comparagéo Caso/ MM versus mm mm versus
Controle MM
rs2275913 (n) OR (95% IC) P OR(95% IC) P
Geral (CP) 5 411/396 1.73 (1.13, 2.65) 0.01 0.58(0.38,0.89) 0.01
Geral (AgP) 2 60/85 2.53 (1.05, 6.05) 0.04 0.40(0.17,0.95) 0.04
Miscigenada (CP) 3 132/207 1.82 (0.93, 3.55) 0.80 0.55(0.28,1.08) 0.80
Fumantes (CP) 3 179/102 0.91 (0.18, 4.52) 091 1.10(0.22,5.42) 0.91
Variavel Comparagéo Caso/ MM versus Mm/mm Mm versus mm/MM
Controle
rs2275913 (n) OR (95% IC) P OR(95% IC) P
Geral (CP) 5 411/396 1.60 (1.06, 2.39) 0.02 0.86(0.65,1.15) 0.32
Geral (AgP) 2 60/85 1.74 (0.75, 4.03) 0.20 1.07(0.51,2.24) 0.85
Miscigenada (CP) 3 132/207 1.60 (0.84, 3.04) 0.15 0.85(0.55,1.32) 0.47
Fumantes (CP) 3 179/102 0.95 (0.42, 2.17) 0.90 0.83(0.50,1.36) 0.45

CP — Periodontite cronica, AgP — Periodontite agressiva, Miscigenada — Brasileiros e outras etnias, M —
alelo mutado, m — alelo selvagem, OR — Odds Ratio, IC — Intervalo de confianca, Valores em negrito —
modelo de efeitos aleatérios utilizado

Devido o numero limitado de estudos nas etnias Caucasiana e Asiatica para cada
polimorfismo (n=1) uma analise estratificada baseada nestas popula¢cdes ndo pode
ser realizada bem como a analise estratificada considerando as formas agressiva e
agressiva localizada na variacdo o gene da IL-17 A. Portanto, os estudos compostos
por ambas estas formas de periodontite, levando em consideracdo o0 aspecto
agressivo da doenca, foram agregados na metanalise.

A frequéncia do alelo raro (MAF) do polimorfismo rs2275913 (alelo selvagem) foi
descrito com valor de 0.38, 0,38 e 0,216 na etnia Caucasiana, populacdo do sul da
Asia e Americanos, respectivamente. De fato, a frequéncia do alelo A no polimorfismo
rs2275913 foi significantemente baixa (P<0,05) quando comparado ao alelo G em um
anterior estudo em pacientes caucasianos da Noruega com artrite reumatoide
(NORDANG et al., 2009) e periodontite (ZACARIAS et al., 2015).

Por outro lado, no polimorfismo rs763789, a MAF (alelo mutado) foi descrito com valor

de 0,058, 0,091 e 0,061 na na etnia Caucasiana, populacdo do sul da Asia e
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Americanos, respectivamente. Saraiva et al. (2013) trouxeram resultados similares
acerca da frequéncia alélica deste polimorfismo na IL-17F em pacientes brasileiros
com periodontite. Mais estudos de genética populacional sdo requeridos para melhor

analisar estes polimorfismos dentro de diversos grupos étnicos.

Tabela 3. Metanalise de associa¢ao entre o polimorfismo rs763780 no gene da IL-17

e periodontite (comparacdes alélicas e genotipicas e analise estratificada)

Variavel Comparagéo Caso/ M versus m m versus M
Controle
rs763780 (n) OR (95% IC) P OR (95% IC) P
Geral 5 314/392  1.19(0.80, 1.76) 0.39 0.84 (0.57, 0.39
(CP) 1.25)
Geral 3 182/236  1.07 (0.63, 1.84) 0.79 0.93 (0.54, 0.79
(AgP) 1.59)
Miscigenada 3 133/203  1.65 (0.95, 2.85) 0.08 0.61 (0.35, 0.08
(CP) 1.05)
Fumantes (CP) 2 115/58 0.89 (0.32, 2.50) 0.82 1.13 (0.40, 0.82
3.17)
Variavel Comparacéo Caso/ MM versus mm mm versus
Controle MM
rs763780 (n) OR (95% IC) P OR (95% P
IC)
Geral 5 314/392  2.17 (0.78, 6.03) 0.14 0.46 (0.17, 0.14
(CP) 1.28)
Geral 3 182/236  0.52 (0.02, 13.01) 0.69 1.92 (0.08, 0.69
(AgP) 48.06)
Miscigenada 3 133/203  2.42(0.80, 7.29) 0.12 0.41 (0.14, 0.12
(CP) 1.25)
Fumantes (CP) 2 115/58 NO - NO -
Variavel Comparagéo Caso/ MM versus Mm/mm Mm versus
Controle mm/MM
rs763780 (n) OR (95% IC) P OR (95% P
IC)
Geral 5 314/392  0.66 (0.37, 1.16) 0.15 1.28 (0.69, 0.44
(CP) 2.39)
Geral 3 182/236  0.51 (0.02, 12.81) 0.68 1.27 (0.42, 0.67
(AgP) 3.81)
Miscigenada 3 133/203  0.65 (0.34, 1.26) 0.20 1.19 (0.57, 0.65
(CP) 2.48)
Fumantes (CP) 2 115/58 0.47 (0.05, 4.53) 0.52 1.31 (0.44, 0.62

3.90)

CP — Periodontite crbnica, AgP — Periodontite agressiva, Miscigenada — Brasileiros e outras etnias, M —
alelo mutado, m — alelo selvagem, OR — Odds Ratio, IC — Intervalo de confianca, Valores em negrito —
modelo de efeitos aleatérios utilizado, NO — N&o obtido por limitagcao estatistica

O polimorfismo rs2275913 no gene da IL-17A foi indicado como fator de protecao
contra periodontite crénica em populacdo Brasileira (SARAIVA et al.,, 2013).
Entretanto, um recente estudo também avaliou este polimorfismo e trouxe resultados

contraditorios em que o alelo A foi associado a periodontite crénica nesta populacao
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(ZACARIAS et al., 2015). Corroborando com este achado, a metanélise mostrou que

0 genotipo AA para o polimorfismo no gene da IL-17A foi associado ao elevado risco
de periodontite crbénica (OR = 1,73, 95% IC: 1,13, 2,65, P=0,01).

Figura 2. A Forest plot de comparacao para o alelo mutado versus o alelo selvagem

no polimorfismo rs2275913 e periodontite cronica e (B) agressiva. C Forest plot de

comparacao para o alelo mutado versus o alelo selvagem no polimorfismo rs763780

e periodontite cronica e (D) agressiva
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O possivel papel das IL-17A e IL17F foi explorado em resultados em que estas

interleucinas demonstraram ser responsaveis pelo recrutamento de neutréfilos por
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meio da indugéo de diversos mediadores inflamatoérios tais como metaloproteinases
de matriz, fator de necrose tumoral- a (TNF-a), interleucina-6 e interleucina-8 (CHENG
etal., 2014). Células T CD4* expressam ambas as moléculas em sua superficie celular

(LANGRISH et al., 2005).

Figura 3. (A) Funnel plot para viés de publicacdo na avaliacdo alélica do polimorfismo
rs2275913 no gene IL-17A e periodontite cronica, (B) do polimorfismo rs763780 no
gene IL-17F e periodontite cronica (C) e do polimorfismo 763780 no gene IL-17F e

periodontite agressiva.
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Além disso, a expressdo de IL-17A foi mais elevada em lesBes periodontais
localizadas adjacentes ao sitio de reabsorcdo 6ssea que em controles (P=0,0077)
(OHYAMA et al., 2009), com a perda 6ssea sendo orquestrada por estimulacéo de IL-
17 (SATO et al.,, 2006). A producdo de IL-17 foi estimulada por Porphyromonas
gingivalis em cultura de células dependentes da sinalizacao de IL-1B, indicando que
periodontopatégenos podem ativar células inflamatérias por aumento na secrecao de
IL-17 na periodontite (CHENG et al., 2016). Polimorfismos nesses genes podem
influenciar na progressao da periodontite.

Ao avaliar o polimorfismo rs763780 no gene da IL-17F e periodontite, os resultados
também demonstraram uma ndo associacdo significante entre o polimorfismo e a
doenca em nenhuma comparacao calculada (Tabela 3). Para calcular o valor de Odds
Ratio agrupado na andlise, 0 modelo estatistico de efeito fixo foi usado devido a nédo
interferéncia de heterogeneidade (12 <50%, Pheterogeneidade >0,05) em oposicdo a
avaliacdo alélica no polimorfismo rs2275913 e periodontite crénica que foi calculada
pelo modelo de efeitos aleatérios. O modelo de efeito fixo assume que todos o0s
estudos compartilham o mesmo efeito de tamanho amostral e, por outro lado, 0
modelo de efeitos aleatorios permite diferentes efeitos de tamanho (BORENSTEIN et
al., 2010).

De fato, 0 uso dos efeitos aleatérios nos calculos de metanalise podem resultar em
maior peso para estudos contendo pequeno tamanho amostral, o que pode néo ser
totalmente confidvel (KAVVOURA; IOANNIDIS, 2008). Portanto o uso de efeito fixo
torna os resultados acurados.

Na avaliacdo da forma agressiva da periodontite, nem o polimorfismo na IL-17A nem
o polimorfismo na IL-17F foram significantemente associados com a doenca (Tabela
2 e Tabela 3).0s resultados podem ser sido influenciados por viés quanto ao limitado
namero de estudos incluidos na sintese quantitativa. Elevados niveis de IL-17 em
pacientes com periodontite agressiva foram relatados na literatura, bem como
decréscimo nos valores dos niveis dessa interleucina apés tratamento periodontal por
meétodos nao cirurgicos (CIFCIBASI et al., 2015).

O valor de associacao entre o genoétipo AA no polimorfismo rs2275913 e o risco de
periodontite foi significantemente elevado (OR = 2,53, 95% IC: 1,05, 6,05, P=0,04)
corroborando com estudos que demonstraram uma significante associagdo com o

alelo A neste polimorfismo e a forma agressiva da doenca (CHAUDHARI et al., 2016).
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Uma andlise estratificada sobre etnia foi realizada e os resultados na populagéo
miscigenada revelaram uma significante associacao entre os polimorfismos avaliados
e o risco de periodontite em qualquer comparacao (P>0,05). E importante notar que a
populacdo mista nessa analise foi composta exclusivamente por Brasileiros.
VariagOes na populagéo Brasileira foram claramente descritas na literatura com alto
grau de miscigenacéo de ancestrais amerindios, africanos e/ou europeus (GIOLO et
al., 2012). Um pequeno numero de estudos inclusos nessa analise pode representar
uma limitacdo para o calculo de OR agrupado, embora esses resultados sejam
acurados pelo uso do modelo de efeito fixo em resposta ao decréscimo no valor de I2.
Para melhor entendimento sobre os polimorfismos rs2275913 e rs763780 nos genes
da IL-17A e IL-17F respectivamente, uma analise abordando a condi¢do de fumante
evidenciou uma associacdo nao significante com a periodontite cronica (Tabela 2 e
Tabela 3). Estes resultados estdo de acordo com um estudo anterior que prova uma
correlacao negativa entre a quantidade de cigarros fumados por dia e os niveis de IL-
17A em amostras de tecido gengival de fumantes com periodontite crénica (-0,13,
Ppearson<0,05) (SOUTO et al., 2014).

A presente metandlise € a primeira a abordar esses polimorfismos na IL-17A e IL-17F
com periodontite. Contudo, algumas limitacdbes devem ser notadas. Primeiro, o
namero limitado de estudos inclusos pode ser a razéo da ndo associacao significante
encontrado nos célculos de OR agrupado, mais estudos sdo necessarios com
aumento no numero total de pacientes caso e controles que tragam resultados
robustos e assim validem os dados. Além disso, o valor ndo significante de P nem
sempre representa relevancia clinica (CHAMBRONE; ARMITAGE, 2016), assim,
estes valores devem ser considerados com cautela. Segundo, o pequeno namero de
estudos avaliando a forma agressiva da periodontite impediu a analise completa sobre
viés de publicacéo para o polimorfismo rs2275913 (Tabela 3). Terceiro, a periodontite
€ uma doenca imune complexa com a combinacao de diversos fatores tais como:
idade, género, higiene oral, uso de bebidas alcodlicas, etnia e variacdo genética. Uma
completa analise estratificada considerando outros fatores com influéncia sobre o
desenvolvimento, progresso e dano da periodontite ndo foi possivel devido os
limitados dados fornecidos pelos estudos. A abordagem desses fatores com
esclarecer a influéncia dos polimorfismos nos genes da IL-17A e IL-17F e o risco de

periodontite.
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Em conclusdo, esta metandlise com sete artigos em 697 pacientes diagnosticados
com periodontite cronica, 188 pacientes diagnosticados com periodontite agressiva e
655 pacientes controles totalizando 1.540 participantes mostrou a associagcdo nao
significante entre o polimorfismo rs2275913 no gene da IL-17A e o polimorfismo
rs763780 no gene da IL-17F e o risco de periodontite cronica (P=0,21; P=0,39,
respectivamente), de periodontite agressiva (P=0,94; P=0,79, respectivamente), em
populacdo miscigenada (P=0,60; P=0,08, respectivamente) e em fumantes com
periodontite crbénica (P=0,84; P=0,82, respectivamente) em todas as avaliacfes

alélicas, bem como nas demais comparagées (P>0,05).
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6. CAPITULO V

6.1 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo este trabalho composto por trés artigos de metanélise com oitenta
e dois estudos caso controle e 14.846 participantes demonstrou que ambos 0s
polimorfismos -889 C/T no gene da IL-1 A e +3954 C/T no gene da IL-1B foram
associados ao elevado risco de desenvolvimento de periodontite crénica na analise
geral, sem valor significante de heterogeneidade. O polimorfismo -889 C/T no gene
IL-1A foi associado ao elevado risco da doenca em populagdo caucasiana mas néo
em asiaticos ou populacdo miscigenada. Por sua vez o polimorfismo no gene da IL-
1B foi significantemente associado ao elevado risco de desenvolvimento da doenca
nestas populagdes citadas, exceto em populacédo africana. Nao foram encontrados
valores signicantes de associagao entre o polimorfismo no gene da IL-1A e pacientes
fumantes ou ndo fumantes na maioria das comparacdes calculadas. Também nao foi
observada associacao significante entre os polimorfismos nos genes das IL-17 A e IL-
17F e o risco de periodontite crbnica ou agressiva em pacientes fumantes e nao
fumantes, bem como a auséncia de viés de publicacdo em todas as metandlises

calculadas.
6.2 Pespectivas

Este trabalho pode ser considerado uma pesquisa de base para o
desenvolvimento de marcadores moleculares com foco no risco de desenvolvimento
de periodontite. Futuramente, quando o0s testes genéticos tornarem-se mais
acessiveis a populacdo e mais voltados a clinica médica e odontoldgica, pacientes
oriundos de populacdo caucasiana, asiatica e miscigenada (Brasileiros e outras
etnias) poderdo realizar testes genéticos para os polimorfismos que tiveram
associacao significante nas presentes metanalises com a determinacdo do possivel
risco da doenca e assim uma apropriada abordagem preventiva ou terapéutica. Com
os resultados destas metanalises também € possivel determinar o foco de futuros
estudos genéticos tomando como base as limitacbes observadas como a nao
associacgdao significante entre o polimorfismo no gene da IL-1B e a periodontite crénica
em populacéo africana, bem como os resultados nao significativos observados nos

polimorfismos no gene da IL-17A e F.
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