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RESUMO

A periodontite € uma doenca inflamatéria que possui elevada prevaléncia na clinica
odontologica o qual sua fisiopatologia é marcada pela atuacdo de mediadores
inflamatorios que culminam com a degradacéo dos tecidos de suporte dental. Variages
genéticas em genes de interleucinas (IL) recebem consideravel atencao no contexto de
fatores relacionados ao maior risco de desenvolvimento da periodontite. Tanto estudos
caso/controle em polimorfismos em genes de citocinas como a IL-2 ou de moléculas
participantes dos mecanismos epigenéticos como o RNA ndo codificador antisenso
INK4 (ANRIL) ou estudos de metanalises sobre variantes génicas na IL1A, 1B, 1RN, 4,
6, dentre outras que buscam determinar a associacdo com a periodontite. Contudo,
resultados contraditérios sobre a associacdo entre polimorfismos nos genes IL2 e
ANRIL estdo disponiveis na literatura bem como a possibilidade de achados falso-
positivos nas metanalises acerca de polimorfimos em genes de IL e o risco de
periodontite. Assim, visto tais achados, este estudo objetiva realizar metandlises sobre
variacfes genéticas no IL2 e ANRIL e revalidar os achados de metanalises sobre
polimorfismos em genes de IL e periodontite crbnica por meio de abordagem
Bayesiana. Para isso uma busca sistematica em bases dados especificas foi realizada
para estudos publicados anteriormente a 2019 seguindo critérios de inclusédo para os
estudos. Os dados foram extraidos dos artigos inclusos com posterior avaliacdo
estatistica por meio dos softwares Review Manager e Comprehensive Meta-analysis
com célculos de heterogeneidade (I2), Odds Ratio (OR) e os testes de viés de
publicacdo com auxilio do grafico de Funnel-plot. Para todas as avaliacdes, o valor de
P<0,05 foi considerado significativo. Na abordagem Bayesiana os calculos da taxa de
probabilidade falso-positivo (FPRP) e a probabilidade Bayesiana de descoberta falsa
(BFDP) foram realizados para detectar a notoriedade dos achados das metanalises
disponiveis na literatura com valor de P<0,02 para FPRP e P<0,08 para BDFP. Como
resultados foram encontrados cinco estudos para o polimorfismo -330 T/G no gene IL2
e periodontite crénica, 12 estudos para o polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL e
periodontite e 9 estudos de metanalise sobre diferentes polimorfismos em genes de
interleucinas. Nao houve associacgédo significativa para o polimorfismo no gene IL2 e 0
risco de periodontite (OR=2,07, P=0,15) mas uma associa¢ao significativa entre o
polimorfismo no gene ANRIL e o risco da doenca (OR=1,24, P<0,00001). Dentre todas
as variantes genéticas apresentadas nas metanalises submetidas a abordagem
Bayesiana, somente os polimorfismos rs1800587 na IL1A e rs1143634 no gene IL1B
foram “dignos de nota”. Em conclusao este trabalho evidenciou a relagdo entre os
polimorfismos nos genes IL2 e ANRIL com a periodontite, bem como a revalidagéo dos
dados sobre metandlises focando nos polimorfismos nos genes IL1A e 1B com 0 risco
de desenvolvimento de periodontite demonstrando essas variagbes como
biomarcadores de susceptibilidade para a doenca.

Palavras chave: Citocinas, Doenca periodontal, Alelos, Odds Ratio, Variacdo
Genética.



ABSTRACT

Periodontitis is an inflammatory disease with a high prevalence in dentistry, which its
pathophysiology is characterized by the role of inflammatory mediators that culminates
in a degradation of the support tissues around the teeth. Genetic variations in interleukin
(IL) genes receive attention in the context of factors related with the increased risk of
periodontitis developing. Both case studies / control of polymorphisms in cytokine genes
such as IL-2 or molecules participating in epigenetic mechanisms such as the INK4
antisense non-coding RNA (ANRIL) or meta-analysis studies on IL1A, 1B, 1RN, 4, 6
genetic variants among other that determine the association with periodontitis. However,
contradictory results on the association between polymorphisms in the IL2 and ANRIL
genes are available in the literature, as well as the likelihood of false-positive findings in
the analyses on polymorphisms in the IL genes and risk of periodontitis. Thus, in view
of these findings, the aim of this study is to perform meta-analyses on genetic data on
IL2 and ANRIL and validates the findings on polymorphisms in IL genes and chronic
periodontitis through the Bayesian approach. For this, a systematic search of databases
was carried out for studies previously published in 2019 following the inclusion of
studies. Data were extracted from included articles with subsequent statistical
assessment using the Review Manager and Comprehensive Meta-Analysis software
with heterogeneity calculations (I12), Odds Ratio (OR) and the publication bias tests with
Funnel-plot graphic. In all evaluations, the value of P<0.05 was considered as
significant. In the Bayesian approach, calculations of False Positive Rate Probability
(FPRP) and Bayesian False Discovery Probability (BFDP) were performed to detect the
noteworthiness of the findings from the meta-analyzes available in the literature with a
value of P<0.02 for FPRP and P<0.08 for BDFP. As results, five studies were found for
the -330 T/G polymorphism in the IL2 gene and chronic periodontitis, 12 studies for the
rs1333048 polymorphism in the ANRIL gene and periodontitis and 9 meta-analysis
studies on different polymorphisms in the IL genes. There was no significant association
for the polymorphism in the IL2 gene and the risk of periodontitis (OR = 2.07, P = 0.15),
but a significant association between the polymorphism in the ANRIL gene and the risk
of disease (OR = 1.24, P<0.00001). All the genetic variants used in the analyses
submitted to the Bayesian approach, including the polymorphisms rs1800587 in IL1A
and rs1143634, no IL1B genes were "noteworthy". In conclusion, this study showed the
relationship between polymorphisms in the IL2 and ANRIL genes with periodontitis, as
well as the revalidation of data on meta-analyses focused on polymorphisms in the IL1A
and 1B genes with the risk of developing periodontitis demonstrating those as
biomarkers for the susceptibility to the disease.

Key words: Cytokines, Periodontal Disease, Alleles, Odds Ratio, Genetic Variation.
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1. INTRODUCAO

A periodontite caracteriza-se como uma doenca inflamatéria de patogénese
complexa (MEYLE; CHAPPLE, 2016) que afeta as superficies das raizes dentais e 0s
tecidos adjacentes compostos pelo cemento, ligamento periodontal, gengival e 0sso
alveolar (SLOTS, 2017). Sua prevaléncia varia conforme a populagéo e sofre intenso
viés devido a variacdo metodolégica em sua avaliacdo clinica (NAZIR et al., 2017).

Em um estudo sistematico das doencas bucais no mundo realizado entre 1990 e
2015 aponta que a periodontite grave atingiu nesse periodo em média 7% da populacéo
mundial (KASSENBAUM et al., 2017). Por sua vez, em uma pesquisa aplicada a
populacao néo institucionalizada nos 50 estados dos EUA, a periodontite atingiu cerca
de 62,3% da populacdo de adultos com mais de 65 anos, 0s quais apresentaram
achados clinicos caracteristicos como perda de insercéo clinica em um ou mais dentes
e sitios com mais de 4 mm de profundidade de sondagem (EKE et al., 2016). Elevada
prevaléncia da periodontite também foi observada no norte da Italia (AIMETTI et al.,
2015) sendo, portanto, considerada um importante problema de saude publica.

A doenca € considerada complexa e multifatorial o qual diversos fatores estédo
envolvidos no desenvolvimento da doenca dentre eles variagdes genéticas do préprio
hospedeiro (SILVA et al., 2016) e fatores ambientais como habito de fumar, ingestéo
de bebidas alcodlicas e ma higiene bucal (EKE et al., 2012). Na periodontite ha
destruicdo dos tecidos ao redor das raizes dos dentes bem como maior reabsorcdo do
0sso de sustentacdo podendo acarretar a perda do elemento dentario (BASCONEZ-
MARTINEZ et al., 2011). A intensa resposta inflamatoéria do organismo é 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 araquiddnico e enzimas proteoliticas contribuem
para a degradacdo tecidual e reabsorcdo 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 os aspectos clinicos e a taxa de
progressao da periodontite (VIEIRA; ALBANDAR, 2014).

A comprovacdo de que a periodontite € uma doenca complexa de etiologia

multifatorial tem levado ao desenvolvimento de pesquisas com interesse na
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identificagdo de marcadores moleculares capazes de determinar o risco de
desenvolvimento da doenca (STABHOLZ; SOSKOLNE; SHAPIRA, 2010).

Recentemente, investigacdes sobre fatores de susceptibilidade a periodontite vém
ganhando enfoque em genes de moléculas imunorregulatérias como citocinas,
quimiocinas, receptores de superficie de membrana e proteinas de reconhecimento de
antigenos (CARINCI et al., 2015). Determinadas citocinas como as interleucinas (IL) 1,
4 e 6, dentre outras, sdo consideradas fatores chave na progressao da periodontite por
atuarem no recrutamento, diferenciacao e ativacao de linfécitos B, infiltrado neutrofilico
e estimulacdo de osteoclastos (NAVARRETE et al., 2014).

Polimorfismos em genes de interleucinas como o IL1A (ARMINGOHAR et al.,
2014), IL1B (MASAMATTI et al., 2012), IL2 (VAHABI et al., 2017), IL17A (BORILOVA-
LINHARTOVA et al, 2016) e IL17F (ERDEMIR et al., 2015) tiveram papel
preponderante no desenvolvimento e progressdo da periodontite em diferentes
populacdes. Estes achados demonstram a influéncia que as variantes genéticas podem
ter na expressdo génica de mediadores inflamatoérios (KHAZIM et al., 2018) e sua
possivel relacdo com a periodontite (SILVA et al., 2017)

Apesar de diversos estudos usando metodologias de determinacédo 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 associacdo gendmica
(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 numero 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 analise 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 associacéo de dados feita pela
metanalise garante maior confiabilidade aos dados bem como resultados acurados com
correto direcionamento do enfoque no desenvolvimento de marcadores moleculares
para a doenca.

Além disso, os estudos de metanalise representam o topo da evidéncia cientifica
sendo esta considerada uma ferramenta indispensavel para a sintese de dados
conflitantes disponiveis na literatura (GOLDEN; BASS, 2013; LEUCHT et al., 2016). Por

se valerem de métodos nao dispendiosos, os estudos de metanalise vém como uma
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alternativa de producdao cientifica de alta qualidade em meio a falta de financiamento e
crise cientifica Brasileira (PETHERIC, 2017) que ameagam o futuro da pesquisa no pais
(REDMOND, 2017).

Metanalises sobre polimorfismos em genes das interleucinas IL-1B (SILVA et al.,
2018; ZENG et al., 2015), IL-4 (YAN et al., 2014), IL-6 (SONG et al., 2013), IL-18 (LI et
al., 2014) e risco no desenvolvimento de periodontite estdo disponiveis na literatura.
Contudo, os estudos de metanalise sobre determinantes genéticas podem, ainda,
apresentar dados falso-positivos e, portanto, devem ser considerados com cautela ou
serem revalidados por meio de abordagens Bayesianas (WACHOLDER et al., 2004,
WAKEFIELD et al., 2009).

Visto a importancia em se ter dados acurados acerca das metanalises disponiveis,
da-se necessaria a revalidacdo dos achados destes estudos metanaliticos sobre
polimorfismos nos genes das interleucinas 1A, 1B, 1RN, 2, 4, 6, 10, 18 por meio de
diferentes abordagens que tragam maiores esclarecimentos da influéncia destas
variacfes genéticas e o risco de desenvolvimento da doenca. Bem como também, vista
a limitacdo financeira na pesquisa brasileira em bancada, é necessaria a avaliacéo in
silico dos dados disponiveis na literatura, sem necessidade de financiamento para
experimentos in vitro ou in vivo, acerca da influéncia de variacdes genéticas em regides
regulatorias do DNA como o gene ANRIL, o gene IL2 e o risco no desenvolvimento de
periodontite por meio de metanalise.

Este trabalho é dividido em 5 capitulos o qual o primeiro trata do referencial tedrico
e 0s objetivos geral e especificos do trabalho. O segundo aborda os resultados
compostos por um artigo de metanalise sobre o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e 0
risco no desenvolvimento de periodontite cronica publicado na revista BMC Oral Health
(NOVO QUALIS A2). O terceiro capitulo € composto por um artigo de metanalise sobre
o polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL e sua associa¢cdo com o desenvolvimento de
periodontite crénica submetido para a revista Archives of Oral Biology (NOVO QUALIS
Al). O quarto capitulo, por sua vez, aborda um artigo de metanélise com abordagem
Bayesiana sobre diferentes polimorfismos em genes de interleucinas e o risco de
desenvolvimento de periodontite crénica submetido para a revista Journal of Dental
Research (NOVO QUALIS Al). Por fim, o quinto capitulo € composto pelas

consideracgdes finais e perspectivas futuras do trabalho.
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2 CAPITULO |
2.1 REFERENCIAL TEORICO

2.1.1 — Tecidos periodontais — estrutura e biologia do periodonto

O periodonto corresponde a um conjunto de tecidos localizados ao redor das
raizes dentais e compreende o cemento, o ligamento periodontal, a gengiva e 0 0Sso
alveolar (POLIMENI; XIROPAIDIS; WIKESJO, 2006). O periodonto por sua vez, ainda
pode ser dividido com base em caracteristicas morfofuncionais, em periodonto de
protecéo e periodonto de sustentagdo (CHO; GARANT, 2000). O entendimento da
organizagdo histomorfofuncional dos tecidos periodontais torna-se de consideravel
importancia para a melhor compreensao das alteragdes e quadros inflamatérios que
possam acometer o periodonto.

A gengiva € um tecido epitelial estratificado pavimentoso ndo queratinizado
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011) que recobre o periodonto e age como uma barreira
entre 0 ambiente externo e a regido periodontal (CHUNG et al., 2007). A gengiva é
preparada para receber a carga mastigatéria recobrindo os outros tecidos periodontais,
seu epitélio juncional sela o periodonto, impedindo a penetracdo de microrganismos
conferindo protecdo, sendo estas estruturas unidas pelo ligamento periodontal e
suportadas pelo osso alveolar (CHAMBRONE; RAMOS; PAZ, 2015).

Por sua vez, o ligamento periodontal € um complexo sistema conjuntivo rico em
vasos sanguineos, nervos e fibras colagenas ao redor das raizes dos dentes (MIHALI;
MIHALLI, 2015). Este sistema conjuntivo apresenta fibras colagenas organizadas que se
inserem nos tecidos 6sseos do cemento e 0sso alveolar contribuindo assim para a
fixacdo dental (LIN et al., 2017). Também classificado como uma articulacdo fibrosa
dindmica, o ligamento periodontal participa do deslocamento do dente dentro da
cavidade déssea alveolar nos movimentos ortodénticos (MCCULLOCH; LEKIC; MCKEE,
2000) bem como equilibra e distribui as forcas mastigatorias (LIN et al., 2017).

O ligamento periodontal apresenta zonas diferenciadoras na insercdo com o
cemento e com 0 0sso alveolar interagindo com estes componentes nas suas faces de
insercao com inumeros tipos celulares (LEE et al., 2015), especialmente células tronco
mesenquimais, os quais vém recebendo consideravel destaque na literatura devido a
sua maior capacidade regenerativa (MURAKAMI et al., 2016). Esta capacidade vem

sendo estudada ndo somente para o tratamento da doenca periodontal (HYNES et al.,



15

2013), mas também encefalomielite (TRUBIANI et al.,, 2016) e a regeneracdo de
defeitos 6ésseos (CHEN et al., 2016).

Recobrindo as raizes dentais tem-se 0 cemento caracterizado como um tecido
dental mineralizado compondo parte do aparato de insercéo dentro do periodonto (HO
et al., 2009). Funcionalmente, ao redor das raizes dentais, 0 cemento da suporte as
fibras de colageno do ligamento periodontal e, portanto, fixa o dente ao osso alveolar
(GREZSIK; NARAYANAN, 2002). Este tecido é formado por células denominadas
cementoblastos, responsaveis pela sintese de matriz mineralizada, os quais, apos
ficarem presos a esta matriz, passam a ser chamados de cementocitos (SCHROEDER,
2012).

Este tecido mineralizado por sua vez pode ser classificado em dois tipos: o
cemento acelular e o cemento celular (YAMAMOTO et al., 2016). O cemento acelular é
encontrado principalmente na superficie cervical das raizes dentais recobrindo de 40 a
70% da raiz (GONCALVES et al., 2005) contendo significativa quantidade de fibras sem
componentes celulares (THOMAS, 2003). Por outro lado, o cemento celular, que
recobre as regides inter-radiculares e apicais das raizes dentais, contém tanto fibras
quanto cementdcitos (NANCI; BOSSHARDT, 2006).

A principal fun¢@o do cemento € suportar a ancoragem do dente em conjunto com
as fibras do ligamento periodontal e o osso alveolar subjacente (CREANOR, 2016).
Nesse papel, o cemento acelular € considerado o mais adequado, devido sua natureza
predominantemente proteica e mineral dando maior suporte na ligacdo com 0S 0SS0S
da maxila ou mandibula (NANCI; 2008).

Servido de sustentacdo ao dente hd o osso alveolar formado por tecido
mineralizado esponjoso que compde os 0ssos da maxila e mandibula. Na fisiologia do
tecido 6sseo alveolar € observada a acao 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).

RANK/RANKL promovem a diferenciacdo de macrofagos em osteoclastos
maduros multinucleados estimulando sua capacidade de reabsorcdo 6ssea (MORI,
2013). RANKL é produzido e secretado por diversos tipos celulares, dentre eles
fibroblastos, linfécitos T e mesmo monacitos (LIU; LERNER; TENG, 2010) os quais 0s
linfécitos T e B séo considerados como fonte primaria de RANKL na reabsorcao 0ssea

alveolar decorrente de quadros inflamatoérios no periodonto (KAWAI et al., 2006).
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2.1.2 — A periodontite e a resposta do organismo a inflamagao

Um dos quadros patologicos caracteristicos que pode afetar os tecidos
periodontais € a doenca periodontal. Esta desordem é classificada como uma alteracéo
de cunho cronico, inflamatoério e multifatorial com progressiva perda 6ssea alveolar que,
em caso de ndo tratamento, gera perda do dente (LUO et al., 2017). A doencga ainda
representa um grave problema de saude publica e um desafio na clinica odontolégica
pela limitacdo na capacidade regenerativa dos tecidos periodontais (NUNEZ et al.,
2019).

As doencas periodontais resultam de um processo inflamatério em resposta a
presenca de microrganismos no periodonto, sendo classificadas como gengivite, com
inflamac&o inicial e sangramento gengival sem destruicdo tecidual que pode evoluir
para a periodontite (WOLF; LAMSTER, 2011). A periodontite apresenta estrutura
polimicrobial denominada biofime dental (NEDZI-GORA, KOWALSKI, GORSKA,
2017), esse biofilme composto por uma colonizac&o mista de bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas no sulco subgengival acarreta a resposta do organismo por meio da
producdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios pelo epitélio e submucosa
gengivais e desenvolvimento de bolsas periodontais (ISMAIL et al., 2013).

A periodontite atingiu cerca de 62,3% de adultos acima de 65 anos nos Estados
Unidos (EKE et al., 2016) o qual no periodo de 2009 a 2012 64,7 milhdes de adultos
tiveram periodontite, e 8,9% desse total desenvolveu a forma grave da doenca (EKE et
al., 2015). Elevada prevaléncia da periodontite também foi observada no norte da Italia
(AIMETTI et al., 2015) e no Brasil (SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014) sendo, portanto,
considerada um importante problema de saude publica. Contudo, sua variedade em
apresentacao clinica e diagndéstico ainda torna subestimada a real prevaléncia da
doenca na clinica (PAPAPANOU, SUSIN, 2017).

Duas formas principais de periodontite se apresentam com elevada frequéncia na
clinica odontoldgica: as formas cronica e agressiva (do inglés Chronic Periodontitis —
CP; e Aggressive Periodontitis — AgP) (LOPEZ; BAELUM, 2015). A periodontite crénica
€ caracterizada por uma resposta imune que ocorre de forma ciclica com periodos de
estabilidade e manutencéo da inflamacgéo, seguidos por periodos de rapida destruicao
tecidual atingindo individuos adultos em sua maioria (FORD; GAMONAL; SEYMOUR,

2010). Por sua vez, as manifestacdes clinicas da periodontite agressiva incluem rapida
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e extensa leséo tecidual no periodonto atingindo individuos mais jovens (MONTEIRO
et al., 2015).

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

Seu diagnéstico se baseia na determinacéo de parametros clinicos e radiograficos
tais como a medida de profundidade de sondagem (do inglés Mean Pocket Depth -
MPD), em milimetros, e perda de insercédo clinica (do inglés Clinical Attatchment Loss
- CAL), também em milimetros (PAKE, EKE, 2007). Valores de MPD e CAL = 3 mm no
mesmo sitio periodontal indicam presenca da periodontite, os quais as variacfes
crescentes nestes valores permitem a classificacdo da doenca em niveis de discreta,
moderada e/ou severa (PAKE, EKE, 2012).

Outras formas clinicas da doenca também podem ser destacadas como a forma
agressiva localizada, presente especificamente na regido do primeiro molar em ao
menos dois dentes permanentes, e a forma agressiva generalizada com perda de
insercao interproximal afetando ao menos trés dentes permanentes afetando pacientes
com 30 anos ou mais (ALBANDAR 2014). Além destas, observa-se variacdes das
formas cronicas em leve, moderada e severa com achados de perda 6ssea menor que
um terco da raiz dental, mais que um terco até dois tercos e mais que em dois tercos
da superficie radicular, respectivamente (MITTAL et al., 2013). Bem como, outras
formas como a de inicio precoce e juvenil também podem ser citadas (HIGHFIELD et
al., 2009; PATRA 2019). Entretanto um recente estudo reorganizou as classificacoes
clinicas da periodontite dissolvendo estas formas de classificacdo (CATON et al., 2018).

E evidente que a periodontite possui etiologia multifatorial e embora os
microrganismos detenham a funcao de iniciar a resposta inflamatoria, fatores genéticos
do préprio hospedeiro, tais como polimorfismos em citocinas, contribuem com os danos
observados no periodonto (SILVA et al., 2016; 2017a; 2017b; 2018). Nos sitios
periodontais observa-se a infiltrado inflamatério com recrutamento de
polimorfonucleares neutrofilos (PMN) e macrofagos (ANDIA et al., 2013; OZMERIC,
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2004) que liberam fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL) 1 e 17, dentre
outras, e prostaglandina E2 (PGE-2) pela liberagéo de lipopolissacarideos (LPS) oriundos
de periodontopatdgenos (CARDOSO et al., 2009; CAVALLA et al., 2014; NIBALI et al.,
2009; SHAO et al., 2009).

O envolvimento dos PMNs na patogénese da periodontite € uma evidéncia
peculiar, visto sua maior associagdo ao processo inflamatorio agudo e a periodontite
ter carater cronico, contudo tais células sdo produtoras de mediadores inflamatérios
como a IL-8 e a molécula de adeséao celular 1 (ICAM-1), com acdo na periodontite
definida pela potencializacdo do infiltrado neutrofilico, intensa destruicdo do periodonto
de sustentacdo e aumento da reabsorcao O6ssea pela via RANK-RANKL (LIU et al.,
2001).

Por outro lado, contrabalanceando a atividade do RANKL h&a a acdo da OPG.
Também produzida por fibroblastos, mondcitos, além de linfécitos T e B, a OPG atua
bloqueando a osteoclastogénese (HOFBAUER; SHOPPET, 2002). A expressao de
RANKL assim como de OPG, em quadros fisioldogicos normais, € mediada por
interacOes 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,
quimiotatica 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 reabsorcéo 6ssea (BAKER, 2000).

Observa-se que as citocinas liberadas além de modularem o curso da inflamacéo
também atuam sobre a reabsor¢éo 6ssea, sendo importantes mediadores inflamatoérios
na fisiopatologia da doenca (ALI et al., 2011; BAKER, 2000). Essa perda de 0sso
alveolar constitui a maior das preocupac0fes, tanto para os pacientes quanto para 0s
clinicos onde as tentativas de tratamento se voltam para a regresséo desta perda ou
minimizag&o dos danos (JAYAKUMAR et al., 2010).

Ambas células T e B possuem longa meia-vida nos tecidos periodontais
(KULRKANI; KINANE, 2014) o quais niveis elevados nas populagbes de linfocitos
CD45, CD3 e CD4 foram encontrados na circulacdo sanguinea de pacientes com a
forma agressiva da doenca (CIFCIBASI et al., 2015) evidenciando seu papel na
progressdo da doenca. A ativacdo e efeito bioldgico dessas células definem néo
somente o curso da inflamacdo nos tecidos periodontais, bem como uma resposta
sistémica com alteracdes em diversos 6rgados (HASTURK; KANTARCI, 2015).
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Estes achados demonstram a importancia de estudos com foco na investigacéo
sobre interleucinas bem como outros mediadores inflamatorios e variacdes genéticas
nestas moléculas os quais podem trazer impactos positivos na abordagem clinica de

pacientes com a doenca.
2.1.3 — Fatores genéticos associados a periodontite

A periodontite detem vérios fatores de risco os quais fendbmenos metabdlicos,
genéticos e microbianos estdo envolvidos na patogénese da doenca (SILVA et al.,
2016). A colonizacéo 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 inflamatdrias
(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 os LPS’s ndo sdo o unico produto
bacteriano envolvido na inflamacao periodontal, bem como € reportado na literatura o
histérico familiar e a carga genética tem papel preponderante no desenvolvimento da
doenca (ZIUKAUITE et al., 2016). Evidentemente fundo genético de susceptibilidade a
periodontite permanece em grande parte ainda desconhecido (CARINCI et al., 2015).

A inflamacéo 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 em citocinas associados a periodontite vem
crescendo recentemente na literatura e varios estudos tém mostrado que tais moléculas
estdo diretamente envolvidas na periodontite. Por exemplo, verificou-se que o0s
polimorfismos ocorridos em diferentes regides de genes IL1A e 1B (KARIMBUX et al.,
2012), IL4 (HOLLA et al.,, 2008), IL6 (KALBURGI et al.,, 2010), IL8 (SCAREL-
CAMINAGA et al., 2011) e IL18 (NOACK et al., 2008) influenciam na fisiopatologia da
periodontite sob diferentes mecanismos.

Polimorfismos genéticos representam variagdes com frequéncias superiores em
mais de 1% da populacéo relacionadas ao risco de desenvolvimento de doencas e que
podem ocorrer como mutacéo de ponto (Polimorfismos de Base-Unica, do inglés SNP
— Single Nucleotide Polymorphisms) ou em uma sequéncia de bases que se repetem

com numero variado dentro do gene (Polimorfismos de repeticdo em tandem — VNTR)
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(CHAPMAN; HILL, 2012). Estes SNP’s foram abordados em estudos de metanalise
como demonstrado na figura 1 sendo sugeridos por possivelmente alterar o risco de
desenvolvimento da doenca em varias populacdes.

Yan et al., (2014) realizaram um estudo de metanalise abordando trés diferentes
variagbes genéticas no gene IL4 e encontraram uma associacao significativa para o
polimorfismo -590 C/T e a doenca (Figura 1). A IL-4 tem capacidade em inibir células 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, embora com atividade anti-inflamatéria (SCHUERGWEGH et al., 2003) é indicada
como fator contribuinte para destruigao tecidual observada na periodontite (GEMMELL;
SEYMOUR, 2004).

Figura 1. Polimorfimos genéticos nas interleucinas (IL)-1A, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8 e IL-18, e seus possiveis
mecanismos de acdo, abordados em estudos de metandlise os quais podem influenciar na progresséo
da periodontite (representada ao centro da figura pela ilustracdo de um dente cortado no eixo coronal
com demonstracdo do processo inflamatério, destruicdo tecidual, reabsorcdo 0ssea 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 -572 G/Ce-373 A/T

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

- s R e At
Polimorfismo +3945 C/T Polimorfismos -251 A/T

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

Fonte: Proprio autor
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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 diminuicao no risco de desenvolvimento de periodontite crénica em japoneses, bem
como na reducao dos niveis séricos de IL-6 nestes pacientes (KOMATSU et al., 2005).
IL-6 € uma citocina envolvida na resposta inflamatéria e modulagédo da resposta imune
incluindo a diferenciacédo de células B e T (LOOS; JOHN; LAINE, 2005). Também, os
polimorfismos -174 G/C e -572 G/C aumentaram a expressao do gene IL6, os quais
podem ser associados a periodontite (SONG et al., 2013) (Figura 1).

Uma outra metanalise disponivel na literatura e publicada por Chen et al., (2015)
também trouxe informacdes esclarecedoras sobre os polimorfismos -251 A/T e -845
T/C no gene IL8 e a significativa associacdo com periodontite em populacéo brasileira.
A IL-8 € uma importante citocina responsavel pela ativacao e quimiotaxia de células de
defesa, especialmente neutrofilos, 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 crbénica foram significativamente 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-inflamatoria em associacdo com
periodontite, a metandlise de Li et al., (2014) abordou dois polimorfismos (-607 A/C e -
137 G/C) no gene 1L18 em nove estudos caso controle com um total de 576 pacientes
com periodontite e 458 controles (Figura 1). O estudo identificou associacado positiva
entre elevados niveis desta citocina em pacientes portadores de ambos os
polimorfismos e a doencga.

A IL-18 é secretada por mondcitos e macréfagos o qual seu precursor,
naturalmente presente em células endoteliais, queratinécitos e células do epitélio
intestinal, € ativado por meio de processamento pela protease caspase-1 com inducéo
da sintese de interferon gama e consequente ativacdo de vias inflamatérias as quais
resultam em destruicao tecidual nos quadros de periodontite (DINARELLO et al., 2013).

Estes achados reforcam a importancia em identificar e esclarecer o papel de
variantes genéticas no desenvolvimento, progressao e até mesmo diagndstico
molecular da periodontite evitando assim os irreversiveis danos ao periodonto, perda

do dente e prejuizos aos individuos acometidos.
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2.1.4 Interleucinas 1A, 1B e 1RN

Dentre as citocinas mais estudadas com enfoque na sua associacdo com a
periodontite tem-se as da 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 estimulacdo do sistema
nervoso central, especialmente o eixo hipotalamo-adrenal, acarretando elevacédo da
temperatura corporal (KONSMAN; PARNET; DANTZER, 2002) e consequente
aumento da migragéo de leucocitos (HOPKINS, 2003).

A IL-1 também promove inducdo da expressdo de moléculas de adesdo em
células endoteliais que em conjunto com a liberacdo de outras citocinas resulta na
amplificacdo do recrutamento de neutrdfilos e resisténcia a infeccdo (GARLANDA,;
DINARELLO; MANTOVANI, 2013). Além disso, este mediador inflamatorio 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 no cluster da familia IL-1 localizado ao
longo do braco longo do cromossomo 2 na regido 2913-21 (NICLKIN; WIETH; DUFF,
1994) e embora liguem-se ao mesmo receptor celular (IL-1R1), estas interleucinas
apresentam diferencas fisiolégicas que promovem distintas respostas imunes
(GARLANDA; DINARELLO; MANTOVANI, 2013).

O precursor da IL-1A esté presente constitutivamente em células epiteliais do trato
gastrointestinal (BERSUDSKY et al.,, 2013), figado (TAKEDA et al.,, 2004) e em
queratindécitos 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 formacdo 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 inflamagé&o periodontal por estimular a
producdo de mediadores secundarios os quais amplificam a inflamacéo levando a
degradacédo do tecido conjuntivo de suporte no periodonto (GRAVES; COCHRAN,
2003) e estimulacdo de mondcitos com consequente reabsorcdo O0ssea (MANEY;
OWENS, 2015) — visto que a relagao causa e efeito entre liberagao de citocinas e perda
0ssea alveolar ja fora demonstrada (ALGATE et al., 2015; DELIMA et al., 2001; IZAWA
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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 diferenciacéo 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 néo
estd presente em estados fisiologicos 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 estimulacdo da reabsor¢éo
0ssea 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 0 aumento nos parametros clinicos de avaliacao
da periodontite (medida de profundidade de sondagem e nivel de perda de insercdo
clinica) e os niveis de IL-1B.

Embora os niveis de IL-1B em fluido gengival ndo diferiram quando comparou-se
individuos fumantes com periodontite e ndo fumantes também com a doenca
(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 associacao 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).

IL-1A e IL-1B estdo localizados no mesmo cluster génico jusante ao gene do
receptor antagonista da IL-1 (IL-1RN) (DINARELLO et al., 2013). O gene IL-1RN pode
ser expresso como diferentes formas proteicas dependendo do processo de splicing
alternativo (KHAZIM et al., 2018) sendo responsavel pela expressao da proteina IL-1Ra
em diferentes tipos celulares tais como mondcitos, macrofagos, neutrofilos e células
epiteliais (ORTIZ et al., 2003). Esta proteina se se liga ao receptor IL-1R1 sem mediar
sinais moleculares devido a falta de um dominio de interagdo da proteina acessoria do
receptor e, assim, inibe a sinalizacéao pré-inflamatéria pelas IL-1A ou 1B como um fator
de ligacdo competitivo (AKDIS et al., 2016).

A expressdo do gene IL-1RN e consequente producédo de IL-1Ra é associada a
efeitos imunossupressivos 0s quais a auséncia da expressdo desta molécula tornou

células tronco mesenquimais menos efetoras em induzir, in vitro, a polarizacdo de
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macrofagos do fenotipo M1 para M2 (LUZ-CRAWFORD et al., 2016). Elevados niveis
séricos de IL-1Ra séo observados em individuos com obesidade (MEIER et al., 2002),
resisténcia a insulina (HERDER et al., 2016) e diabetes mellitus tipo 2 (HERDER et al.,
2009), sendo tais niveis explicados pela maior carga inflamatoria representada pela IL-
1A e IL-1B e portanto maior expressao de IL-1RN (HERDER et al., 2009).

Variagdes genéticas no cluster génico da IL-1 pode promover efeitos deletérios
como por exemplo afetar a expresséo de transcritos anti-senso do gene IL1A (AS-IL1A),
o qual controla a transcricdo induzida deste gene (CHAN et al., 2015). Ao total, 148
polimorfismos séo descritos no gene IL1A, 144 no gene IL1B e 140 no gene IL1RN
(NCBI, 2019), sendo que diversos estudos de metanalise abordaram diferentes
polimorfismos nestas interleucinas e o risco de desenvolvimento de desordens
inflamatdrias como a periodontite (CHEN et al., 2015; DENG et al., 2013; KARIMBUX
etal., 2012; MAO et al., 2013; NIKOLOPOULOS et al., 2008; SILVA et al., 2017; SILVA
et al., 2018; WANG et al., 2014; ZENG et al., 2015).

Embora as metandlises tragam resultados acurados acerca de variacbes
genéticas nos genes IL1A, 1B e 1RN e periodontite, os resultados destes estudos
podem apresentar dados falso-positivos e requerem uma revalidacdo dos mesmos para

melhor entendimento do papel destes fatores na periodontite.
2.1.5 Interleucina 2

A IL-2 é uma citocina secretada por células T CD* em 6érgéos linfoides
secundarios capaz de aumentar a habilidade de fagocitose e citotoxicidade de células
NK (LETOUNEAU et al., 2009), manter a proliferacio homeostatica das células T
reguladoras (células Treg) e das préprias células T CD* (FURTADO et al., 2002), atuar
sobre células linfoides inatas e modular a diferenciacao de células T efetoras, além de
ter acGes nas células T de memodria, células T efetoras e monécitos (BALLESTEROS-
TATO et al., 2012; PIPKIN et al., 2010).

A estrutura molecular da IL-2 compreende quatro curtas cadeias a hélices
globulares glicosiladas de 15 kDa (ROSS; CANTRELL, 2018) o qual sua secrecéo é
dependente da inducéo transcricional por sinais emitidos por células T no gene IL2 e
estabilizacdo do RNA mensageiro para IL-2 (MALEK et al., 2008). O gene IL2
apresenta duas importantes caracteristicas de padrdo de expressao ligadas as
linhagens de células T e indutores inflamatérios, primeiro a expressao deste gene €

guase que exclusiva destas células, salvo relatos que mostram esta expressao por
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outros tipos celulares (GRANUCCI et al., 2003). Segundo, a IL-2 ndo pode ser expressa
em células T em repouso requerendo assim a ativagdo destas por meio de receptores
de células T e outros sinais de ativacdo (BUNTING; WANG; SHANNON, 2006; MALEK
et al., 2008).

Polimorfismos e seus hapl6tipos no gene IL2 vem sendo associados a diversas
condi¢des inflamatdrias tais como colite ulcerativa (FESTEN et al., 2009), artrite
reumatoide (MADDAH et al., 2016; TRIKOQV et al., 2009) e cancer (MELCHIADES et
al., 2017; ZHANG et al., 2016) bem como os niveis de IL-2 sendo sugestivos como
potenciais biomarcadores para avaliacdo do curso de doencas (LIANG et al., 2015).
Estes niveis mostram-se alterados e relacionados a patogénese do IUpus eritematoso
sistémico (BRUGOS et al., 2012), vitiligo e periodontite (ANDRUKHOV et al., 2011;
GOSKA et al., 2003).

Contudo os achados acerca da associacao entre niveis de IL-2 e periodontite
mostram-se contraditorios. Por exemplo, Al-Ghurabei (2012) comparou 0S hiveis
séricos de IL-1B e IL-2 de 50 pacientes diagnosticados com periodontite crénica com
25 controles saudaveis por ensaio imunoenzimatico (ELISA) identificando aumento
significativo na média de IL-1B enquanto para os dados sobre os niveis de IL-2 ndo
foram observadas diferengas significativas entre os grupos. Achados semelhantes
foram identificados por Chen et al. (2015) em que o perfil de citocinas no fluido gengival
de pacientes com periodontite crénica nao diferiu dos controles saudaveis.

Tais achados contraditérios também sao observados a nivel genético. Um dos
polimorfismos mais bem estudados com a possivel associacdo com doencas
inflamatorias é o SNP na posicdo -330 (com mudanca de uma timina para guanina) na
regido promotora do gene IL2, consequentemente afetando a transcricdo génica e
expressao de IL-2 identificado por Jonh et al. (1998). O primeiro estudo focando nesta
variagdo genética e periodontite foi publicado em 2002 e realizado por Scarel-Caminaga
et al. (2002) em que o proprio estudo apresenta resultados divergentes.

Primeiramente, os autores nao identificaram uma associacao significativa entre o
polimorfismos -330 T/G e a doencga (P>0,05). A associacdo significativa apenas foi
observada quando o grupo controle foi combinado com o grupo com periodontite
moderada e comparado aos outros grupos do estudo. Desta forma, o polimorfismo teve
associacdo com a forma severa da doengca. Também, uma significativa associacao foi

identificada tanto na analise genética e alélica em asiaticos (LI et al., 2012). Contudo,
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apos teste de regressao logistica ser aplicado aos dados, o polimorfismo ndo mais foi
significativamente associado a periodontite.

Resultados contraditorios em avaliacbes genéticas sdo um desafio ao
entendimento da fisiopatologia e influéncia da carga genética dos individuos no
desenvolvimento de doencgas. Outros estudos acerca da relagéo entre o polimorfimos -
330 T/G e periodontite estdo disponiveis na literatura (MAJUMDER et al., 2018;
VAHABI et al., 2018). Entretanto, um estudo de metanalise que possa agrupar os dados
conflitantes disponiveis na literatura ndo esta disponivel e é requerido para melhor

entendimento desta variante genética e o risco de desenvolvimento de periodontite.
2.1.6 Interleucina 4

A IL-4 é considerada uma citocina multifuncional produzida principalmente por
células T ativadas, mastdcitos, basofilos e eosindéfilos o qual compartilha sequéncias
homologas, receptores celulares e sinalizacéo intracelular com a IL-13 (LUZINA et al.,
2012). Este mediador é produzido pela resposta mediada via Th2 com papel de
protecdo contra infecgbes por parasitos extracelulares mas também participante da
patogénese da asma e de outras desordens inflamatérias (ZHU, 2015).

Esta IL tem a capacidade em inibir células Thl enquanto estimula a resposta
imune via Th2, além de afetar negativamente a atividade de macréfagos em sinergismo
com a IL-13 (KIDD, 2003). Além disso, variados splicings na IL-4 sdo capazes de
promover inflamacéo linfocitaria in vivo o qual uma maior expressao destas variantes
moleculares causaram maior infiltracdo de linfécitos T e B nos pulmdes (LUZINA et al.,
2011).

Esta estimulacdo de células Th2 € indicada como fator contribuinte para
destruigcéo tecidual observada na periodontite (GEMMELL; SEYMOUR, 2004). A IL-4
promoveu aumento na migracao de linfocitos Th2 para sitios periodontais lesionados
por meio da inducdo de CCL11 por células do ligamento periodontal (HOSOKAWA et
al., 2016). Por sua vez, em um modelo de inducéo de periodontite por injecdo de LPS
no sulco gengival de ratos e imunizagéao destes também com injecao intraperitoneal de
LPS houve maior perda dano periodontal no grupo imunizado com aumento na
contagem de células positivas para IL-4 que no grupo nao imunizado (IZUMI et al.,
2018).

Entretanto é interessante destacar que em relacéo a biologia 0ssea, a IL-4 tem

papel protetor o qual o importante papel desta IL nas infec¢des 0sseas da mandibula é
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demonstrado pelo fato de que os camundongos, com alta producgéo de IL-4, ndo exibem
formacdo de osteoclastos e reabsorcdo 6ssea perirradicular quando infectados nas
polpas dentdrias com Porphyromonas gingivalis (STASHENKO et al., 2007). Tal
resultado contrasta com os resultados de camundongos controle que apresentaram
intensa positividade para osteoclastos e extensa perda éssea ao redor dos apices das
raizes.

Estes achados corroboram com outro estudo em que a IL-4, in vitro, liberada por
fibroblastos coletados de pacientes saudaveis inibiu a osteoclastogénese (UJIIE et al.,
2016). Esse aspecto protetor da IL-4 pode ser evidenciado pelos resultados de uma
metandlise (STADLER et al.,, 2016) em que houve aumento no seu valor no fluido
gengival apds tratamento ndo cirdrgico para periodontite porém sem danos 0sseos
(Standardized Mean Difference = 0,81, p=0,002).

Variagdes no gene IL4 interferem diretamente na expresséo e produgéo de IL-4
(BABULA et al., 2005; HUSSEIN et al., 2013). Trés polimorfismos sdo bem descritos e
estudados quanto a sua possivel relacdo com o risco de desenvolvimento de
periodontite: o polimorfismo -590 C/T (WINGS et al., 2012; SCAPOLI et al., 2011), +33
C/T (ANOVAZZI et al., 2010; JAIN et al., 2013) e um VNTR de 70-pares de bases
(HOLLA et al., 2008).

Estas variantes genéticas foram alvo de duas recentes metanalises (JIA et al.,
2017; YAN et al., 2014) demonstrando a sua relacao com a periodontite. Nos resultados
da metanalise de Yan et al. (2014), apenas o polimorfismo -590 C/T foi
significativamente associado ao maior risco de desenvolvimento de periodontite cronica
em populacdo Caucasiana tanto na comparacéo do alelo mutado com o alelo selvagem
(Odds Ratio = 1,2, p=0,03) quando comparados 0s o0 gendétipos homozigoto mutado
com o selvagem (Odds Ratio = 1,68, p=0,03).

Entretanto, embora haja valores estatisticamente significativos para estes
achados, da-se necesséaria a revalidacdo destes dados por métodos estatisticos
acurados que possam comprovar a real validade de tais dados sobre polimorfismos no
gene IL4 e o risco de periodontite e seu potencial uso como marcador molecular para

a doenca.
2.1.7 Interleucina 6

A IL-6 humana é uma proteina composta de 212 aminoacidos, incluindo um

peptideo sinal de 28 aminoacidos, e codificada pelo gene IL6 localizado no
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cromossomo 7 na posicdo 7p21 (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). A
expressdo do gene IL6 é ativada pela acdo da IL-1B e do TNF-a o qual a IL-6 é
controlada em varios niveis por micro RNA’s (VISWANATHAN et al., 2009), proteinas
de ligacdo a RNA (MASUDA et al., 2013) e fatores de controle circadianos, como o
produto do gene Perl (SUGIMOTO et al., 2014).

Células como linfécitos T e B, mondcitos e fibroblastos produzem IL-6 o qual
transmite sinais celulares seja pela ligacdo convencional ao seu receptor celular seja
pela ligacdo ao seu receptor soltuvel (IL-6R) (ROSE-JOHN et al., 2006). O resultado
destes sinais celulares culmina com respostas rapidas como a liberacdo de proteinas
de fase aguda, inducdo de febre (CROSTEIN, 2007) e respostas cronicas como a
inducdo da diferenciacdo de células B e producdo de anticorpos (TANAKA;
KISHIMOTO, 2014).

A IL-6 também afeta células T induzindo a diferenciacéo especifica de células T
CD4* naive inativas em subconjuntos de células T efetoras. Em combinacdo com
fatores de crescimento para linfocitos T, a IL-6 induz preferencialmente a diferenciacao
de células T CD4* em células Thl7, mas inibe o desenvolvimento de células Treg
(KIMURA,; KISHIMOTO, 2010). Niveis alterados de IL-6 sdo observados em diversas
condicdes inflamatdrias tais como retinopatia diabética (FENG et al., 2018) em que um
aumento na concentracdo desta IL foi determinado no humor aquoso dos individuos
acometidos com a patologia. Também, elevados niveis foram observados em pacientes
com artrite reumatoide, como demonstrado em estudo de metanalise disponivel na
literatura (WEI et al., 2015).

A expressdo de IL-6 estd diretamente relacionada a variagBes alélicas no seu
gene (PANTSULAIA et al.,, 2012). Sabe-se que o0 gene IL6 possui cerca de 50
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) em sua regido promotora, como as variantes
-597 G/A, -572 G/C, -373 AIT e -174 G/C, entre outros (FISHMAN et al., 1998; OLIVIERI
et al., 2002; TERRY, LOUKACI, GREEN, 2000). Varios estudos questionam o papel
funcional do SNP -174 G/C na producéo de IL-6 tanto in vivo (BONAFE et al., 2001;
BRUUNSGAARD et al., 2004) quanto in vitro (OLIVIERI et al., 2002; TERRY, LOUKACI,
GREEN, 2000). A mudanga das bases de guanina para citosina (G — C) na posic¢éao -
174 parece afetar a transcricdo do gene IL6 e, portanto, os niveis plasmaticos dessa
citocina em jovens (OLIVIERI et al., 2002), idosos (BONAFE et al., 2001) e individuos
centenarios (BRUUNSGAARD et al., 2004; DI BONA et al., 2009).
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Spoto et al. (2015) observaram que pacientes homozigotos para o alelo mutado
neste polimorfismo, acometidos por doenca cardiovascular, tiveram maiores niveis de
IL-6 que os pacientes heterozigotos e homozigotos selvagens (p=0,04). Tais niveis
aumentados também foram observados em brasileiros homozigotos para o alelo C com
diabetes mellitus tipo 2 (RODRIGUES et al.,, 2017). Contudo, ndo foi observada
significancia estatistica nessa associacdo e também o estudo apresentou um
importante viés, os niveis de IL-6 relacionados com o gendétipo foi dosado agrupando
pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e os controles.

Por sua vez, Kavitha, Vijayashree Priydharshini e Sivapathasundharam (2016)
identificaram significativa associagéo entre o polimorfismo -174 G/C em paciente com
diabetes mellitus tipo 2 e periodontite o qual o alelo C foi considerado como fator de
risco para desenvolvimento da doenca periodontal nestes pacientes. Por outro lado,
em um estudo conduzido em populacao chinesa, quando avaliados os polimorfismos -
174 GIC, -597 G/A e -572 G/C, apenas este apresentou frequéncias alélicas distribuidas
entre 0s pacientes com diabetes mellitus tipo 2 e periodontite (XIAO et al., 2009). Os
alelos mutados em ambos os polimorfismos -174 G/C e -597 G/A nao foram
identificados neste grupo de participantes do estudo com consequente auséncia de
associacao para o risco de periodontite.

Varios estudos caso/controle estdo disponiveis na literatura acerca da possivel
associacao genética entre polimorfismos no gene IL6 e o risco de periodontite em suas
diversas formas clinicas (BABEL et al., 2006; CHATZOPOULOS et al., 2018; HOLLA et
al., 2004; PIRIM GORGUN et al., 2017; SALMAN et al., 2016; TOKER; GORGUN,;
KORKMAZ, 2017). Por conseguinte, varias metanélises também estédo disponiveis na
literatura com o objetivo de sintetizar os dados acerca de variantes genéticas no gene
IL6 e o risco da doenca (BELTRAMI; CONFALONIERI, 2016; NIKOLOPOULOS et al.,
2008; SHAO et al., 2009; SONG et al., 2013; ZHAO et al., 2018; ZHU et al., 2016).

Neste contexto, os dados apresentados pelas metandlises apresentam-se tanto
estatisticamente significativos quanto ndo. Para o entendimento da real veracidade dos
resultados destas metandlises é necesséario o desenvolvimento de um estudo com
ferramentas estatisticas robustas que promova o aumento da acuracia dos dados
encontrados e a real relacao entre estes polimorfismos e o risco de desenvolvimento

de periodontite.

2.1.8 Interleucina 17A
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A IL-17A faz parte de um conjunto de citocinas pré-inflamatérias secretadas por
um grupo especifico 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 descritas (JIN;
DONG, 2013).

Esta interleucina é responsavel pelo recrutamento de neutréfilos por meio da
inducdo de diversos mediadores pro-inflamatérios tais como metaloproteinases de
matriz, TNF-a, IL-6 e IL-8 (CHENG; HUGHES; TAAMS, 2014). Células T CD4+
expressam a IL-17A em sua superficie celular (LANGRISH et al., 2005). Embora
apresente papel de proteg&o contra microrganismos, uma disfungdo na secregéo desta
citocina acarreta excessiva expressao de mediadores inflamatérios com dano tecidual
e ativacdo de autoimunidade (KOLLS; LINDEN, 2004).

As IL-17, como um todo, afetam a capacidade de diferenciacdo celular de
culturas de células do ligamento periodontal em osteoblastos o que pode contribuir com
a perda 6ssea alveolar na periodontite (DORDEVIC et al., 2016). Além disso, estas
citocinas foram capazes de promover osteoclastogénese por meio de aumento na
expressdo de RANKL em células tronco mesenquimais, o que pode favorecer
reabsor¢cdo d6ssea tanto in vitro quanto in vitro (HUANG et al., 2009), sendo esta via
uma das sugestivas para danos no periodonto promovidos pelas IL-17 (ZENOBIA;
HAJISHENGALLIS, 2015).

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 doencga
(BUDUNELI; BUDUNELI; KUTUKCULER, 2009) em que tais niveis podem ser
influenciados por outras citocinas como a IL-11 (AY et al.,, 2009). Além disso, a
producédo de IL-17 por células Th17 representam uma caracteristica significativa para
diferenciar lesdes periodontais ndo destrutivas (inflamacgéo gengival sem perda 6ssea)
das lesdes destrutivas (inflamacgao periodontal com reabsorcdo éssea) (THORBERT-
MROS et al., 2019).

Andlises genéticas demonstraram que a IL-17A é codificada por um gene
localizado no cromossomo 6 (6p12.2) (WANG et al., 2012) e que polimorfismos no gene
IL17A foram associados ao risco de desenvolvimento de nefrite decorrente de lGpus em
criancas no Egito (HAMMAD et al., 2016). Dentre estes polimorfismos, dois —rs2275913

(uma mudanca de adenina para guanina na posicdo -197 do gene da IL-17A) e
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rs763780 (uma mudanca de timina para citosina na posicéo -7488 do gene da IL-17F)
— foram estudados com foco na sua associagdo com periodontite.

O primeiro estudo publicado sobre a relacdo entre estes polimorfismos e
periodontite foi composto por 60 participantes de populacdo 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 doenca 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) utilizaram uma amostra composta por 72 individuos
saudaveis comparados a 45 individuos com periodontite agressiva e 85 individuos com
periodontite cronica. Estes resultados divergem dos achados de um posterior estudo
sobre a associacdo entre este polimorfismo no gene da IL-17A e periodontite, o qual o
alelo A esteve significativamente associado aos pacientes com periodontite crénica
(Odds Ratio = 1,59, P = 0,04) (ZACARIAS et al., 2015).

Corroborando os achados de Zacarias et al. (2015), Chaudhari et al., (2016)
encontrou significativa associacao entre o alelo A e o risco de desenvolvimento tanto
de periodontite agressiva (na forma localizada) quanto crénica. 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 associacéo quando comparou-se os alelos A versus G entre 0s pacientes com
periodontite agressiva e saudaveis (Odds Ratio = 5,1, P<0.05) e entre os pacientes com
a forma crénica da doenca e saudaveis (Odds Ratio = 5,1, P<0,05).

Porém, dados conflitantes persistem sobre a associacdo deste polimorfismo
com a periodontite. Vahabi et al. (2018) nado identificaram associacao significativa entre
o polimorfismo rs2275913 no gene IL17A e o risco de periodontite cronica em Iranianos
(P = 0,54) ao passo que um posterior estudo demonstrou associac¢éo significativa entre
0 genotipo mutado neste polimorfismo e pacientes com avancados estagios de
periodontite (ABDELKAWY; ABDELFATTAH; SHAKERC, 2019).

Uma metandalise publicada por Silva et al. (2018) sintetizou os dados
disponiveis sobre este polimorfismo no gene IL17A e o risco de periodontite. Com base

em 5 estudos caso/controle, os autores demonstraram que 0 genotipo selvagem
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representou um fator de protecdo estando associado ao grupo controle tanto para a
periodontite crénica (Odds Ratio = 0,58, P = 0,01) quanto agressiva (Odds Ratio = 0,40,
P =0,04) e 0 gendtipo mutado esteve significativamente associado aos pacientes com
periodontite cronica (Odds Ratio = 1,73, P = 0,01) e agressiva (Odds Ratio = 2,73, P =
0,04).

Os dados de Silva et al. (2018) sdo acurados pela ndo deteccédo de viés de
publicacdo, além de ser a primeira metanalise focando em polimorfismos nas
interleucinas da familia 17 e sua relacdo com as diferentes formas clinicas da
periodontite. Porém, mesmo com o robusto método empregado nesta metanélise, 0s
dados dos autores podem sofrer outros viés e representarem achados falso-positivos.
Portanto uma abordagem Bayesiana validando os dados desta metanalise é requerida
para atestar a real associacao entre o polimorfismo rs2275913 no gene IL17A e o risco

de periodontite.

2.1.9 Interleucina 18

A IL-18 é um membro da grande familia das IL-1 identificada inicialmente como
um fator indutor de INF-y atuando no sistema imune pela producdo deste mediador
pelas células Thl e Natural Killers (NK) com aumento da citotoxicidade destas células
(ZHOU et al., 2016). Esta IL atua em sinergismo com a IL-12 na ativa¢éo e inducao da
proliferacdo de células Thl (NAKANISHI et al., 2001) o qual sua funcdo ndo esta
limitada somente as células NK e linfécitos Thl, sem a acdo de mediadores
complementares, a IL-18 induz a producdo de citocinas associadas as células Th2
(KAWAYAMA et al., 2012).

Similar as IL-1a e IL-33, o precursor da IL-18, composto por 193 aminoacidos
sintetizado primariamente como um precursor inativo de 24 kDa sem peptideo sinal,
que se acumula no citoplasma celular (WEI et al., 2014), é constitutivamente expresso
em células endoteliais células, queratindcitos ou células epiteliais intestinais em todo o
trato gastrointestinal (NOVICK et al., 2013). Em contraste com a IL-13, o precursor da
IL-18 esta presente constitutivamente em monocitos, macrofagos e células dendriticas
de individuos saudaveis (DINARELLO et al., 2013), mas semelhante a IL-13 o precursor
da IL-18 € processado intracelularmente pela caspase 1 em sua molécula
biologicamente madura de 18 kDa (WAWROCKI et al., 2016).

O gene responsavel pela expressao da IL-18 esta localizado no cromossomo 11

em humanos na regido 11g22.2-q22.3 e compreende seis éxons e cinco introns com o
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comprimento de 19,5 kb (GEIDRAITIS et al., 2001). Diferentemente de outros genes de
citocinas, o gene da IL-18 possui poucos elementos desestabilizadores do RNA,
resultando em uma expresséao de citocinas incomumente estavel em que a transcricao
do precursor de IL-18 pode ser induzida apoés ligacdo de PAMP’s e ativacédo da via NF-
kKB (KAPLANSKI et al., 2018).

O gene IL18 humano contém cerca de 91 loci polimorficos dentro de uma regiéao
de 23 kb incluindo a regido promotora proximal e 500 bp a jusante do gene
(THOMPSON; HUMPHRIES, 2007). Variacdes genéticas que possam interferir no
splicing alternativo do RNAm da IL-18 ainda ndo foram identificadas, contudo existem
polimorfismos dentro da extremidade nao transcrita 5 e 3’ e também na regido
promotora que podem ou causar instabilidade no transcrito primario ou alterar a taxa
de transcricdo do gene (LIANG et al., 2005).

Existem poucos estudos na literatura que avaliaram a relacao entre polimorfismos
no gene IL18 e os niveis plasmaticos da IL-18 em que foram identificadas associacdes
significativas entre o polimorfismo +105 A/C e o risco de asma, por exemplo, mas sem
associacdo com os niveis de IL-18 (HIGA et al., 2003). Por outro lado, in vitro, culturas
de mondcitos de voluntérios saudaveis com o gendétipo AA mostrou maior aumento na
producdo de IL-18 que o genétipo heterozigoto quando estimulados por LPS
(ARIMITSU et al., 2006).

Este estudo também avaliou o polimorfismo -137 G/C e encontrou resultados
divergentes dos dados sobre o polimorfimo +105 A/C. O gendtipo homozigoto selvagem
para o polimorfimo -137 G/C foi significativamente associado a maior producao de IL-
18 pelas células do que o gendtipo CC ou GC (P<0,05). Corroborando este achado a
maior expressao de IL-18 em culturas de mondcitos, extraidos de voluntarios
saudaveis, estimulados por LPS e positivos para o alelo selvagem deste polimorfismo
foi identificada em estudo posterior (PAVLOVNA et al., 2008).

LPS oriundo de um bem estabelecido periodontopatégeno, a espécie P. gingivalis,
promoveu aumento na expressao de IL-18 em culturas de mondcitos (BARKSBY et al.,
2009), demonstrando a potencial influéncia que, também, bactérias na regido
periodontal responsaveis pela iniciagdo da periodontite tem sobre os niveis de IL-18.
Seja por influéncia genética, seja pela estimulacdo da resposta imune por
periodontopatégenos, os niveis de IL-18 foram aumentados em pacientes com

periodontite quando comparados a pacientes com gengivite (OROZCO et al., 2006).
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Outros estudos também avaliaram os niveis de IL-18 em pacientes com
periodontite (SANCHEZ-HERNANDEZ et al., 2011; WEI et al., 2008) os quais foram
alvo de uma metandlise que sintetizou os dados sobre polimorfismos no gene IL18,
niveis de IL-18 e o risco de periodontite (LI et al., 2014). Nesta metanalise 6 estudos
caso/controle foram inclusos sobre o polimorfismo -607 A/C e o polimorfismo -137 G/C
em que, apos a avaliagdo estatistica, foi observado valor significativo de associagéo
entre estes polimorfismos e o risco da doen¢a quando comparou-se os alelos mutados
de ambos os polimorfismos com os alelos selvagens (P = 0,001 e P = 0,004,
respectivamente).

Uma das limitacdes citadas por Li et al. (2014) foi o nimero reduzido de estudos
caso/controle para a avaliacdo destes polimorfismos e a periodontite. Embora valores
significativos de associacdo tenham sido observados, o risco deste dado ser falso-
positivo é elevado, e portanto, os dados apresentados nesta metanalise devem ser
interpretados com cautela. Uma abordagem bayesiana acerca dos achados de Li et al.

(2014) é requerida para validacdo dos resultados publicados pelos autores.
2.1.10 Gene ANRIL

Sabe-se que a periodontite € uma doenca inflamatéria resultado da consequente
inducao transcricional do sistema imune por estimulos externos, como a presenca de
bactérias nas bolsas periodontais, e ativacao de cascatas moleculares com ligacédo de
fatores de transcricdo nas regiées promotoras de genes de mediadores inflamatérios
(SMALE, 2012). A nivel génico, mutacdes, polimorfismos ou alteracfes na sequéncia
dos promotores dos genes afetam ndo somente a iniciacao da expressao do gene como
também o nivel desta expressédo com sintese incorreta da sequéncia de aminoacidos
da proteina e possivel perda de sua funcao (SHASTRY et al., 2009).

Este € o modelo basico das possiveis interferéncias genéticas sobre a resposta
imune ndo somente da periodontite, mas em outras doencas inflamatérias (LARSSON;
CASTILHO; GIANNOBILE, 2015). Uma outra via de regulacao da resposta imune se da
por meio de mecanismos que nao envolvem diretamente mudancas em bases
nitrogenadas e consequente alteracdo na sequéncia de DNA e sdo conhecidos como
mecanismos epigenéticos representados por eventos complexos mas potencialmente
reversiveis com processos de metilacdo do DNA ou modificacdo de histonas (BARROS;
OFFENBACHER, 2014; GOMES; DUTRA; MOREIRA, 2009; LUO et al., 2018).
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Além destes, tem-se outro evento epigenético conhecido pela acdo de moléculas
regulatérias como os longos RNA'’s nao codificadores (do inglés long non-coding RNA’s
— InRNA’s) (CARPENTER et al., 2014) sugestivos de estarem envolvidos desde a
patogénese de condicdes inflamatodrias a carcinogénese pela modificacdo de histonas
(BOCHENEK et al., 2013; TAHERI et al., 2017). O RNA nao codificador antisenso INK4
(ANRIL) é um desses InRNA’s, identificado como uma molécula candidata a
periodontite (SCHAEFER, 2018). O ANRIL regula a expressao de multiplos genes por
mecanismos cis e trans, interagindo com as metiltransferases de DNA e outras
proteinas especificas (AARABI et al., 2018) fazendo parte do locus CDKN2A/B
localizado na regido 9p21.3 (MCPHERSON et al., 2007).

O ANRIL apresentou contribuicdo consideravel para 0 aumento risco de cancer
(GAMEL et al., 2017) e atraiu bastante enfoque nos ultimos anos. Uma recente meta-
andlise identificou que a alta expresséo de ANRIL estava significativamente associada
ao estagio avancado do cancer humano (WANG et al., 2018). Por outro lado, outra
metanalise composta por 12.005 participantes trouxe associacao significativa entre
uma variante (o polimorfismo rs4977574) no gene ANRIL e o risco de doenca arterial
coronariana (XU et al., 2018).

O primeiro estudo com o objetivo de determinar a interagédo entre polimorfismos
no gene ANRIL e a periodontite foi realizado por Schaefer et al., (2009) que
encontraram associacfes significativas entre dois polimorfismos (rs1333042 e
rs1333048) e o risco da forma agressiva generalizada da doenca. Um estudo posterior
em populacéo chinesa, por sua vez ndo encontrou associacgao significativa entre esses
polimorfismos e o risco de desenvolvimento da periodontite (CHEN et al., 2012).

A literatura traz outros dados importantes sobre SNP's no gene ANRIL e
periodontite (ERNST etal., 2010; SCHAEFER et al., 2011) demonstrando a acdo destes
fatores no risco da doenca. Além disso, houve uma significativa regulacéo positiva do
gene ANRIL na progressao do osteossarcoma (YU et al., 2018) representando o papel
do ANRIL na biologia 6ssea e possivelmente na periodontite. No entanto, os resultados
permanecem contraditérios.

Esses achados conflitantes nos estudos genéticos podem representar um desafio
para a pesquisa e vista a falta de um estudo que reuna tais achados da-se necessario
um este estudo de meta-analise abordando os resultados sobre o polimorfismo

rs1333048 no gene ANRIL e periodontite. Tal estudo pode trazer uma melhor avaliagéo
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dos dados acerca da influéncia desta variacdo genética e o risco de desenvolvimento
da doenca.

2.1.11 Metanalise em estudos genéticos

A identificacdo de correlacbes genéticas entre caracteristicas complexas e
doencas pode fornecer informacdes etioldgicas Uteis e ajudar a priorizar possiveis
relagcdes causais (BULIK-SULLIVAN et al., 2015). 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¢io
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 niumero amostral reduzido gerando dados falso-positivos ou falso-
negativos (CARINCI et al., 2015). Um dos principais desafios que impedem a estimativa
da correlacdo genética a partir dos dados do estudo de associacdo genémica com 0s
meétodos atuais sao a falta de disponibilidade de dados genotipicos no nivel individual
para variantes génicas raras (AUER; LETTRE, 2015).

Apesar de a PCR ser uma ferramenta molecular amplamente utilizada em
diversos campos da odontologia (MAHEASWARI; KSHIRSAGAR; LAVANYA, 2016),
existem limitacdes, especialmente referentes ao tamanho amostral, que podem
inviabilizar o desenvolvimento deste tipo de estudo (IOANNIDIS; TRIKALINOS;
KHOURY, 2006). Nessa perspectiva os estudos de metanalise tém sido cada vez mais
empregados em andlise genética pela sua maior capacidade de associa¢édo de dados
(COHN; BECKER, 2003) anulando os chamados "efeitos curtos" que estudos com
namero amostral reduzido acarretam (LOHMUELLER et al., 2003).

A metanalise € uma ferramenta estatistica utilizada para agregar resultados de
estudos tornando-se comum e com crescente interesse, especialmente no campo de
estudos em genética humana, devido a dificuldade existente em se obter resultados
robustos, confiaveis e replicaveis nestes tipos de estudos (MUNAFO; FLINT, 2004).
Quando o tamanho amostral é elevado (em cerca de centenas de participantes) mesmo
alelos raros podem ser identificados com sucesso (AUER; LEAL, 2017; CHELLY;
MANDEL, 2002). Contudo para muitos estudos de associagao, a incapacidade em
fornecer evidéncias convincentes — como valores de Odds Ratio (OR) maiores que 1,5

para um polimorfismo associado ao cancer de mama (PHAROAH et al., 2002), por
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exemplo — indica falhas metodoldgicas associadas ao tamanho amostral que podem
ser anuladas pela metanalise.

A informacdo principal obtida por meio de metandlise em estudos de
polimorfismos genéticos é o valor de Odds Ratio usado para quantificar a associacao
de dados. O célculo de OR neste tipo de metanalise pode ser obtido por meio do modelo
de efeito-fixo (MANTEL; HAENSZEL, 1956), modelo estatistico mais confiavel por
assumir variacdo minima entre os estudos ou do modelo de efeitos aleatorios
(DERSIMONIAN; LAIRD, 1986), modelo estatistico menos confiavel por assumir
variados pesos entre os estudos com maior divergéncia estatistica (DERSIMONIAN;
LAIRD, 2015; KAVVOURA,; IOANNIDIS, 2008).

Contudo, outros calculos adicionais fornecem dados relevantes a metanalise.
Por exemplo, tem-se o valor de heterogeneidade estatistica que define a variacao
estatistica entre os estudos por meio do calculo do teste do qui-quadrado baseado no
teste Q de Cochran (I?) (HIGGINS et al., 2002) influenciando diretamente no modelo
estatistico aplicado aos dados (HUEDO-MEDINA et al., 2006). Além desse calculo, tem-
se os valores de viés de publicacéo (caracterizados como erros na busca sistematica
dos estudos que comporao a metanalise os quais podem invalidar os resultados) sendo
obtido pelos testes de regressao linear de Egger (EGGER et al., 1997) e pelo teste de
Begg (BEGG; MAZUMDAR, 1994).

Metanalises com foco em polimorfismos em genes de mediadores inflamatorios
estdo disponiveis na literatura trazendo informacdes esclarecedoras sobre a
associacao destas alteracGes 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 associacdo de dados feita pela
metanalise. Esta associacdo vem a permitir o correto direcionamento do enfoque no
desenvolvimento de marcadores moleculares para a doenca destacando assim a

importancia do desenvolvimento deste tipo de estudo em andlise genética.
2.1.12 Abordagem Bayesiana em metanalises de estudos genéticos

Revisdes sistematicas e meta-analises em avaliagcdes genéticas sdo uma fonte de
dados confiaveis pela combinacdo dos resultados disponiveis na literatura trazendo
novos achados robustos e acurados (MUNAFO E FLINT, 2004). Especificamente, a
metanalise é relevante para detectar quaisquer efeitos individuais por aumento do

poder de associacdo e tem sido usada no teste de nivel genético para associagéo de
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variantes raras (LIU et al., 2014) ou associacédo gendmica (EVANGELOU; IOANNIDIS
et al., 2013).

No entanto, a metanalise tem uma limitacdo importante representada pelo que
alguns autores chamam de taxa de falso positivo e propde métodos estatisticos para
resolver esse problema (MAJUMDAR et al., 2018). Esta limitacéo é referente ao valor
P como limiar de confiabilidade que pode ser apontado como uma potencial falha na
interpretacdo de uma metanalise. Quando os autores e leitores consideram o valor P,
isoladamente, como 0 Unico ponto de precisdo, varios dados podem se tornar falsos-
positivos devido a limitagdo estatistica que influencia o valor P e, portanto, esse indice
possivelmente ndo seja confidvel como a comunidade cientifica considera (NUZZO,
2014).

De fato, um achado estatistico significativo ndo depende apenas do valor
significativo de P, mas também da prévia probabilidade de que a associacéo entre o
polimorfismo genético e a alteracdo fenotipica seja real e do poder estatistico do teste
aplicado (WACHOLDER, 2004). Para verificar os possiveis dados de taxa de falsos
positivos em metanalises e associacdes gendmicas, foram desenvolvidos os calculos
bayesianos especificos denominados FRPR (False-Positive Report Probability) e BDFP
(Bayesian Fase Discovery Probability) (ROUDE et al.,, 2019; SUTTON; ABRAMS,
2001).

Primeiramente, o teste FRPR avalia a probabilidade de uma associacdo nao
verdadeira entre o fator e a doenca (WACHOLDER et al., 2004) e foi introduzido como
meio de avaliar se a forga de associacdo era “digna de nota” e como critério de
verificagdo para leitores e autores se certificarem da possivel interpretacédo
superestimada de dados significativos que provavelmente ndo refletem uma
associacdo verdadeira (COLQUHOUN, 2014; EFRON et al., 2007). Apos o
desenvolvimento do teste FRPR, observou-se uma maior preocupacédo com a taxa de
dados falso-positivos que culminou com o desenvolvimento do teste BDFP
(WAKEFIELD, 2007) que difere do teste FRPR pelo uso de variaveis fixas permitindo
gue a taxa de falsas descobertas sejam controladas (WHITTEMORE, 2007).

Ambos os testes diferem dos chamados métodos frequentistas que se valem
invariavelmente do valor significativo de P tornando-se testes com analises mais
diretas, intuitivas e informativas (KRUSCHKE; LIDDELL, 2018). Neste contexto, um
estudo de abordagem bayesiana com enfoque nas metanalises disponiveis acerca de

polimorfismos genéticos em mediadores inflamatérios e periodontite da-se necessario
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para validacdo dos achados observados e direcionamento em futuras pesquisas que

foquem no desenvolvimento de marcadores moleculares para esta patologia.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Avaliar por meio de célculos meta-analiticos a relacédo entre os polimorfismos -330
T/G no gene IL2 e rs1333048 no gene ANRIL com o risco de desenvolvimento de
periodontite cronica e revalidar os dados de metanalises publicadas sobre

polimorfismos em interleucinas e periodontite crénica por abordagem bayesiana.

2.2.2 Objetivos especificos

Calcular o valor de associagédo entre os polimorfismos -330 T/G no gene IL2 e
rs1333048 no gene ANRIL e o risco de desenvolvimento de periodontite crénica em
individuos de diferentes populacdes;

Calcular o valor de heterogeneidade para os estudos que abordem os
polimorfismos -330 T/G no gene IL2 e rs1333048 no gene ANRIL e o risco de
desenvolvimento de periodontite;

Determinar a existéncia de possivel viés de publicacdo sobre os estudos acerca
do polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e do polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL e
0 risco de desenvolvimento de periodontite cronica;

Verificar a veracidade das evidéncias disponiveis nas metandlises coletadas
sobre diferentes polimorfismos em variadas interleucinas e o risco de desenvolvimento
de periodontite cronica;

Calcular a taxa de relatos falsos-positivos acerca das metandlises disponiveis
sobre variantes genéticas em interleucinas e o risco de periodontite crbénica;

Determinar a qualidade dos estudos inclusos na metanalise de abordagem
bayesiana por meio de critério de qualidade metodolédgico especifico;

Montar uma rede de interagdo génica e proteica sobre as interleucinas inclusas

no estudo de abordagem bayesiana.
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Resumo

Background: Periodontite crénica (CP) é uma doencga imune que promove danos
aos tecidos ao redor dos dentes. Dentre os diversos mediadores inflamatorios que
orquestram a periodontite, tem-se a interleucina-2 (IL-2). Variacdes genéticas no gene
IL2 podem ser associadas com o0 risco e severidade da doenga. Resultados
contraditorios estdo disponiveis na literatura com achados inconclusivos e nenhuma
metanalise que reluna esses dados.

Métodos: Uma busca na literatura foi realizada para estudos publicados antes de 11
de Junho de 2019 em diversas bases de dados cientificas e educacionais. Os dados
foram extraidos por dois investigadores e a avaliagdo estatistica foi feita por meio do
programa estatistico Review Manager com calculos de heterogeneidade (I2) e Odds
Ratio (OR) com 95% de intervalo de confianca (IC), e também uma analise sensitiva foi
realizada para determinar a acuracia dos resultados obtidos. O viés de publicagdo foi
avaliado pelos testes de Begg e Egger com o software Comprehensive meta-analysis.
O valor de P<0,05 foi considerado significativo.

Resultados: Cinco estudos foram identificados em diversos grupos étnicos com
1.425 participantes. O polimorfismo -330 T/G no gene IL2 teve uma associagcao nao
significativa com o risco de CP na avaliacao alélica (P>0,05). Nao foram observadas
associacdes significativas também na avaliacdo genotipica (P = 0.15). Os testes de
Begg e Egger ndo mostraram nenhuma evidéncia de viés de publicacdo (P>0,05) o que
fora corroborado com a auséncia de assimetria no grafico de Funnel plot.

Conclusbes: Esta metanalise mostrou uma ndo associacao significativa entre o

polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e CP em nenhuma das avalia¢des calculadas.

Palavras-chave: Doenca periodontal; Citocina; Odds Ratio; Fator de risco; Alelos.
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Background

A periodontite é caracterizada como uma condi¢cdo clinica causada pelo
acumulo de placa dental no periodonto e resposta imune do hospedeiro com dano
tecidual resultando em possivel perda dental (KNIGHT et al., 2016). A doenca atingiu
significativa prevaléncia mundial em que 10% da populagdo ao redor do mundo foi
afetada pela forma severa da doenca (FRENCKEN et al.,, 2017). Além disso, na
Noruega, 49,5% de 1.911 pacientes tiveram periodontite (HOLDE et al., 2017) o qual a
doenca afetou 64,7 milhdes de pessoas nos Estados Unidos entre 2009 e 2014 (EKE
et al., 2015) e teve elevada prevaléncia na Italia (AIMETTI et al., 2015) e em Brasileiros
(SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014).

A doenca recebe distintas classificacfes, em que as formas crénica e agressiva
(CP e AgP, respectivamente) sdo as mais comuns na clinica o qual a CP é caraterizada
pela sutil e lenta progresséo atingindo pessoas com maior média de idade (LOPEZ;
BAELUM, 2015).

Diversos fatores estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdo da
periodontite desde a falta de higiene oral (LETPIMONCHAI et al., 2017) a especificas
espécies bacterianas na regido subgengival (COSTALONGA et al., 2014) ou mesmo
fatores genéticos em mediadores inflamatérios (SAJADI et al., 2018; SILVA et al.,
2016). Dentre as diversas moléculas envolvidas na resposta imune do hospedeiro
durante infeccBes ou inflamacdes tem-se a interleucina 2 (IL-2). Esta citocina esta
envolvida tanto na inducéo quanto finalizacao da resposta imune (HOYER et al., 2008)
em que a IL-2 pode promover a supressao da inflamacéao pela regulacéo de células T
(LAN et al.,, 2008). De fato, a terapia com baixas doses de IL-2 ou sua forma
recombinante foi observada como uma abordagem efetiva contra condicbes
autoimunes ou doencas inflamatérias (KLATZMANN; ABBAS, 2015) bem como a
supressao de crescimento tumoral e cancer de pancreas (WANG et al., 2013).

Em relacdo a IL-2 e periodontite, existem dados contraditérios na literatura
acerca da associacdo entre o aumento nos niveis de IL-2 e a doenca. Alguns autores
mostram significativos maiores niveis desta citocina no fluido gengival de pacientes com
periodontite em relac&do aos controles saudaveis (GOSKA et al., 2003). Contudo, outros
autores encontraram resultados divergentes (CHEN et al., 2015).

Estes achados contraditérios também foram observados em avaliagbes
genéticas. O gene IL2 esté localizado no cromossomo 4 na regido 4926-4927 em que

polimorfismos neste gene foram primeiro descritos por Jonh et al. (1998) representados
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por dois polimorfismos de nas regibes -330 e -384 no promotor do gene,
consequentemente afetando a expressdo da IL-2. O primeiro estudo focando em
variacfes genéticas dentro do gene IL2 e periodontite foi publicado em 2002 por Scarel-
Caminaga et al. (2002) o qual seu proprio estudo apresentou resultados divergentes.
Primeiramente, os autores ndo identificaram uma associacao significativa entre o
polimorfismo -330 T/G e a periodontite (P>0,05), a relacdo significativa apenas foi
observada quando o grupo controle foi combinado com o grupo diagnosticado com
periodontite moderada. Assim, o polimorfismo foi associado a forma severa da doenca.
Igualmente, Li et al. (2012) identificaram significativa associagao entre esta variante
genética e a periodontite tanto nas avaliagfes alélicas quanto genotipicas. Entretanto,
apos teste de regressao logistica, o polimorfismo ndo foi associado com a periodontite.

Achados contraditorios em estudos genéticos podem representar um desafio
para a pesquisa e vista a auséncia de um estudo que possa reunir estes achados, este
trabalho objetivou realizar uma metanalise abordando os resultados acerca do
polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e CP.

Materiais e métodos
Para realizar esta metanalise, o protocolo PRISMA (Preferred Reporting Items

for Systematic Reviews and Meta-analyses) foi seguido (MOHER et al., 2009).

Critérios de escolha

Para serem inclusos nesta metanalise, os artigos deveriam trazer estudos que
se enquadrassem em todos 0s seguintes critérios: (1) Avaliacdo do polimorfismo -330
T/G no gene IL2 e periodontite em humanos; (2) Estudos serem do tipo caso/controle;
(3) Os pacientes do grupo caso terem recebido diagndstico confirmatério de CP por
achados clinicos e radiograficos como previamente descrito (PAGE; EKE, 2007) e os
controles terem apresentado avaliacdo clinica periodontal saudavel; (4) Frequéncias
genotipicas documentadas; (5) Os participantes inclusos dentro das avaliacdes
genotipicas e alélicas néo tivessem apresentado gravidez ou desordens sistémicas
(diabetes ou doencas autoimunes).

Estratégia de busca

Dois investigadores independentes realizacéo a busca sistematica na literatura
para estudos que analisaram a possivel associagao entre o polimorfismo -330 T/G no
gene IL2 e o risco de periodontite em humanos. As bases de dados usadas foram as
seguintes: China DATABASE, Google Scholar, PubMed, e Web of Science. Os autores
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usaram a combinacdo das seguintes palavras-chave e descritores em saude (DeCS):
(interleukin ou cytokine ou interleukin 2 ou IL2) e (genetic variation ou rs2069762 ou
polymorphism ou -330 T/G polymorphism) e (periodontitis ou periodontal disease ou
chronic periodontitis). Nao foram aplicadas restricbes de linguagem na busca
sistemética que abordou estudos publicados anteriormente a 11 de Junho de 2019. Os
resumos dos estudos foram analisados e as referéncias avaliadas para a possivel

identificacdo de potenciais estudos adicionais.

Coleta dos dados

Dois autores independentemente revisaram todos os estudos identificados na
busca sistematica e extrairam os dados seguindo um formulario padronizado que iria
compor a tabela de caracteristicas dos estudos inclusos. Com o objetivo de medir a
qualidade metodoldgica dos estudos, o protocolo para revisées sistematicas de estudos
de associacdo genética em periodontia proposto por Nibali (2013) foi usado, estudos

gue obtiveram pontuacdo menor que 10 escores foram excluidos.

Analise estatistica

O software estatistico Review Manager versdo 5.3 (RevMan, Nordic Cochrane
Center, The Cochrane Collaboration, 2012) para revisfes sistematicas e metanalises
foi usado nos célculos. Por sua vez, o viés de publicacao foi avaliado pelo software
estatistico Comprehensive Meta-analysis versdo 3.3.070 (2014), disponivel para treino.

A presenca ou auséncia de heterogeneidade (I?), foi calculada pelo teste do qui-
quadrado baseado no teste estatistico Q e analisada pelo grafico de Funnel-plot para
heterogeneidade. Quando o valor observado de |2 ndo foi estatisticamente significativo
(12<50%, P>0,05), os autores usaram o modelo de efeitos fixos para calculo do Odds
Ratio (OR) agrupado. Quando |2 apresentou significancia estatistica (12>50%, P<0,05),
o modelo de efeitos aleatérios foi usado para o célculo de OR. O valor de P<0,05 foi
considerado significativo. Para determinar a exata influéncia da variagcdo genética nos
calculos da metandlise, seis modelos genéticos foram calculados tomando como base
“M” como alelo mutado e “m” como alelo selvagem. Assim, obtiveram-se comparacdes
alélicas: (I) M versus m, (Il) m versus M; comparacdes genotipicas: (Ill) MM versus mm,
(IV) mm versus MM; E a combinacdo entre as variagdes genotipicas: (V) MM versus
mm + Mm e (VI) Mm versus mm + MM. O teste de Begg e o teste de regressao linear
de Egger (com valor de P<0,05) foram as analises estatisticas usadas para determinar

potencial viés de publicacdo na metandlise, a assimetria no grafico de Funnel-plot para
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viés de publicacdo também foi considerado. Em complemento, os autores realizaram
uma andlise sensitiva para avaliar a robustez dos resultados agrupados. Houve a
omissao de cada estudo inclusos por vez para detectar efeitos individuais nas analises
gerais. Todos os dados inclusos foram dados dicotdmicos expressos por meio de OR
com 95% de intervalo de confianca (Cl) para determinar a possivel associa¢éo entre o
polimorfismo no gene IL2 e periodontite.

Resultados
Caracteristicas dos estudos inclusos

Ao final da busca sistematica, cinco artigos (LI et al., 2012; MAJUMDER et al.,
2019; REICHERT et al., 2009; SCAREL-CAMINAGA et al., 2002; VAHABI et al., 2018)
publicados entre 2002 e 2019 estiveram de acordo com os critérios de inclusao e
portanto foram inclusos na metandlise (Figura 1). Os estudos foram realizados em trés
diferentes grupos étnicos: Caucasianos (REICHERT et al., 2009; VAHABI et al., 2018),
Asiéticos (LI et al., 2012; MAJUMDER et al., 2019) e populacdo miscigenada (SCAREL-
CAMINAGA et al., 2002). Um artigo (SCAREL-CAMINAGA et al., 2002) dividiu o grupo
caso em duas variagOes da forma cronica da periodontite: formas moderada (1) e severa
(), mais detalhes estao disponiveis na tabela 1. Visto estes dados, esta metanalise é
composta por diversos estudos em 1.425 participantes (505 casos e 920 controles

saudaveis).

Metanalise

O calculo da metandlise mostrou uma associacdo nao significativa entre o
polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e o risco de CP em toda a avaliacéo alélica (Figura
2). Também, nenhuma associac¢ao significativa foi obtida nas comparagdes genotipicas
em que nem o gendtipo homozigoto mutado foi associado ao risco da doenca
(OR=2,07, 95% IC: 0,76, 5,61, P=0.15) nem o selvagem associado aos controles
(OR=0,48, 95% IC: 0,18, 1,39, P=0,15). Todos os calculos foram realizados por meio
do modelo de efeitos aleatdrios devido elevada 12 (Tabela 2), exceto para o grupo
Caucasiano em gque os calculos foram obtidos pelo modelo estatistico de efeito-fixo.

Uma analise estratificada por etnia foi realizada e mostrada na tabela 2.
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Figura 1 — Fluxograma de identificacdo, revisdo, escolha e analise dos estudos inclusos nesta recente
metanalise
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Fonte: Proprio autor

Tabela 1 — Caracteristicas dos estudos inclusos nesta metanalise

Autor Ano Pais Etnia N amostral
(Cc/Co)

Li 2012 China Asiaticos 122/532
Majumder 2019 India Asiaticos 157/200
Reichert 2009 Alemanha Caucasianos 58/69
Scarel- 2002 Brasil Miscigenados 69/44
Caminaga
Vahabi 2017 Ird Caucasianos 99/75

Autor Ano Frequéncia genotipica Idade Escore/EHW (X2, P)

(Cc- GG, TG,TT/ (CclCo)
Co- GG, TG,TT)
Li 2012 40,14,68/ 38-69 14/Néo (X2>3,84, P<0,05)
43,111,378
Majumder 2019 72,62,23/90,79,31 41,59+11,12/38,41+9,48 14/Sim (X2<3,84, P>0,05)
Reichert 2009 8,15,35/ 49,1+9,6/46,7+10,7 14/Né&o (NI)
16,51,64
Scarel- 2002 4,29,36/ 36,9+11,2(1)-43,6+14,4(11)/ 14/NI
Caminaga 2,16,26 43,2+14,0
Vahabi 2017 0,0,99/ 40,28+12,73/31,67+1,00 12/NI
0,0,75

Legenda — Cc-Casos; Co-Controles, EHW-Equilibrio de Hardy-Weinberg, NI-N&o informado.
Fonte: Proprio autor
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Figura 2 — Forest plot de comparacédo entre o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e o risco de CP (A) no
alelo mutado versus selvagem in mutante, (B) no alelo selvagem versus o mutado, (C) no genotipo
homozigoto mutado versus o selvagem, (D) no gen6tipo homozigoto selvagem versus mutado.
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Fonte: Proprio autor

Andlise sensitiva e viés de publicacao

O efeito individual dos estudos foi determinado pela analise sensitiva. Cada
estudo foi omitido por vez para determinar o possivel impacto no valor de OR agrupado.
Nenhum estudo mudou o valor de OR agrupado, quantitativamente. Esse achado
sugeriu que os resultados desta metandlise sdo acurados. Nenhum viés de publicacdo
foi determinado nesta metanalise como demonstrado pelos testes de Begg e Egger na
avaliacdo alélica sobre o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e CP (P=0,69 e P=0,43,
respectivamente). Em complemento, nenhuma assimetria no grafico de Funnel plot

para viés de publicacéo foi encontrada validando os testes realizados (Figura 3).
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Tabela 2. Metanalise de comparacéo para o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e risco de periodontite

cronica (comparacdes alélicas e genotipicas

Comparagéo OR (95% IC) P 12 Pheterogeneidade Modelo usado
(n) (Teste 2)
Geral (n =5)
M versus m 1,34 (0,73, 2,45) 0,34 88% P<0,00001 R
m versus M 0,75 (0,41, 1,37) 0,34 88% P<0,00001 R
MM versus mm 2,07 (0,76, 5,61) P<0,15 81% 0,001 R
mm versus MM 0,48 (0,18, 1,31) P<0,15 81% 0,001 R
MM versus Mm + mm 2,59 (0,62, 10,85) 0,19 93% P<0,00001 R
Mm versus MM + mm 0,70 (0,41, 1,20) 0,19 67% 0,03 R
Caucasianos (n = 2)
M versus m 0,83 (0,48, 1,44) 0,52 NO - F
m versus M 1,20 (0,69, 2,08) 0,52 NO - F
MM versus mm 1,77 (0,49, 6,46) 0,39 NO - F
mm versus MM 0,56 (0,15, 2,06) 0,39 NO - F
MM versus Mm + mm 2,90 (0,82, 10,27) 0,10 NO - F
Mm versus MM + mm 0,36 (0,17, 0,76) 0,008 NO - F
Asiéticos (n = 2)
M versus m 1,69 (0,65, 4,42) 0,28 95% P<0,00001 R
m versus M 0,59 (0,23, 1,54) 0,28 95% P<0,00001 R
MM versus mm 2,58 (1,74, 3,81) P<0,00001 93% 0,0001 R
mm versus MM 0,39 (0,26, 0,57) P<0,00001 93% 0,0001 R
MM versus Mm + mm 3,18 (0,34, 29,37) 0,31 98% P<0,00001 R
Mm versus MM + mm 0,72 (0,36, 1,45) 0,36 72% 0,06 R

Legenda: M-mutado, m-selvagem, OR-Odds Ratio, IC-Intervalo de confianca, 12-heterogeneidade, R-
efeitos aleatérios, F-efeito-fixo, NO-N&o obtido por limitacdo estatistica
Fonte: Préprio autor

Figura 3 - Grafico de Funnel plot para deteccdo de viés de publicacdo nesta metandlise
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Discusséo

Esta é a primeira metandlise que aborda a associacdo entre o polimorfismo
mencionado e periodontite. A periodontite € uma doenca oral de elevada prevaléncia
que pode acarretar perda dental. Estudos em gémeos demonstraram o papel genético
no desenvolvimento da periodontite (MICHALOWICZ et al., 2000), em que o risco da
doenca aumenta quando influenciado por polimorfismos genéticos em moléculas
imunes do hospedeiro. Diversas metanalises anteriores trazem resultados acerca da
associacao entre polimorfismos nos genes IL1A (SILVA et al., 2017a), IL1B (SILVA et
al., 2018; ZENG et al., 2015), IL6 (SONG et al., 2013), IL10 (ALBUQUERQUE et al.,
2012) e IL17A/F (SILVA et al., 2017b) e os diversos aspectos clinicos da periodontite,
bem como na falha em implantes dentais (LIAO et al., 2014).

A metanalise é considerada como uma ferramenta estatistica em estudos
genéticos devido neste tipo de estudo ocorrer o que os autores classificam como
limitada cobertura de variabilidade genética. Portanto, o uso de metanalises aumentou
pela maior capacidade de detectar associacdo significativa entre estudos,
especialmente metanalises com maior tamanho amostral (ZEGGINI; IOANNIDIS,
2009).

A presente metanalise mostrou uma associacdo nao significativa entre esta
variagdo genética e a doenca em todas as avaliagcdes alélicas. Este achado esta de
acordo com um estudo prévio em que o polimorfismo -330 T/G na ja citada IL n&o foi
associado ao risco de falha em implante dental (CAMPOS et a., 2005) ou diabetes tipo
1 (FICHNA et a., 2013). VariagGes genéticas no IL2 podem contribuir com processos
inflamatérios, como visto em resultados em que o total dos niveis de IL-2 foram trés
vezes maior em individuos homozigotos para o alelo G no polimorfismo -330 T/G que
individuos portadores dos genétipos TT e TG em cultura de linfécitos do sangue
periférico (HOFFMANN et al., 2001).

A IL-2 tem importante papel durante a inflamag&o pelo aumento da atividade
citolitica de células NK e diferenciacao de células Treg (LIAO et al., 2011). A persistente
estimulacdo da IL-2 induz efetividade na expansdo e desenvolvimento citolitico de
células T de memoaria (PIPKIN et al., 2010) e parece promover inducédo da morte celular
por linfécitos (LAURENCE et al., 2007). Estas evidéncias juntas podem esclarecer o
real papel da IL-2 na periodontite. Além disso, nés consideramos que diferencas raciais
e étnicas podem influenciar no papel de variacbes genéticas em genes de citocinas
(HOFFMANN et al., 2002).
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Esta metanalise objetivou avaliar a influéncia de diferentes grupos étnicos nos
resultados. Como mostrado na tabela 1, os estudos inclusos foram realizados em
diferentes grupos étnicos em que a populacdo miscigenada foi representado por
apenas um unico estudo; e as etnias Caucasiana e Asiatica foram representadas por
dois estudos. Portanto, realizamos calculos para uma andlise estratificada em ambos
estes grupos étnicos.

Houve uma maior prevaléncia do alelo T do polimorfismo -330 T/G em
individuos brancos dos Estados Unidos em comparacdo com individuos
africanos/americanos (COX et al., 2001) e apresentou o valor de 0,0656 na Minor Allele
Frequency (MAF) em individuos de ancestralidade africana e americana (NCBI 2018).
Em individuos do Oeste Asiatico, o valor de MAF do alelo T foi de 0,6452, maior que 0s
americanos. Os calculos desta metanalise mostraram uma associacao nao significativa
entre o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e periodontite na avaliagdo por etnia. E
interessante notar os resultados similares para Caucasianos e Asiaticos, muito embora
haja diferencas na MAF do alelo T dentro destas distintas populacdes.

Embora, pelo nosso conhecimento, esta seja a primeira metanalise a focar na
determinacdo da associacdo entre este polimorfismo no gene IL2 e periodontite com
um significativo nimero de participantes, a metanalise apresentou importantes
limitagcdes que devem ser denotadas.

Primeiro, cinco estudos foram inclusos na sintese quantitativa. Este limitado
namero de estudos nao é suficiente para mostrar robustez nos resultados e pode ser
uma fonte de viés. Contudo, visto esta limitacdo, os autores utilizaram métodos
estatisticos acurados para validar estes achados. Secundo, fatores importantes
associados aos pacientes ndo estiveram disponiveis nos artigos inclusos. Uma
completa avaliacdo sobre fatores de ajustamento tais como: género, fumantes e néo-
fumantes, idade estratificada e outras condicdes que podem influenciar o
desenvolvimento da periodontite ndo foi possivel devido os limitados dados inclusos no
estudo. Terceiro, a periodontite € uma doenca que recebe diversas classificacdes
clinicas. Uma avaliacdo com base em diferentes diagndsticos da periodontite ndo foi
possivel. Além disso, uma nova classificacdo para a doenca foi proposta e deve ser
considerada para futuros estudos (CATON et al.,, 2018). Quarto, quase todos o0s
calculos foram interferidos pela heterogeneidade e uso do modelo estatistico de efeitos
aleatérios. A heterogeneidade prova o quanto os estudos séo inconsistentes o que pode

ser um importante fator nos céalculos da metanalise pois a presenca ou auséncia de
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heterogeneidade afeta 0 modelo estatistico aplicado aos dados (HUEDO-MEDINA et
al., 2006). O uso do modelo de efeitos aleatdrios nos resultados promove maior peso a
estudos contendo reduzido tamanho amostral e deve ser considerado néo totalmente
confiavel (KAVVOURA; IOANNIDIS, 2008). Quinto, diversas associacfes nao
significativas foram encontradas nos calculos da metanalise. Contudo, um valor ndo
significativo de P nem sempre reflete a auséncia de relevancia clinica (CHAMBRONE;
ARMITAGE, 2016) o que nos leva a considerar estes resultados com cautela.

Futuros estudos devem focar em determinar a real associacdo entre o
polimorfismo -330 T/G e periodontite correlacionada a outros fatores que possam
promover progressdo da doenca (consumo de alcool, pacientes fumantes e outras
classificacGes clinicas da periodontite) bem como outros grupos étnicos. Igualmente,
futuros estudos para determinar a influéncia dos haplétipos entre este polimorfismo com
outras variacbes genéticas sao requeridos com maior conhecimento acerca de fatores

genéticos e o risco de desenvolvimento de periodontite.

Conclusdes

Em conclusao, dentro destas limitacdes, esta recente metanalise mostrou uma
associacao nao significativa entre o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e CP em todas
as avaliacbes alélicas com aumento de heterogeneidade e auséncia de viés de

publicacao.
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Esclarecimentos

O polimorfismo rs1333048 foi significativamente associado ao risco de
periodontite.

O polimorfismo rs1333048 foi associado ao risco de periodontite em populacéo
Caucasiana.

O polimorfismo néo foi associado com a periodontite em populacao miscigenada.
Esta recente metanalise néo foi interferida por viés de publicacéo.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a associa¢do entre um polimorfismo de nucleotideo Gnico no gene
ANRIL e o risco de periodontite por meio de metanalise.

Design: Uma busca na literatura foi realizada para estudos publicados anteriormente a
20 de Outubro de 2019 em diversas bases de dados educacionais e cientificas. Uma
analise estatistica foi realizada pelo programa estatistico Review Manager com calculos
de heterogeneidade (1?) e Odds Ratio (OR) com 95% de intervalo de confianca (IC). O
viés de publicacdo foi avaliado pelos testes de Begg e Egger com o programa
Comprehensive meta-analysis. O Valor de P<0,05 foi considerado como significativo.
Resultado: Sete artigos com 12 estudos em 5.489 participantes de diferentes grupos
étnicos compuseram os resultados. Houve uma significativa associacdo entre o alelo
mutado no polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL e o risco de periodontite (OR=1,24
IC: 1,15-1.34, P<0,00001) e o alelo selvagem foi associado ao grupo controle (OR=0,80
IC: 0,75-0,87, P<0,00001) ambos com valor estatisticamente significativo bem como
reduzido valor de I2 (28%, Pheterogeneidade = 0,17). Nao houve risco significativo de viés
de publicacdo (P>0,05).

Conclusfes: Esta metanalise mostrou a significativa associagéo entre o polimorfismo
anteriormente mencionado e periodontite na andlise geral e no grupo Caucasiano, mas

nao para populacdo miscigenada.

Palavras-chave: doenca periodontal; RNA; alelos; Odds Ratio; metilacdo do DNA.
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Introducéo

As doencas periodontais sdo um grupo de desordens inflamatdrias que atingem
as estruturas de suporte ao redor dos dentes resultando em possivel perda dental
(KINANE; STATHOUPOULOU; PAPAPANOU, 2017). A etiologia da doenca € bem
descrita pelo estado disbiotico entre as popula¢cées microbianas orais e a resposta
imune do hospedeiro (SILVA et al.,, 2015). A doenca foi associada ao diversas
condicBes sistémicas tais como diabetes (ZHOU et a., 2015), disfuncéo endotelial
(CAMPI et al., 2016) e até mesmo parametros sanguineos podem ser afetados pela
periodontite (FRANCA et al., 2019)

As doencas periodontais recebem diversas classificacdes, em que as formas
de periodontite cronica e agressiva (CP e AgP, respectivamente) sdo as mais comuns.
A CP é caracterizada pela lenta e discreta progresséao atingindo sujeitos de maior média
de idade (LOPEZ; BAELUM, 2014) enquanto que a AgP tem um rapido padréo linear
de destruicao tecidual com desenvolvimento precoce dos sitios periodontais inflamados
(ALBANDAR, 2014).

A epidemiologia das doencas periodontais é bem variada devido viés na
avaliagdo clinica (NAZIR, 2017). Contudo, recentes dados mostraram que estas
doencas atingiram significativa prevaléncia mundial com 10% da populagéo global
sendo afetada pela forma severa da periodontite (FRENCKEN et al., 2017). Além disso,
na Noruega, o total de 49,5% de 1.911 pacientes tiveram periodontite (HOLDE et al.,
2017) e nos Estados Unidos, a periodontite atingiu 42% de adultos com 30 anos ou
mais (EKE et al., 2018). Igualmente, a periodontite teve elevada prevaléncia na Italia
(AIMETII et al., 2015), em uma jovem populacdo do Marrocos (KISSA et al., 2016) e
também em Brasileiros (SUSIN; HAAS; ALBANDAR, 2014).

Diversos fatores estdo envolvidos no desenvolvimento e progressdo da
periodontite desde ma higiene bucal (LERTPIMONCHAI et al., 2017) a especificas
espécies bacterianas na regiao subgengival (MIRA; SIMON-SORO; CURTIS, 2017) ou
mesmo fatores genéticos em mediadores inflamatdrios (SILVA et al., 2017a; YANG;
HUANG, 2019). Em complemento, eventos epigenéticos também sao sugestivos como
contribuintes para o desenvolvimento de periodontite pelas diferencas na expressao
local de genes associados a inflamacéo (LARSSON, 2017).

Eventos epigenéticos sdo complexos, potencialmente reversiveis, que afetam
0 gene mas ndo por mudancgas na sequéncia de DNA e sim envolvendo 0s processos

de metilacdo do DNA, modificacdo de histonas e regulacdo génicas pelos longos nao
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codificadores RNA'’s (InRNA’s) (LUO et al., 2018). Diversas hipoteses sugerem que os
INRNA's interagem com a maquinaria de modificagdo de histonas e portanto contribuem
com condicdes biologicas desde cancer até doencas inflamatorias (BOCHENEK et al.,
2013; KHORSHIDI et al., 2017).

O nao codificante RNA antissenso no l6cus INK4 (ANRIL) € um destes INRNA'’s
identificados como molécula candidata para periodontite (SCHAEFER, 2018). O ANRIL
regula a expressdo de multiplos genes por mecanismos cis e trans via interacdo com
as DNA metiltransferases e outras proteinas (AARABI et al., 2018). O ANRIL foi
determinado como importante contribuinte para o cancer (GAMEL et al., 2017) e vem
recebendo consideravel atencdo recentemente.

Uma metanalise anterior identificou que a elevada expressdo de ANRIL foi
significativamente associada a estagios avancados de cancer humano (WANG et al.,
2018). Por outro lado, outra metanalise composta por 12.005 participantes trouxe
significativa associacdo entre um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) no gene
ANRIL e doenca arterial coronariana (XU et al., 2018).

O primeiro estudo a focar na determinacao da interacédo entre polimorfismos no
gene ANRIL e periodontite foi realizado por Schaefer et al. (2009) e encontrou
significativa associagao entre dois polimorfismos (rs1333042 and rs1333048) e a forma
generalizada de AgP. Um estudo posterior em populagédo chinesa ndo encontrou
associacao significativa entre esses polimorfismos e o risco da doenca (CHEN et al.,
2012).

A literatura traz outros importantes dados acerca de SNP’s no gene ANRIL e
periodontite (ERNST et al., 2010; SCHAEFER et al., 2011). Além disso, houve uma
significativa super regulacdo do gene ANRIL na progressao do osteossarcoma (YU et
al., 2018) representando o papel do ANRIL na biologia 6ssea e possivelmente na
periodontite. Contudo os resultados permanecem contraditorios.

Estes achados contrarios em estudos genéticos podem representar um desafio
na pesquisa e observada a auséncia de um estudo que agrupe estes dados, este estudo
objetivou realizar uma metandlise abordando os resultados sobre o polimorfismo
rs1333048 no gene ANRIL e periodontite.

Materiais e métodos
Esta metanalise esta registrada na database PROSPERO com o seguinte
numero: CRD42018116487.
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Para o delineamento e realizagdo deste estudo os autores utilizaram o
protocolo PRISMA (MOHER et al., 2009).

Critérios de incluséo

Os seguintes critérios de foram usados no processo de coleta na busca da
literatura: (1) estudos do tipo caso-controle ou de replicagdo genética; (2) os pacientes
do grupo caso terem recebido o diagnéstico de periodontite (bem como suas diversas
manifestacdes clinicas) seguindo uma rigorosa avaliacéo clinica (PAGE; EKE, 2007);
(3) o grupo controle ter apresentado avaliagdo periodontal saudavel; (4) as frequéncias
genotipicas terem sido totalmente documentadas; (5) o estudo ter sido realizado em
humanos; (6) os participantes inclusos (casos e controles) ndo terem apresentado
doencas cardiovasculares, condi¢cdes autoimunes ou gravidez.

Por ser uma metandlise, este estudo ndo requere apreciacdo ou aprovagao por

Comité de Etica.

Estratégia de busca

A busca na literature foi realizada por dois investigadores independentes nas
bases de dados Google Scholar, MedLine, Pubmed, WAFANG e Web of Science. A
busca na literatura ocorreu para estudos publicados anteriormente a 20 de Outubro de
2019. A seguinte combinacao de palavras chave foi usada: (polymorphism ou genetic
variation ou rs1333048 polymorphism) e (ANRIL human chromosome region 9p21.3) e
(periodontitis ou periodontal disease ou chronic periodontitis ou aggressive
periodontitis). Nenhuma restricdo de linguagem foi aplicada e as referéncias dos

estudos inclusos foram avaliadas para possivel identificacdo de estudos adicionais.

Processo de coleta dos dados

Trés investigadores coletaram os seguindo um formulério padronizado que
compds a tabela de caracteristicas dos estudos inclusos presente nos resultados. Os
dados foram extraidos por autor, ano de publicacdo, etnia/pais dos participantes
inclusos, modelo de estudo, diagndstico clinico da doencga, subgrupo avaliado, tamanho
amostral, média de idade dos participantes, respeito ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

(EHW), método de genotipagem e risco de viés que sera descrito em seguida.

Determinacao do risco de viés
Para verificar a qualidade metodolégica dos estudos, o protocolo para revisdes

sistematicas de estudos de associacdo genética em periodontia proposto por Nibali
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(2013) foi usado, estudos que obtiveram pontuacdo menor que 10 escores foram

excluidos.

Analise estatistica

O software estatistico Review Manager versédo 5.3 (RevMan, Nordic Cochrane
Center, The Cochrane Collaboration, 2012) para revisfes sistematicas e metanalises
foi usado nos célculos. O viés de publicacdo foi avaliado pelo software estatistico
Comprehensive Meta-analysis versdo 3.3.070 (2014), disponivel para treino.

A presenca ou auséncia de heterogeneidade (1?), foi calculada pelo teste do qui-
quadrado baseado no teste estatistico Q avaliado por Higgins e Thompson (2002) e
analisada pelo gréfico de Funnel-plot para heterogeneidade. Quando o valor observado
de 12 ndo foi estatisticamente significativo (12<50%, P>0,05), os autores usaram 0
modelo de efeitos fixos para calculo do Odds Ratio (OR) agrupado (MANTEL;
HAENSZEL, 1959). Quando |2 apresentou significancia estatistica (12>50%, P<0,05), o
modelo de efeitos aleatérios foi usado para o calculo de OR (DERSIMONIAN; LAIRD,
1986). O valor de P<0,05 foi considerado significativo. Para determinar a exata
influéncia da variagcdo genética nos célculos da metanalise, seis modelos genéticos
foram calculados tomando como base “M” como alelo mutado e “m” como alelo
selvagem. Assim, obtiveram-se comparacdes alélicas: (I) M versus m, (lI) m versus M;
comparacoes genotipicas: (Ill) MM versus mm, (IV) mm versus MM; E a combinacéo
entre as variagdes genotipicas: (V) MM versus mm + Mm e (VI) Mm versus mm + MM.
O teste de Begg (BEGG; MAZUMDAR, 1994) e o teste de regresséo linear de Egger
(EGGER et al., 1997) (com valor de P<0,05) foram as analises estatisticas usadas para
determinar potencial viés de publicacdo na metandlise, a assimetria no grafico de
Funnel-plot para viés de publicacdo também foi considerado. Em complemento, os
autores realizaram uma analise sensitiva para avaliar a robustez dos resultados
agrupados. Houve a omissédo de cada estudo inclusos por vez para detectar efeitos
individuais nas andlises gerais. Todos os dados inclusos foram dados dicotdmicos
expressos por meio de OR com 95% de intervalo de confianga (Cl) para determinar a
possivel associacdo entre a variacdo geneética anteriormente mencionada e

periodontite.

Resultados
Caracteristicas dos estudos inclusos

A busca inicial na literatura resultou no total de 83 artigos identificados dentro
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das bases de dados usadas. Apds as etapas de revisdo e avaliacdo de potencial
elegibilidade, 47 artigos foram excluidos e sete permaneceram na sintese quantitativa
como mostra a figura 1.

Figura 1 — Fluxograma de identificacdo, revisdo, escolha e analise dos estudos inclusos nesta recente
metanalise

2 Numero de artigos identificados nas Numero de artigos identificados em
§‘ bases de dados outras fontes
5 (n=283) (n=0)
ig ‘ Remocdo dos
r \ duplicados
‘ (n=29)
S Numero de artigos apds a remocdo dos duplicados
é (n=54)
[=4
‘ Numero de artigos excluidos (n = 47)
Sem avaliacdo periodontal (n = 5)
& Numero de artigos avaliados Re\fls(")e.s (n=13)
__;_ (n=54) — Me‘tanéhs'e n=1)
S Dados insuficientes (n =9)
= Sem avaliacdo periodontal (n = 12)
Sem avaliacdo no ANRIL (n = 7)
“ Total de estudos inclusos na sintese qualitativa
Z n=7)
= Total de estudos inclusos na sintese quantitativa (metanalise)
(n=12)

As analises envolveram 5.489 participantes genotipados para o polimorfismo
no gene ANRIL. Mais detalhes estéo disponiveis na tabela 1.

Os artigos foram publicados entre 2009 e 2018 em diversos grupos étnicos
totalizando sete artigos com 12 estudos sobre o polimorfismo no gene ANRIL e
periodontite (CHEN et al., 2012; ERNEST et al., 2010; SCHAEFER et al., 2009; 2011,
2013; TAIETE et al., 2018; TEEUW et al., 2015). Os estudos foram realizados em
Caucasianos de diferentes paises (ERNEST et al., 2010; SCHAEFER et al., 2009;
2011; 2013; TEEUW et al., 2015), Asiaticos da China (CHEN et al., 2012) e populacdo
miscigenada do Brasil (TAIETE et al., 2018).
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E importante notar que Schaefer et al. (2009) realizaram a avaliagdo genética
em Caucasianos da Alemanha, Schaefer et al. (2009) em Caucasianos da Alemanha e

Holanda e Schaefer et al. (2013) em Caucasianos da Turquia, Italia e Alemanha.

Tabela 1. Caracteristicas dos estudos inclusos nesta metanalise.

Autor (ano) Etnia/Pais Modelo de Diagnéstio Subgrupo
estudo (Subtipos
clinicos)
Chen (2012) Asiéatica/China Caso/Controle CP
Ernst (2010) Caucasiana/Alemanha e Irlanda Caso/Controle gAgP
Schaefer (2009) Caucasiana/Alemanha Ver|f|_c ageiolRep gAgP
licacdo LAgP
Schaefer (2011) Caucasiana/Alemanha and Holanda Caso/Controle ACgFI;
Turquia
Schaefer (2013) Caucasiana/Alemanha, Italia, Turquia Exploracéo AgP Itélia
Alemanha
Taiete (2018) Miscigenada/Brazil Caso/Controle '?:glf )
Teeuw (2015) Caucasiana/Holanda Caso/Controle P
Autor (ano) N amostral Idade (anos) EHW Método de Escore
(CclCo) (Cc/Co) (Pyaior) genotipagem
Chen (2012) 221/172 41,6+8,8/40,0+9,2 SIM PCR tempo real 14
Ernst (2010) 130/339 15-35/40-80 SIM PCR tempo real 13
Schaefer (2009) 151/736 38+6,6/63+7,4 SIM SNPlex/TagMan 14
137/368 37+7,0/37+9,6
Schaefer (2011) 154/421 45,2+9,5/32,3+9,0 SIM SNPlex/TagMan 15
159/421 33,844,7/32,3+9,0
Schaefer (2013) 89/72 - SIM Array Immunochip 18
44/99 SIM
594/1.441 SIM 17
Taiete (2018) 200/196 34,0+4,6/30,5+5,8 NAO PCR-RFLP
190/196 50,0+7,2/30,5+5,8 SIM
Teeuw (2015) 115/56 45,5+9,9/43,9+13,2 SIM TagMan 16

Legenda: Cc-caso; Co-controle; EHW-Equilibrio de Hardy-Weinberg, CP-Periodontite crénica; gAgP-
Periodontite agressiva generalizada; LAgP-Periodontite agressiva localizada; AgP-Periodontite
agressiva.

Fonte: Proprio autor

Cinco artigos realizaram estudos do tipo caso/controle (CHEN et al., 2012;
ERNEST et al., 2010; SCHAEFER et al., 2011; TAIETE et al., 2018; TEEUW et al.,
2015), um do tipo exploracdo (SCHAEFER et al, 2009) e um do tipo
verificagao/replicagdo (SCHAEFER et al., 2013). A periodontite foi diagnosticada nos
estudos como CP (CHEN et al., 2012; SCHAEFER et al., 2011; TAIETE et al., 2018),
AgP (SCHAEFER et al., 2011; 2013; TAIETE et al., 2018), AgP generalizada (ERNEST
etal., 2010; SCHAEFER et al., 2009) e AgP localizada (SCHAEFER et al., 2009). Todos
os estudos inclusos alcangaram mais de 10 pontos na escala proposta por Nibali (2013)

como mostrado na tabela 1.

Analise estatistica

Na analise geral, o alelo mutado no polimorfismo do gene ANRIL foi associado
com o risco de desenvolvimento de periodontite (OR=1,24 IC:1,15-1,34, P<0,00001) e
o alelo selvagem associado ao grupo controle (OR=0,80 IC: 0,75-0,87, P<0,00001)
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ambos com significativo valor estatistico bem como reduzido valor de 12 (28%,
Pheterogeneity = 0,17) (Figura 2). Achados similares foram observados para o genétipo
homozigoto mutante e o selvagem. Devido a ndo significante interferéncia de
heterogeneidade, o modelo estatistico de efeito-fixo foi aplicado nos calculos. Os
valores de OR e os dados sobre 12 sdo apresentados na tabela 2. A avaliagao por sub-
grupo demonstrou uma significativa associagédo entre o polimorfismo rs1333048 no
gene ANRIL e as formas crbnica (P=0,006) e agressiva (P<0,0001) da periodontite,
para o grupo Caucasiano (P<0,0001), mas ndo para populacdo miscigenada (P=0,55).
Nestas analises, o0 modelo de efeito-fixo foi aplicado devido ao reduzido valor de |2
Contudo, os calculos para populacdo miscigenada foram interferidos por significativo
valor de heterogeneidade.

Figura 1. Metanalise de comparacdo para o polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL e o risco de

periodontite na analise geral para o alelo mutado versus o alelo selvagem (A) e o alelo selvagem versus

o mutado (B).

A Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Chen 2012 210 442 144 344 7.0% 1.26 [0.95,1.67] =
Erst 2010 141 260 316 678 66% 1.36[1.02,1.81) R
Schaefer 2009 (1) 165 300 666 1452 8.4% 1.44[1.12,1.85) -
Schaefer 2008 (2) 141 266 N7 734 65% 1.48[1.12,1.97) e
Schaefer 2011 (1) 147 318 396 838 96% 0.96([0.74,1.24) B
Schaefer 2011 (2) 158 308 396 838 85% 1.18[0.91,1.53) |
Schaefer 2013 (1) 85 178 51 144 2.4% 1.67 [1.06, 2.62) B
Schaefer 2013 (2) 39 a8 84 198 24% 1.08 [0.65,1.79) —T
Schaefer 2013 (3) 609 1188 1329 2882 31.1% 1.23[1.07,1.41] -

Taiete 2018 (1) 199 400 202 392 84% 0.93[0.70,1.23] =

Taiete 2018 (2) 223 380 202 392 6.7% 1.34[1.01,1.78) Be)

Teeuw 2015 124 230 46 112  23% 1.68 [1.06, 2.65) =

Total (95% CI) 4358 9004 100.0%  1.24[1.15, 1.34] ]

Total events 2241 4149

Heterogeneity: Chi*=15.25, df=11 (P=0.17), F= 28% 1001 071 110 100:

Test for overall effect Z= 5.68 (P < 0.00001) More in control More in case

B Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Chen 2012 232 442 200 344 71% 0.80 [0.60, 1.06] =1
Ernst 2010 118 260 362 678 7.2% 0.74 [0.55,0.98] S
Schaefer 2008 (1) 135 300 786 1452 98% 0.69 [0.54, 0.89] Rec
Schaefer 2008 (2) 125 266 417 734 7.8% 067 [0.51,0.89] =
Schaefer 2011 (1) 171 318 442 838 7.4% 1.04 [0.80, 1.35] T
Schaefer 2011 (2) 150 308 442 838 B81% 0.85[0.65,1.10] =
Schaefer 2013 (1) 93 178 93 144  32% 0.60[0.38, 0.94] =
Schaefer 2013 (2) 49 a8 114 198 21% 093 [0.56,1.54] =
Schaefer 2013 (3) 579 1188 1553 2882 30.7% 0.81[0.71,093] -
Taiete 2018 (1) 201 400 180 392 63% 1.07[0.81,1.42) N
Taiete 2018 (2) 157 380 190 392 7.3% 0.75[0.56, 0.99] )
Teeuw 2015 106 230 66 112 3.2% 0.60[0.38, 0.94] =
Total (95% CI) 4358 9004 100.0%  0.80[0.75, 0.87] '

Total events 2117 4855

Heterogeneity: Chi*=15.25, df=11 (P=0.17); F= 28%

: :
Testfor overall effect Z= 5.68 (P < 0.00001) el i

More in control More in case

Fonte: Proprio autor
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Tabela 2. Calculo da metanalise sobre o polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL e o risco de periodontite
(comparacdes alélicas e genotipicas; analises de subgrupos).

Comparagéo OR (95% IC) Pvalor 12 Pheterogeneidade Modelo estatistico
(n) (z test)
Geral (n=12)
M versus m 1,24 (1,15-1,34) P<0,00001  28% P=0,17 F
m versus M 0,80 (0,75-0,87) P<0,00001 28% P=0,17 F
MM versus mm 1,53 (1,32-1,78) P<0,00001  30% P =0,16 F
mm versus MM 0,65 (0,56-0,76) P<0,00001 30% P =0,16 F
MM versus Mm/mm 1,38 (1,22-1,56) P<0,00001 27% P =0,18 F
Mm versus MM/mm 0,97 (0,87-1,08) P =0,53 25% P =0,20 F
CP (n=3)
M versus m 1,25 (1,07-1,47) P = 0,006 0% P =0,81 F
m versus M 0,80 (0,68-0,94) P = 0,006 0% P =0,81 F
MM versus mm 1,58 (1,14-2,18) P = 0,005 0% P =0,77 F
mm versus MM 0,63 (0,46-0,87) P = 0,005 0% P=0,77 F
MM versus Mm/mm 1,36 (1,05-1,77) P =0,02 0% P =0,80 F
Mm versus MM/mm 0,98 (0,79-1,23) P =0,89 0% P =0,92 F
AgP (n=8)
M versus m 1,23 (1,13-1,34) P<0,00001 47% P =0,07 F
m versus M 0,81 (0,75-0,89) P<0,00001 A47% P =0,07 F
MM versus mm 1,49 (1,25-1,77) P<0,00001 48% P =0,06 F
mm versus MM 0,67 (0,57-0,80) P<0,00001 48% P =0,06 F
MM versus Mm/mm 1,37 (1,19-1,58) P<0,00001 51% P =0,05 F
Mm versus MM/mm 0,95 (0,84-1,08) P=0,44 49% P =0,06 F
Caucasianos (n = 9)
M versus m 1,27 (1,16-1,38) P<0,00001 25% P =0,22 F
m versus M 0,79 (0,72-0,86) P<0,00001 25% P =0,22 F
MM versus mm 1,59 (1,34-1,88) P<0,00001 26% P =0,21 F
mm versus MM 0,63 (0,53-0,74) P<0,00001 26% P=0,21 F
MM versus Mm/mm 1,39 (1,21-1,60) P<0,00001 43% P =0,08 F
Mm versus MM/mm 0,97 (0,87-1,08) P =0,94 33% P =0,15 F
Miscigenada (n = 2)
M versus m 1,11 (0,91-1,36) P =0,55 68% P =0,08 R
m versus M 0,90 (0,63-1,28) P =0,55 68% P =0,08 R
MM versus mm 1,22 (0,83-1,81) P =0,55 70% P =0,07 R
mm versus MM 0,82 (0,55-1,21) P =0,55 70% P =0,07 R
MM versus Mm/mm 1,26 (0,93-1,72) P=0,14 0% P =0,49 F
Mm versus MM/mm 0,84 (0,64-1,11) P =0,23 30% P =0,23 F

Legenda: M-mutado, m-selvagem, OR-Odds Ratio, IC-Intervalo de confianga, I2-heterogeneidade, R-
efeitos aleatorios, F-efeito-fixo.
Fonte: Préprio autor

Andlise sensitiva e viés de publicacdo

Os resultados sobre a andlise sensitiva relevaram que nenhum estudo
individual mudou significativamente os valores agrupados de OR, este dado demonstra
a acuracia dos resultados (Figura 3). Além disso, nenhuma assimetria foi detectada no
grafico de Funnel-plot para o polimorfismo analisado nesta metanalise (Figura 4). O
teste de regresséo linear de Egger e o teste de Begg ndo evidenciaram qualquer viés
de publicacdo para o polimorfismo rs1333048 e periodontite (P=0,477 e P=0,243),

respectivamente.

Discusséo
Esta é o primeiro estudo de metandlise que avalia um polimorfismo no gene

ANRIL e periodontite. A ndo significativa heterogeneidade, a analise sensitiva, a
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auséncia de viés de publicacdo e os escores obtidos pelos estudos demonstraram a
qualidade metodoldgica dos estudos inclusos e a acuracia dos nossos resultados.

Figura 3. Andlise sensitiva com exclusdo de um estudo por vez e verificagdo da possivel mudanca no
valor de Odds Ratio agrupado.

Study name Statistics with study removed Odds ratio (95% Cl)
Lower Upper with study removed
Point limit limit Z-Value p-Value
Chen 2012 1,242 1,149 1,343 5,442 0,000 -.-
Ernst 2010 1,235 1,142 1,336 5,303 0,000 -.-
Schaefer 2009 (1) 1,225 1,132 1,326 5,033 0,000 B
Schaefer 2009 (2) 1,228 1,134 1,326 5,117 0,000 E 3
Schaefer 2011 (1) 1,273 1,177 1,378 6,017 0,000 -.-
Schaefer 2011 (2) 1,250 1,156 1,352 5,651 0,000 -.-
Schaefer 2013 (1) 1,233 1,142 1,331 5,370 0,000 -.-
Schaefer 2013 (2) 1,247 1,156 1,346 5,684 0,000 . 3
Schaefer 2013 (3) 1,250 1,141 1,369 4,818 0,000 -.-
Taiete 2018 (1) 1,272 1,176 1,375 6,025 0,000 '.'
Taiete 2018 (2) 1,237 1,144 1,337 5,327 0,000 ‘.'
Teeuw 2015 1,233 1,142 1,331 5,373 0,000 . 3
1,243 1,153 1,341 5666 0,000 &
0,5 1 2
Decreased risk Increased risk

Fonte: Préprio autor

Em niveis genéticos, os resultados trouxeram significativa associacéo entre o
alelo C no polimorfismo rs1333048 e periodontite (P<0,05) com um aumentado valor
de OR (OR=1,24). O alelo C teve uma significativa Minor Allele Frequency (MAF) na
populacao global com valor de C=0,442 (NCBI, 2018). Este dado corrobora um estudo
anterior em que a MAF do alelo C foi significativamente aos pacientes diagnosticados
com periodontite (TEEW et al., 2015). De fato, o alelo mutado neste SNP também foi
associado ao maior risco de cancer de préstata e hiperplasia benigna deste 6rgao em
pacientes Caucasianos do Ird (TAHERI et al., 2017).

Achados anteriores estdao em desacordo com essas mencionadas associagoes.
O polimorfimos rs1333048 somente foi associado ao risco de cancer em nivel de
haplotipo composto pelos alelos mutados no polimorfismo rs1333045 e os alelos
selvagens dos polimorfismos rs13977574 e rs10757278 (KHORSHIDI et al., 2017) bem
como com outros SNP’s no gene ANRIL na esclerose multipla (REZAZADEH et al.,
2018).
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O gene ANRIL € composto por 19 exons dentro de uma regido de 126.3 kb
dentro do cluster génico localizado no l6cus 9p21.3 (PASMANT et al., 2011). Variacdes
de splicing e polimorfismos genéticos no gene ANRIL foram associados com doenca
coronariana (FOLKERSEN et al., 2009), diabetes mellitus tipo 2 (ZEGGINI et al., 2007)
e periodontite (SCHAEFER et al., 2011).

Figura 4. Funnel-plot para avaliacédo de viés de publicacéo nesta recente metanalise.

Funnel Plot of Standard Error by Log odds ratio

0,0

0,1

0,2

Standard Error
)

0,3

0,4
-2,0 1,5 1,0 0,5 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Log odds ratio

Fonte: Préprio autor

Além disso, um estudo anterior in vitro com células musculares lisas do
revestimento vascular demonstrou que transcritos do ANRIL foram capazes de afetar
0s mecanismos fisioldgicos dependentemente de variagcdo no splicing alternativo em
que o éxon 1 e éxon 19 puderam interferir na expressdo de IL-1A e IL-1RN,
respectivamente (COGRAINS et al., 2012). Também um estudo posterior em modelo
de arterosclerose em ratos mostrou que o grupo com hiper-expressdo de ANRIL na
circulacdo sistémica apresentou desorganizacdo estrutural das artérias e significativo
aumento de 69,1% nos niveis séricos de IL-1 que o grupo controle saudavel (P<0,05)
(SONG et al., 2017). E bem descrito que a IL-1 participa de uma familia de citocinas
pro-inflamatorias e polimorfismos na IL1A (SILVA et al., 2017b), IL1B (SILVA et al.,
2018) e IL-1RN (DING et al., 2012) foram associados a inflamacao periodontal.

Bochenek et al. (2013) sugeriram que a ligacdo molecular entre a regulacéo do

ANRIL e os mecanismos da periodontite e identificaram que transcritos do ANRIL
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contendo o éxon 13 foram correlacionados com o aumento da expressao de genes
chave do metabolismo da glicose e acidos graxos em que polimorfismos nesses genes
foram associados com AgP. Essa relacdo pode ser definida pela interacdo entre o
ANRIL e as chamadas Polycomb Repressive Complexes (PRC’s), um grupo de
proteinas que tem papel chave na remodelagéo da cromativa (AARABI et al., 2018) e
portanto, na inflamacdo (BAYARSAIHAN, 2011). Também, pela interferéncia nos
mecanismos do Fator Nuclear kB (NF-kB) promovido pelo ANRIL (GOU et al., 2018)
em que o NF-kB € um mediador chave na expressao de citocinas e dano periodontal
(PRESHAW; TAYLOR, 2011). Contudo o papel exato dos transcritos do gene ANRIL
em outras condic¢des inflamatorias permanece ainda ndo muito bem esclarecido.

Semelhantemente a associacdo significativa obsevada na andlise geral,
também foi detectada significancia na avaliacao pelas diferentes formas da periodontite.
Embora poucos estudos focaram na CP (n=3) em comparagdo com a AgP (n=8), os
resultados foram similares (tabela 2) e eles mostraram uma significativa associacao
com aumentado valor de OR. Ambas as formas da doenca séo caracteristicas de terem
uma etiologia complexa; entretanto, estudos anteriores ja indicaram o papel critico de
INRNA'’s na patogénese da periodontite (ZHOU et al., 2015) e na forma agressiva da
doenca (LI et al., 2018).

Expandindo os resultados na tentativa de avaliar a interferéncia de fatores de
ajustamento nas analises gerais, esta metanalise estratificou os estudos com base na
etnia dos participantes em que as populacdes Caucasianas e Miscigenadas
compuseram essa estratificacdo. Uma significativa associagao foi identificada no grupo
Caucasiano (Tabela 2) o que é compreensivel a obtencéo de tais dados vista a prévia
associacao de polimorfismos no gene ANRIL e periodontitie (SCHAEFER et al., 2009)
e outras alteracdes em Caucasianos (CUNNINGTON et al., 2010; TAHERI et al., 2017).

O polimorfismo rs1333048 nao teve uma significativa associacdo com
periodontite na populacdo Miscigenada (P>0,05). Isso pode ser explicado por dois
importantes fatores: o nimero limitado de estudos inclusos para esta populacdo (n=2)
e 0 aumentado valor de 2. Além disso, a populacdo Miscigenada em questdo € do
Brasil; Brasileiros sdo um grupo de individuos caracterizados pelo elevado grau de
mescla genética (KEHDY et al., 2015).

Embora os resultados desta metanalise puderam esclarecer a associacao entre
o polimorfismo rs1333048 e periodontite, importantes limitagbes devem ser notadas e

portanto discutidas. Primeiro, a literatura ndo traz estudos que determinem o impacto
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deste polimorfismo nos niveis de ANRIL durante a periodontite. Um estudo anterior
mostrou que SNP’s afetam a expressdo do ANRIL em diversas doencas
(CUNNINGTON et al., 2010). Teeuw et al. (2015) realizaram uma analise com a
correlacéo entre o polimorfismo rs1333048 no ANRIL e os niveis de proteina C reativa;
contudo, os niveis de ANRIL ndo foram avaliados. Segundo, a periodontite € uma
doenca complexa em que diversos fatores estdo envolvidos na patogénese desta
condicao inflamatéria como idade, sexo ou higiene oral e condicbes comportamentais
como uso de alcool ou fumo. A presente metanalise ndo abordou a avaliacdo desses
fatores de ajustamento devido os dados limitados nos estudos inclusos. Terceiro, uma
completa avaliacdo sobre outras etnias como a Africana ou populagdo Asiatica nao
pode ser realizada devido a auséncia de estudos com essas populacdes na literatura.
Isso também pode explicar a ndo significativa associa¢do na populacdo Miscigenada.
Quarto, a periodontite foi modificada em sua classificacdo clinica em que um novo
modelo foi proposto dissolvendo as classificacdes anteriores de CP ou AgP (CATON et
al., 2018), estudos futuros com periodontite devem admitir essa questdo em seu
delineamento experimental. Quinto, devemos ter cautela sobre os resultados
apresentados quando tomamos como base o valor de P como padréo ouro de validade
estatistica, como anteriormente sugerido (NUZZO, 2014) devido o valor de P nem
sempre representar uma significancia clinica (CHAMBRONE; ARMITAGE, 2016).

Portanto, futuros estudos in vivo ou in silico para validar esses achados séao requeridos.

Concluséo

Esta metanalise composta por 12 estudos em 5.489 participantes mostrou a
significativa associacdo entre o alelo mutado no polimorfismo rs1333048 no gene
ANRIL e o risco de periodontite em ambas suas principais formas clinicas e no grupo

Caucasiano.
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Resumo

A periodontite € uma doenga de elevada prevaléncia dentro da clinica odontoldgica.
VariacOes genéticas em genes de interleucinas (IL) foram associados a periodontite
cronica (CP) e foram foco de diversas metandlises. Este estudo objetivou medir a
notoriedade nas metandlises por meio de uma abordagem Bayesiana para determinar
possiveis associacdes falso-positivas. Uma busca sistematica foi realizada para
metanalises com associagao entre polimorfismos em genes de IL e CP. Os célculos da
taxa de probabilidade falso-positiva (FPRP) e a probabilidade bayesiana de falsa
descoberta (BFDP) foram realizados para detectar a notoriedade com o poder
estatistico de 1,2 e 1,5 de Odds Ratio (OR) a probabilidade priméaria de 103 e 10°.
Como resultados oito metanalises abordando os polimorfismos IL 1A/rs1800587,
1B/rs1143634, 1RN/rs2234663, 4/rs2243250, 6/rs1800795/rs1800796, 17A/rs2275913
e 18/rs1946518/rs187238 foram identificados. 22 de 270 calculos (8.15%) mostraram-
se “dignos de nota”. Assim, identificamos que os polimorfismos nas IL1A e 1B sao

notorios biomarcadores para a susceptibilidade para CP.

Palavras chave: alelos, variacdes genéticas, doencas periodontais, fatores de risco,
Odds Ratio.
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Introducéo

As doencas periodontais sdo condi¢cdes orais que compreendem todas as
doencas inflamatdrias da gengiva com perda de insercédo, destruicdo dos tecidos
periodontais e possivel perda dental. Embora suas antigas formas clinicas tenham sido
dissolvidas por uma recente classificacdo de diagnéstico (CATON et al., 2018), a
doenca era classificada, comumente, como periodontite cronica ou agressiva (CP e
AgP, respectivamente). A elevada prevaléncia da periodontite observada ao redor do
mundo estda de acordo com o detectado em diversos paises da America Latina
(OPPERMANN et al., 2015) e bem como nos Estados Unidos em que a periodontite foi
detectada em 42% dos adultos com 30 anos ou mais (EKE et al., 2018).

Dentro da resposta immune do hospedeiro que contribue com o dano periodontal,
tem-se as interleucinas (IL’s) como moleculas chave. A IL-1A, 1B, 1RN, 6, 10, 17 e 18
sdo as IL’s mais estudadas em que os autores objetivam verificar o papel do aumento
ou diminuicdo dos niveis destas citocinas e a associagdo com a periodontite (BANU et
al., 2018; MOURA et al., 2017).

Outro fator que também recebe consideravel atencéo na literatura é a relacéo
entre variagdes genéticas nos genes de IL’s e o risco de CP. Desses estudos, um
elevado numero tem focado em determinar o impacto de variagdes genéticas em IL’'s e
a periodontite, muitas dessas avaliacdes realizadas por meio de metanalises (SILVA et
al., 2017; YAN et al.,, 2014; ZHU et al., 2016). Contudo, a metanalise tem uma
importante limitacdo que os autores denominam como taxa de falso positivo em que
eles propdem métodos para resolver essa questdo (MAJUMDAR et al., 2018).

Visto 0 aumento no nimero de publicagdes com metanalise sobre variacées nos
genes de IL’s e periodontite, este estudo objetiva determinar a taxa de falsos positivos
em dados de metanalises publicadas sobre polimorfismos em genes de IL’s e CP por
duas abordagens estatisticas: A taxa de probabilidade falso-positiva (FPRP) e a
probabilidade Bayesiana de falsa descoberta (BFDP).

Métodos
Busca sistematica

Uma busca sistematica para estudos publicados anteriormente a 3 de Setembro
de 2019 nas bases de dados médicos e cientificos Google Scholar e Pubmed foi

realizada com a seguinte combinacdo de palavras-chave: (interleukin ou cytokine) e
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(genetic variation ou polymorphism) e (periodontal disease ou chronic periodontitis) e
(meta-analysis) para coleta de estudos que iriam compor a metandlise bayesiana.
N&o houve restricdo de linguagem na estratégia de busca e todas as citacfes

foram analisadas para identificacdo de possiveis estudos adicionais.

Processo de coleta de dados
Dois investigadores independentemente revisaram todos os estudos e extrairam
os dados seguindo formulario padronizado que compds a tabela de caracteristica dos

estudos de metanalise.

Avaliacdo de risco de viés pelo critério de Veneza

Por meio do critério de Veneza (IOANNIDIS et al., 2008) foi realizada a avaliacao
da credibilidade dos estudos identificados e inclusos na metanalise de abordagem
bayesiana. Resumidamente, as notas A, B e C foram atribuidas ao nivel de
credibilidade classificado como forte, moderado ou fraco, respectivamente. Para tal
classificacdo foram utilizadas as categorias:

[1] Total de evidéncia, dado dependente do tamanho amostral e avaliado pela soma
dos casos e controles utilizados pelos estudos para expressar o alelo de risco. As
notas A, B e C foram atribuidas para somas >1000, entre 100 e 1000 e <100,
respectivamente;

[2] Replicacdo da associacdo encontrada avaliada pelo nivel de 12 em que as notas A,
B e C foram atribuidas para valores de 12<25%, 25-50% e >50%, respectivamente;

[3] Protecdo de viés, em que a nota A foi atribuida ao estudo sem risco de viés de
publicacdo ou que este risco fosse improvavel de interferir na associacéo relatada,
a nota B atribuida a provavel mas nao detectada presenca de viés relatado no
estudo e a nota C se algum viés tivesse sido detectado no estudo. A magnitude de
associacado também foi avaliada para se considerar a presenca de viés de protecao
e assim, a nota C foi atribuida a associacdo com valor de OR<1,15.

Utilizando tais critérios, o nivel de credibilidade do estudos foi definido com alto

(notas A apenas), intermediario (notas A e B, apenas) e baixo (ao menos uma nota C).

Andlise estatistica
Para verificar a veracidade das evidéncias disponiveis has metanalises coletadas,
foram utilizados duas abordagens bayesianas: FRPR (False-Positive Report

Probability) e BDFP (Bayesian Fase Discovery Probability).
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Primeiramente, o teste FRPR avalia a probabilidade de uma associagdo nao
verdadeira entre o fator e a doengca (WACHOLDER et al., 2004). Este dado pode ser
obtido por meio dos seguintes parametros: [1] T, variavel indicativa a probabilidade
prévia de uma associagao verdadeira; [2] o0 menor a, o qual o teste é “fidedigno” ou o
valor de p observado; [3] (1-B), sendo este o poder estatistico no qual a descoberta é
definido como digna de nota ao se rejeitar a hipétese nula. Para calculo do FRPR utiliza-

se a seguinte equacao:
FPRP=a(1-m)/{a(1-m+(1-0)}

a pode ser substituido pelo valor de p observado e (1- B) € obtido por meio da
seguinte equacao em que se assume que a estimativa do risco relativo (RR) € baseada

numa distribuicdo normal o qual a variacéo é igual a 02 (WACHOLDER et al., 2004):
1-B=®[{log(RRaA/RRo)}/0]=Zar

@ demonstra a fungéo distribuigdo acumulativa do desvio normal, € Z o2 podem
ser substituidos pelo erro padrdo do logaritmo estimado do valor de OR e do valor
bilateral de p da distribuicdo normal (WACHOLDER et al., 2004). No presente estudo
dois especificos valores para probabilidade prévia foram usados (102 e 10°) que
podem ser respectivamente aproximados ao valor esperado de estimativa para cada
gene candidato ou gene aleatorio. Neste caso, permite-se aos leitores formularem seu
préprio julgamento a partir das evidéncias dadas para cada variante génica.

Walcholder et al., (2004) sugeriram trés valores de OR (1,2, 1,5 e 2,0) que podem
ser pensados para validar um achado fidedigno. Considerando os resultados de OR
organizados para este estudo, em que o valor médio aproximado esta entre 1,2 e 1,5,
ambos estes valores foram escolhidos.

Apés, o calculo de BFDP, proposto por Wakefield et al., (2007), foi realizado para
esclarecer a fidedignidade das evidéncias reportadas. Este dado concede uma
descricéo da fidedignidade por meio do custo de uma falsa descoberta e uma falsa néo
descoberta com um viés metodolégico enquanto se utiliza mais informagdes que o
FPRP.

De acordo com a literatura, o nivel de significancia para o céalculo e BFDP é
determinado no valor de p = 0,8, valor este derivado da afirmativa de que uma falsa nédo
descoberta é quatro vezes mais dispendiosa que uma falsa descoberta. BDFP é

determinado pela seguinte equacao:



83

BFDP = (ABF x PO ) / (ABF x PO + 1) [I]
PO =10/ (1—-10) [ll]

PO é a chance de probabilidade prévia de uma ndo associacao, e ABF é o fator
Bayesiano aproximado que pode ser deduzido por meio dos valores de OR e erro
padrdao. Semelhantemente, BFDP foi calculado baseado em ambas as probabilidades
prévias como o FRPR (103 e 10%)

Embora os possiveis vieses propostos tenham sido removidos, assume-se que
uma parte das variantes genéticas ndo estd verdadeiramente associada a doenca,
apesar da significancia estatistica descrita como valor de p<0,05. Portanto, as
abordagens Bayesianas sdo Uteis para evitar a interpretacdo superestimada dos

resultados.

Analises adicionais

Por meio dos nomes dos genes incluidos na metanalise Bayeasiana com os SNP’s
de associacdo que foram estatisticamente significativas nas metanalises, uma rede
genética da base de dados GeneMania (verséo 3.3) e uma rede proteica obtida da base
de dados STRING10.5 foram montadas com o score minimo de 0,7 o qual ndo houve

mais que cinco interacdes mostradas na imagem.

Resultados

A busca inicial resultou em 104 estudos dentro das duas bases de dados usadas,
apos a remocao dos duplicados e andlise dos estudos, oito artigos com nove estudos
foram inclusos (Figura 1). Nos achados gerais, oito apresentaram resultado
significativamente estatistico com valor de P<0,05) em ao menos uma comparagao
alélica ou genotipica para a avaliacao geral ou estratificada (DING et al., 2012; LI et al.,
2014; MAO et al., 2013; SILVA et al., 2017; SILVA et al., 2018; SONG et al., 2013. YAN
et al., 2014; ZHU et al., 2016). Como mostrado na tabela 1, nove variacdes genéticas
em sete genes de interleucinas foram abordados nas metandlises (IL-1A/rs1800587,
IL-1B/rs1143634, IL-1RN/rs2234663, IL-4/rs2243250, IL-6/rs1800796/rs1800795, IL-
17A/rs2275913 e IL-18/rs1946518/rs187238). Os resultados significativos nas
metandlises foram obtidos na observagédo de diversos grupos étnicos com diferentes
combinagdes alélicas ou genotipicas [Caucasianos (n = 2), Asiaticos (n = 3) e
Populacdo Miscigenada ou Brasileira (n = 2)]. Uma avaliag&o significativa foi realizada

em brancos; contudo, a exata etnia desses sujeitos nao foi totalmente esclarecida.
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Figura 1. Fluxograma de sele¢éo dos estudos de metanalise inclusos.
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45 comparacdes com significativo valor de P foram inclusos nas anélises em sete
diferentes genes de IL. Os resultados estdo compostos por cinco comparagdes para a
1A/rs1800587, dezoito para a IL-1B/rs1143634, sete para a IL-1RN/rs2234663, dois
para a IL-4/rs2243250, dois para a IL-6/rs1800796, trés para a IL-6rs1800795, quatro
para a IL-17A/rs2275913 e dois para a IL-18 (rs1946518 e rs187238).

No geral, de 176 valores (66,2%) para FPRP e 90 (33,8%) para BDFP, 40
(15,03%) mostraram-se “dignas de nota” (tabela 1). Os calculos de FPRP sobre os
polimorfismos na IL-6 ndo foram possiveis devido limitagdo estatistica. Os resultados
estatisticos evidenciaram que apenas o0s dados das metanalises sobre o0s
polimorfismos na IL-1A e 1B foram “dignos de nota” (<0,02 para FPRP e <0,08 para
BDFP). Sete (2,6%) e uma (0,4%) das comparacdes mostraram notoriedade aos
valores de 102 e 10°°, respectivamente, com pode estatistico de deteccdo do valor de
OR na probabilidade primaria de 1,2. Por outro lado, nos valores de 102 e 10° com o
poder estatistico e deteccao do valor de OR na probabilidade primaria de 1,5, houveram
11 (4,1%) e cinco (1,9%) comparag¢des que foram “dignas de nota”. Os dados sobre
BDFP mostraram que 10 (3,7%) comparacdes mostraram-se fidedignas no valor de 10

3 e quatro (1,5%) no valor de 106,
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A avaliacdo de qualidade metodoldgica é apresentada na tabela 2 e mostra que
todas as metanalises apresentaram grau A de qualidade sobre o Total de Evidéncia,
exceto para o estudo realizado por Silva et al. (2017) sobre o polimorfismo na IL-17A.
Quando observadas outras categorias, houve um perfil heterogéneo de graus nos
estudos. A rede gene-gene mostrou que as IL-1A e 1B, ambos os genes com
notoriedade, estdo no papel central da co-expresséo entre as interleucinas foco das
metanalises, e em associacdo com seus receptores e outras moléculas participantes
do processo inflamatério (Figura 2). Estas ambas IL’s também estao na posi¢ao central
da rede proteina-proteina, reforcando suas participacdes na resposta inflamatéria
(Figure 3).

Discusséo

Até o presente momento, esta é a primeira metanalise usando métodos
Bayesianos para avaliar dados de metanalises sobre polimorfismos em genes de IL's e
CP, Revisfes sisteméaticas e metanalises em estudos genéticos sdo uma fonte de
dados confiaveis pela combinacdo dos resultados disponiveis na literatura trazendo
novos e robustos achados. Contudo, uma importante falha que pode ser apontada na
interpretacdo de metanalises é o valor de P como limiar de confianca.

Quando os autores e leitores tomam o valor de P, somente, como um ponto de
acuracia diversos dados podem se tornar falso-positivos devido a limitacdo estatistica
que também pode influenciar o valor de P e portanto, este possivel indice ndo é téo
confiavel como a comunidade cientifica considera (NUZZO 2014).

De fato, um achado estatisticamente significativo ndo depende apenas de um
valor significativo de P, mas também da probabilidade priméaria de que a associacdo
entre o polimorfismo genético e a alteracdo fenotipica seja real e do poder estatistico
do teste aplicado (WACHOLDER 2004). Para verificar a possibilidade de dados falso-
positivos em metanalises e estudos de associacdo gendmica, os calculos de FPRP e

BDFP foram desenvolvidos.



Tabela 1. Resultados de metanalises com significancia estatistica para CP em que as variantes com valores dignos de nota estdo em negrito.
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Gene/Vari Avaliaca Alelo raro/ OR (95% IC P para Estud DiagE(?Stim No. de 12 (% 12 (P \cljali’r OR 1,2 Ve ge FPR OR 1,5 BFDP  BFDP A A
ene/Variante valiagao Comparagéo (O5%1C)  etanalise EStudos () (subtipos oo controles | () ®) e OR12 ORLS5 . : 0,001  0,000001 utor, Ano
clinicos) Egger 0,001 0,000001 0,001 0,000001
IL-1A rs1800587 TvsC 1,29 (1,15-1,48) _<0,001 PR cP 212211794 73 NA 064 0009 099 005 0,983 0,006 0851 0,207 099 Mao ot al, 2013
TTvs CC 159 (122-2,07)  0,0005 23 cp 2122/1794 13 NA NA 0018 0333 0969 1,000 0,631 0,999 0966 1000 Mao et al., 2013
Geral CTvsCC  130(112-151)  0,0004 23 cp 2122/1794 42 NA NA 0147 0969 0801 1000 0,380 0,998 0941 1000 Mao et al., 2013
CT+TTvsCC  1.40(121—1,61)  <0,001 23 cp 212211794 39 NA NA 0015 0833 0134 099 0,003 0740 0128 0993 Mao et al., 2013
TTvsCT+CC 147 (116-187) 0,002 23 cp 2122/1794 14 NA NA 0049 0565 0972 1,000 0,751 1000 0981 1,000 Mao et al., 2013
IL-1B rs1143634 TvsC 135(1,24—148)  <0,00001 54 cp 492414452 27 006 0236 0006 0988 0000 0,026 0,000 0,000 0000 0016 Silva et al., 2018
CvsT 0.72(0:68-0,81)  <0,00001 54 cp 492414452 27 006 NA 0007 0900 0006 0,860 0,000 0,049 0004 0788 Silva et al., 2018
Geral TTvsCC  170(142-203) <0,00001 54 cp 492414452 13 024  NA 0000 0083 0071 0987 0,000 0052 0001 0576 Silva et al., 2018
CCvsTT  077(0.70-085)  <0,0001 54 cp 492414452 20 0,12 NA 0059 0998 0004 0789 0,000 0180 0013 0930 Silva et al., 2018
TTvs CT+CC 1,39 (119—163)  <0.0001 54 cp 492414452 19 014 NA 0035 0826 0590 0,999 0,058 0,984 0690  1.000 Silva et al., 2018
TvsC 125(110-143)  0,0009 21 cp 1712/1603 27 014 NA 0276 0996 0806 1,000 0,536 0099 0964 1,000 Silva et al., 2018
CvsT 0.80(0.70-0,91) 0,009 21 cp 171211603 27 014  NA 0267 0997 0720 1,000 0,408 0,999 0946 1,000 Silva et al., 2018
Caucasianos TTvsCC  179(1.36-237)  <0.0001 21 cp 171211603 4 040  NA 0003 0109 0948 1,000 0,306 0,998 0868 1,000 Silva et al., 2018
CCvsTT 056 (042-0,73)  <0,0001 21 cp 1712/1603 4 040  NA 0002 0099 0917 1,000 0,155 0995 0745  1.000 Silva et al., 2018
TTvsCT+CC  163(125-212)  0,0003 21 cp 1712/1603 6 038 NA 0011 0268 0960 1000 0,501 0,099 0945 1,000 Silva et al., 2018
Asidticos TvsC 165 (140 -1,94)  <0,00001 2 cp 2138/1753 3 011 NA 0000 0124 0023 0959 0,000 0,011 0000 0261 Silva et al., 2018
CvsT 0.78(0,69-0,88)  <0,0001 2 cp 2138/1753 3 011 NA 0141 0995 0277 0997 0,052 0982 0663 0999 Silva et al., 2018
CTvs TT+CC 141 (121-164)  <0,0001 22 cp 2138/1753 13 065 NA 0018 0789 0313 0,998 0,010 0913 0318 0998 Silva et al., 2018
TvsC 127(109-149) 0002 9 cp 923/963 49 0,07 NA 0243 0979 0932 1,000 0,774 1000 0985 1,000 Silva et al., 2018
CvsT 079(0,67-092) 0002 9 cp 923/963 49 0,07 NA 0246 0986 0908 1,000 0,711 1000 0981 1,000 Silva et al., 2018
Miscigenada TTvsCC 145 (1,06 1.98) 0,02 9 cp 923/963 0 057 NA 0117 0584 0994 1,000 0,971 1000 0997 1,000 Silva et al., 2018
CCvsTT 0,69 (0,50 — 0,94) 0.02 9 cp 923/963 0 0,57 NA 0116 0586 0994 1,000 0,970 1000 0997 1,000 Silva et al., 2018
TTvs CT+CC 1,40 (1,05 — 1,86) 0,02 9 cp 923/963 0 058 NA 0144 0683 0993 1000 0,967 1000 0997 1,000 Silva et al., 2018
<rranes3 2allelevs Lallele 1,50 (1,02-2,20) 0,04 12 cp 1331/1223 NA  <00005 o020 0127 0800 0997 1,000 0,987 1000 o998 1,000 Ding et al., 2012
Geral 2allelevs Lallele 2,17 (1,17 - 4,01) 0,01 7 Severe CP 389/580 NA <0005 NA 0029 0119 0998 1,000 0,991 1,000 0998 1,000 Ding et al., 2012
22vs LL 1,47 (1,00 - 2,18) 0,05 9 cp 1012/1022 NA 013 012 0156 0540 0997 1000 0,990 1000 0998 1,000 Ding et al.,, 2012
22vs LL 402(1.84-880)  <0,0005 6 Severe CP 350/560 NA 020  NA 0001 0007 0998 1000 0,987 1000 0997 1,000 Ding et al., 2012
2allele vs Lallele 1,82 (1,31-2,54)  <0.0005 4 cp 420/383 NA 019  NA 0007 0128 0984 1000 0771 1000 0975 1,000 Ding et al., 2012
Asidticos L2vsLL 2.13(144-316)  <0,0005 3 cp 3111363 NA 014 NA 0002 0041 0987  1.000 0,808 1000 0974 1,000 Ding et al., 2012
L2+22vsLL  212(144-311)  <0.0005 3 cp 3111363 NA 013  NA 0002 0038 098 1000 0,759 1000 0967 1,000 Ding et al., 2012
IL-4 rs2243250 Brancos TvsC 1,2(1,02-142) 0,03 9 P 760/1,032 92 036 NA 0500 0995 0985 1,000 0,971 1000 0997 1,000 Yan etal., 2014
TTvsCC  168(1,05-2,67) 003 8 P 647/786 0 098 NA 0077 0316 0997 1,000 0,989 1000 0998 1,000 Yan etal., 2014
IL-6 rs1800795 Geral GVSC 1,58 (1,03 — 2,44) 0,0036 6 cP 843/640 77,7  <0,001 NA 0,107 0,407 0,997 1,000 0,990 1,000 0,998 1,000 Song et al., 2013
GGvsGC+CC 2,38 (137-4,14) 0,002 6 cp 843/640 73 037 NA 0008 0051 099 1,000 0,977 1,000 0996 1,000 Song et al., 2013
Asidticos CC + GC vs GG g'ggi) (2160- 5500 4 cp 2422/3373 00 080  NA NA NA NA NA NA NA 0,000 0,000 Zhu etal., 2016
IL-6rs1800796  gragileiros GCvsGG ~ 062(044-087) 0,007 5 cP 242213373 61 037 NA 0044 0337 0992 1,000 0,944 1000 0994 1,000 Zhu et al., 2016
Caucasianos GC VS GG 0'78(9%8)77‘ 0,035 4 cp 2422/3373 557 0080 NA 0220 0806 0994 1,000 0,977 1000 0997 1,000 Zhu et al., 2016
RSN AAVsGG  0,58(0,38-089) 0,01 5 cp 411/396 NA NA Na 0049 0262 0996 1,000 0,980 1000 5997 1,000 Silva et al., 2017
Geral GGvsAA  173(1,13-265) 0,01 5 cp 411/396 NA NA NA 0046 0256 0996 1,000 0,979 1,000 0097 1,000 Silva et al., 2017
GGvs GA+AA 160 (1.06-239) 0,02 5 cp 411/396 NA NA NA 0080 0376 0996 1,000 0,983 1000 0997 1,000 Silva et al., 2017
GAvs GG+AA 0,86 (0.65-115)  0.32 5 cp 411/396 NA NA NA 0584 0957 0998 1,000 0,097 1000 0999 1,000 Silva et al., 2017
IL-18 rs1946518 Geral CvsA 1,86 (130-2/65) 0,001 9 cp 576/458 NA NA NA 0008 0117 0987 1000 0,835 1000 0982 1,000 Lietal., 2014
AAVSAC+CC 2,64 (1.34—-521) 0,005 9 cp 576/458 NA NA NA 0012 0052 0998 1,000 0,990 1000 0998 1,000 Lietal. 2014
IL-18 rs187238 Goral Cvs G 147(113-191) 0,004 9 cp 576/458 NA NA NA 0064 0560 0984 1,000 0,875 1000 0990 1,000 Li etal., 2014
GGvs GC+CC 166 (121-2.20) 0,002 9 cp 576/458 NA NA NA 0024 0268 0988 1,000 0,882 1000 0989 1,000 Li etal., 2014




Tabela 2. Resultados da avaliagédo pelo critério de Veneza das metanalises inclusas nesse estudo.

87

IL  Polimorfismo Autor (ano)

Total de evidéncia Replicagcdo Protegdo paraviés

1A rs1800587
1B rs1143634
1RN rs2234663

4 rs2243250
6 rs1800796
rs1800795
17A rs2275913
18 rs1946518
rs187238

Mao (2013)
Silva (2018)
Ding (2012)
Yan (2014)
Zhu (2016)
Song (2013)
Silva (2017)

Li (2014)
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Figura 2. Rede gene-gene formada entre os genes de interleucinas o qual a IL-1A e IL-1B estdo em
posicao central na rede de interacéo.
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Legenda: IL — Interleucina; CXCL - Ligante de quimiocina; CSF — Fator de estimulacdo de crescimento; Linhas douradas —
Nivel de co-expressao génica indicando a semelhanca no nivel de expressao caso dois genes estejam ligados; Linhas roxas —
Nivel de interacdo proteica em que dois produtos génicos estdo vinculados; Linhas azul claro — Conexdo entre genes que

participam da mesma rea¢do num mecanismo bioldgico;

Linhas laranjas — Semelhanga da acdo dos genes em outros

organismos observada por meio de ortologia; Linhas azul escuro — Conecao entre genes expressos no mesmo tecido ou érgéo.
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Nossos resultados incluem oito metanalises em diversos grupos étnicos sobre a
associacao entre polimorfismos nas IL-1A, 1B, 1RN, 4, 6, 8, 17A e 18 e o risco de CP.
Outras importantes metanalises estédo disponiveis na literatura, porém seus resultados
nao apresentaram-se significativos (NI et al., 2017; Zhang et al., 2018) e ndo puderam
ser inclusos nessa avaliagdo. Nosso estudo objetiva medir a real significancia dos
resultados das metandlises anteriormente citadas. De todos os célculos inclusos,
apenas os resultados das metanalises sobre a IL-1A e 1B mostraram-se “dignos de
nota”.

A IL-1A é uma interleucina relevante envolvida na resposta imune que €
constitutivamente expressa em diversas células em condi¢des fisioldgicas dentro dos
tecidos, o qual sua expressdo aumenta na resposta a estimulos inflamatorios (DI
PAOLO; SHAYAKHMETOV, 2016). Esta citocina promove aumento de receptores de
adesédo celular e liberacdo de outras citocinas que resulta na amplificacdo do
recrutamento de neutrofilos e resisténcia a infeccdo (GARLANDA et al., 2013).

Os niveis de IL-1A foram influenciados por variacdes genéticas especificas em
carcinoma nasofaringeo em que o polimorfismo rs3783553 promoveu baixos niveis
desta citocina em pacientes portadores do gendtipo homozigoto positivo para o
polimorfismo (YANG et al.,, 2011). Da mesma forma, o polimorfismo rs1800587
também interferiu na transcricdo génica que esteve aumentada na presenca do alelo
T, mas os resultados nao foram significativos (BRAOSI et al., 2012).

Na periodontite, os estudos genéticos objetivam demonstrar a relacdo entre o
polimorfismo rs1800587 e a doencga por meio de estudos caso/controle (ARMIGOHAR
et al., 2014; BOUKORTT et al., 2015) ou metanalises (MAO et al., 2013; SILVA et al.,
2017). No presente estudo de todas as comparacdes realizadas por Mao et al., (2013),
apenas alguns da andlise geral foram estatisticamente significativos e mostraram-se
“‘dignos de nota” (Tabela 1). Na metandlise realizada por estes autores, outras
comparacoes baseadas em etnia foram calculadas. Contudo, ndo houve significancia
estatistica e portanto ndo puderam ser submetidas a abordagem Bayesiana.

Como apresentado na tabela 1, bem como nas figuras 2 e 3, os resultados sobre
o polimorfismo rs1800587 mostrou-se fidedigno com a IL-1A tendo papel central no

processo inflamatorio, respectivamente. Este polimorfismo é classificado como uma
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mudanca de nucleotideo Unico com a alteragédo pontual na posicéo -889 (C/T) do gene.
O alelo selvagem teve consideravel Minor Allele Frequency (MAF) na populacao global
(0,7214). Embora tal frequéncia elevada, o alelo mutado que foi responséavel pelo
aumento nos niveis de IL-1A no fluido gengival dos pacientes com periodontite
(SHIRODARIA et al., 2000).

Figura 3. Rede proteina-proteina envolvendo interleucinas com genes apresentando valores fidedignos
de associa¢cdo com a periodontite.
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Esta citocina esta ligada as funcdes biologicas da IL-1B, outra importante
molécula imune da familia IL-1 que se liga ao mesmo receptor da IL-1A mas atua por
mecanismo fisiopatologico distinto (GARLANDA et al., 2013). Um estudo anterior
demonstrou que uma rara combinacdo alélica dentro do cluster génico IL1,

envolvendo o polimorfismo rs1800587 na IL-1A promoveu significativo aumento nos
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niveis plasméticos de IL-1B em pacientes duplamente positivos para o alelo mutado
nesta variante genética (HULKKONEN et al., 2000).

Nossos resultados trazem dados de uma metanalise que avaliou o polimorfismo
rs1143634 no gene da IL-1B e CP (SILVA et al., 2018). Os autores realizaram calculos
de 54 estudos caso/controle em diversos grupos étnicos que foram submetidos a
comparacdes na metanalise. A andlise geral, no grupo Caucasiano e na etnia Asiatica
foram as comparacdes que se mostraram fidedignas, exceto para a populacéo
Miscigenada (tabela 1).

A etnia é um fator preponderante que influencia a distribuicdo de polimorfismos
em genes de IL (HOFFMANN et al., 2002). De fato, existem expressivas diferencas
na MAF do polimorfismo rs1143634 em diferentes populacdes. Em populacdo
Caucasiana da Inglaterra, o alelo T teve valor de MAF de 0,3132 enquanto que em
Asiaticos de Toquio o valor de MAF deste alelo foi de 0,0625. Essa baixa frequéncia
do alelo T em japoneses foi demonstrada anteriormente em que o valor de MAF do
alelo T no polimorfismo rs1143634 foi de 0,044 (YOSHIMURA et al., 2003).

Esta variacdo de frequéncia alélica na populacdo asiatica reflete o que é
observado em estudos genéticos sobre o polimorfismo rs1143634 e o risco de
periodontite. Kobayashi et al., (2007) avaliaram 100 pacientes com periodontite e 100
controles e encontrou a porcentagem de 3% para o alelo T em ambos 0s grupos.
Nenhum paciente portando o genotipo homozigoto para este alelo foi identificado e o
polimorfismo, neste estudo, ndo foi associado a doenca (P>0,05).

Na populagdo Miscigenada, foi observada uma maior frequéncia do alelo T que
na populacdo Asiatica (ISAZA-GUZMAN et al., 2016). Contudo, uma associacio nio
significativa entre este alelo e o risco de periodontite foi encontrado (P>0,05). A
significAncia estatistica so foi identificada quando estes dados foram agrupados por
calculos metanaliticos e atestados por meio de abordagens Bayesianas (Tabela 1).

A metanalise sobre o polimorfismos IL-1RN/rs2234663, IL-4/rs2243250, IL-
6/rs1800796, IL-6rs1800795, IL-17A/rs2275913 e 1L-18/rs1946518/rs187238 n&o
mostraram evidéncias de serem fidedignos. Este fato ndo indica a auséncia da

influéncia destes polimorfismos no risco de periodontite.
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A IL-1RN é um receptor celular comum para as IL-1A e 1B (GARLANDA et al.,
2013). O polimorfismo rs2234663 € uma variavel repeticdo em tandem (VNTR) de 86
pares de bases que geram um curto alelo composto por duas repeticdes (VNTR*2) e
um longo alelo com trés a seis repeticdes (VNTR*1) (DING et al., 2012). E interessante
notar que o genotipo homozigoto para o alelo VNTR*2 foi associado a significativos
menores niveis de IL-1B em sobrenadantes de culturas celulares (P=0,003) e portanto
o possivel papel deste polimorfismo no desenvolvimento de periodontite (DING et al.,
2012).

Até o presente momento, esta revisao sistematica com abordagem Bayesiana é
a primeira a avaliar a possivel taxa de falsos achados em metanalises sobre
polimorfismos em diversas IL’s e o risco de CP. Nossos dados sdo acurados pelos
robustos métodos estatisticos ja usados em estudos anteriores com outras condicfes
inflamatérias (JENGO et al.,, 2018). Contudo, importantes limitacbes devem ser
notadas e discutidas, Primeiramente, as metanalises mostraram falhas que foram bem
relatadas pelos proprios autores tais como numero limitados de estudos inclusos e a
auséncia de uma completa avaliacdo étnica. Esses fatores também interferem nos
nossos resultados. Como explicado anteriormente no texto, a Etnia afeta a frequéncia
de genes de citocinas e portanto, podem introduzir viés nos resultados. Se a etnia ndo
for bem descrita, os dados ndo poderdo ser avaliados com base em grupos étnicos.
Segundo, a periodontite € uma doenca multifatorial em que ndo apenas o perfil
genético é determinante para o risco da doenca. As metanalises inclusas nos nossos
resultados falharam em trazer outras comparacfes sobre idade, habito de fumar e
outras condicbes comportamentais dos participantes envolvidos nas avaliacdes.
Terceiro, a periodontite foi modificada em sua classificacdo clinica em que um novo
modelo para a doenca foi proposto dissolvendo as classificacdes anteriores de CP e
AgP (CATON et al., 2018), futuros estudos devem focar nessa nova classificacao para
possiveis futuras metanalises.

Em concluséao, identificamos que os polimorfismos rs1800587 no gene da IL-1A
e rs1143634 no gene da IL-1B apresentaram valores dignos de nota para a
susceptibilidade de CP. Esperamos que esses dados possam ser usados em estudos

genéticos em periodontia e auxiliarem futuros programas de triagem.
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6 CAPITULO V
6.1 Consideracgdes finais

Dentro das limitacbes observadas, os estudos de metanalises detectaram a
associacao néo significativa entre o polimorfismo -330 T/G no gene IL2 e o risco de
periodontite cronica, bem como na analise estratificada. Em contrapartida, o
polimorfismo rs1333048 no gene ANRIL foi significantemente associado ao risco de
desenvolvimento de periodontite na analise geral sem interferéncia de
heterogeneidade estatistica. Nenhum viés de publicacdo foi detectado nas
metandlises comprovando a acuracia dos resultados. Em complemento, a abordagem
Bayesiana detectou a ndo notoriedade dos polimorfismos IL-1RN/rs2234663, IL-
4/rs2243250, IL-6/rs1800796/rs1800795, IL-17A/rs2275913 e IL-
18/rs1946518/rs187238 na periodontite em que apenas o0s polimorfismos IL
1A/rs1800587, 1B/rs1143634 foram “dignos de nota”.

6.2 Perspectivas futuras

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 determinacéo 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 limitacdes observadas e denotadas pelos

autores nas metandlises calculadas e coletadas na literatura.
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Resumo

Objetivo: Este estudo objetivou realizar uma metanalise para verificar se 0s
polimorfismos rs1800450 e 1800451 no gene Mannose Binding Lectin-2 foram
associados ao risco de periodontite.

Materiais e métodos: Uma busca na literatura foi realizada para estudos publicados
anteriormente a 10 de Dezembro de 2019 em diversas bases de dados. Os célculos
de Odds Ratio (OR) com 95% de intervalo de confianga (IC) e heterogeneidade (I?)
foram medidos e o viés de publicagéo feito pelos testes de Begg e Egger, O valor de
P<0,05 foi considerado como significativo para todos os calculos.

Resultados: Oito artigos sobre os polimorfismos ja citados, periodontite crbnica e
discretas variagdes no diagndstico compuseram os resultados em que associacoes

nao significativas foram encontrada em todas as comparacfes. Nem o alelo mutado
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no polimorfismo rs1800450 nem o alelo mutado no polimorfismo rs1800451 foi
associado a periodontite (OR=1,11, 1C:0,90-1,38, P=0,33; OR=1,01, IC: 0,75-1,35,
P=0,96, respectivamente) sem interferéncia de 2 (0%, P=0,75 e 0%, P=0,65,
respectivamente). A analise estratificada foi composta por Etnia em Caucasianos e
populacdo Miscigenada e métodos de genotipagem.

Conclusbes: Esta metanalise mostrou a ndo associacdo significativa entre os

polimorfismos no gene Mannose Binding Lectin-2 e periodontite.

Palavras-chave: Variacdo genética, proteina de ligacdo a manana; doenca

periodontal, sistema imune.

Introducéao

A periodontite € doenca imune-inflamatoria de elevada prevaléncia afetando os
tecidos de suporte ao redor dos dentes que comeca com a formacdo de bolsas
periodontais no periodonto (BOSSHARDT, 2018; KONONEN; GURSQY; GURSOY,
2019). A doenca afetou 1,7% de populacdes jovens (atingindo 0,66% na Argentina a
5,9% em Israel) (CATUNDA et al., 2019), teve indice de 42,3% de prevaléncia em uma
populacdo do Sul da india (BALAJI et al., 2018) com prevaléncia similar (42%) em
adultos dos Estados Unidos (EKE et al., 2018). Contudo, a real epidemiologia da
periodontite permanece ainda nao esclarecida, especialmente devido aumentado viés
dos métodos usados no diagnostico clinico da doenca (NAZIR et al., 2017; ROMANO
et al., 2019).

A periodontite ocorre pela resposta imune contra um grupo especifico de
microrganismos classificados como periodontalpatégenos tendo a Prophyromonas
gingivalis, o Aggregatibacter actinomycetemcomitans e a Tannerela forsythia como as
principais espécies envolvidas na patogénese da periodontite (DEGASPERI et al.,
2018; GHOLIZADEH et al., 2017; LAURITANO et al., 2016). A resposta imune é
caracterizada pela liberacdo de mediadores inflamatorios tais como o fator de necrose
tumoral (TNF-a) ou interleucinas (IL)-2, 4 e 6, tanto no fluido gengival (KOSHY et al.,
2019) quanto no sangue periférico (GAUDILLIERE et al., 2019).

Essa inflamacédo ndo causa alteragédo apenas nos sitios periodontais (WINNING;
LINDEN, 2017), mas também danos em 6rgéos sistémicos seja por mecanismos

diretos como a entrada de bactérias no sangue periférico seja por mecanismos indireta
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como a liberagdo de mediadores inflamatérios do hospedeiro na corrente sanguinea
(WINNING; LINDEN, 2015). Diversos estudos na literatura apresentam a associacao
entre diabetes (CHOU et al., 2015), obesidade (VIRTO et al., 2018), arterosclerose
(CHISTIAKOV; OREKHOV; BOBRYSHEV, 2016) e alteracdo no figado
(VASCONCELOS et al., 2017) e periodontite.

Dentro da resposta imune inata que participa da inflamacéo inicial tem-se o
participante intitulado Mannose Binding Lectin (MBL), um receptor soltvel integrante
da familia das lectinas tipo-C (THAISS et al., 2016). MBL é produzido pelo figado,
liberado em condicdes de estresse e expresso pelo gene MBL-2 como um polipetideo
de 24 kD com uma sequéncia de 248 aminoacidos com uma regido N terminal rica em
cisteina, um dominio de colageno, curto um dominio a helicoidal e uma regido de
reconhecimento de carboidrato (AURITI et al., 2017). O MBL é responséavel pela
opsonizacao de microrganismos e ativacdo do sistema complemento pelo complexo
formado com serino-proteases associadas ao MBL que ativa a proteina C4 com
subsequente ligacéo das fracdes C4b e C2a e formacgao de C4b2a que culmina com
a via classica do complemento (DOBO et al., 2016).

Alteracbes nos niveis de MBL estdo associados com diversas condicdes
inflamatorias e infeccfes (CIESLINKSI et al., 2017; SCORZA et al., 2015; XUE et al.,
2016) em que variacBes genéticas no MBL-2 interferem diretamente no MBL com
potencial predisposicdo a doencas inflamatérias (ALBUQUERQUE et al., 2018;
RUSEVA et al., 2009). Diversas variantes genéticas ocorrem no gene MBL-2, contudo,
dois polimorfismos sdo mais relatados com periodontite e outras doencas, 0S
polimorfismos rs1800450 e rs1800451 (MOGHADAM et al., 2018; NEDOVIC et al,
2014). Variacdes genéticas no MBL-2 influenciam a estrutura proteica do MBL e
consequentemente seu papel (KALIA et al., 2016).

Na literatura, os resultados de associagéo entre os polimorfismos citados e
periodontite permanecem controversos. Devido ndo haver nenhum estudo que
agregue essas informagodes, este estudo objetiva realizar uma metanalise sobre os
resultados acerca dos polimorfismos rs1800450 e 1800451 e a susceptibilidade a

periodontite.

Materiais e Métodos
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O protocolo PRISMA (MOHER et al., 2009) foi usado durante o delineamento
deste estudo. Esta metandlise esta registrada no PROSPERO database sob o
seguinte numero de identificacdo: CRD42018116487.

Critérios de incluséo

Para serem inclusos nesta metandlise os estudos devem ter respeitado 0s
seguintes critérios: (1) serem estudos do tipo caso/control ou de replicacdo genética;
(2) os pacientes caso terem recebido diagnostico de periodontite por rigorosa
avaliacdo clinica respeitando critérios estabelecidos (EKE et al., 2012), (3) o grupo
controle ter apresentado periodonto saudavel, (4) as frequéncias genotipicas terem
sido completamente documentadas, (5) os estudos terem sido realizados em
humanos, (6) os participantes inclusos (casos e controles) ndo terem apresentado
doencas cardiovasculares, doencas autoimunes ou gravidez. Entretanto, alguns
estudos apresentaram pacientes com diabetes e devido a importancia em se obter um
maior numero de artigos inclusos, estes estudos foram considerados. Os autores
entendem a possibilidade do potencial viés com a inclusao de estudos com pacientes
portadores de doencas sistémicas. Portanto, este tipo de estudo foi submetido a uma
rigorosa andlise sensitiva para deteccao de potencial viés. Como uma metanalise,

este estudo n&o requere aprovacao por Comité de Etica.

Estratégia de busca

A busca na literatura foi realizada por dois investigadores nas bases de dados
Google Scholar, Medline, Pubmed, WAFANG e Web of Science. A busca na literatura
foi realizada para estudos publicados anteriormente a 10 de dezembro de 2019. A
seguinte combinacdo de descritores foi usada: “periodontitis ou periodontal disease
ou chronic periodontitis ou aggressive periodontitis” e “polymorphism ou genetic
variation” e “MBL2 ou Mannose-Binding Lectin gene” e “rs1800450 polymorphism ou
rs1800451 polymorphism”. Nenhuma restricdo de linguagem foi aplicada na busca o
gual as referéncias dos estudos inclusos foram avaliadas para coleta de algum estudo

adicional.

Processo de coleta dos dados
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Trés investigadores (FRPS, ALABL e JGG) coletaram os dados seguindo um
formulario padronizado que compds a tabela de caracteristicas dos estudos

apresentada nos resultados.

Determinacgao da qualidade dos estudos individuais

Para verificar a qualidade metodoldgica dos estudos, a escala proposta por Nibali
(2013) que eleva a qualidade de metanalises no campo dos estudos genéticos em
periodontia foi usada em que estudos que receberam menos de 10 pontos nesta

escala binaria foram excluidos.

Analise estatistica

O software estatistico Review Manager versdo 5.3 (RevMan, Nordic Cochrane
Center, The Cochrane Collaboration, 2012) para revisfes sistematicas e metanalises
foi usado nos célculos. O viés de publicacdo foi avaliado pelo software estatistico
Comprehensive Meta-analysis verséo 3.3.070 (2014), disponivel para treino.

A presenca ou auséncia de heterogeneidade (12), foi calculada pelo teste do
qui-quadrado baseado no teste estatistico Q e analisada pelo grafico de Funnel-plot
para heterogeneidade. Quando o valor observado de 12 ndo foi estatisticamente
significativo (12<50%, P>0,05), os autores usaram o modelo de efeitos fixos para
calculo do Odds Ratio (OR) agrupado. Quando |2 apresentou significancia estatistica
(12>50%, P<0,05), o modelo de efeitos aleatorios foi usado para o calculo de OR. O
valor de P<0,05 foi considerado significativo. Para determinar a exata influéncia da
variagdo genética nos célculos da metanalise, seis modelos genéticos foram
calculados tomando como base “M” como alelo mutado e “m” como alelo selvagem.
Assim, obtiveram-se comparacdes alélicas: (I) M versus m, (Il) m versus M;
comparacdes genotipicas: (I1I) MM versus mm, (IV) mm versus MM; E a combinacao
entre as variagdes genotipicas: (V) MM versus mm + Mm e (VI) Mm versus mm + MM.
O teste de Begg e o teste de regressao linear de Egger (com valor de P<0,05) foram
as andlises estatisticas usadas para determinar potencial viés de publicagdo na
metandlise, a assimetria no grafico de Funnel-plot para viés de publicagdo também foi
considerado. Em complemento, os autores realizaram uma analise sensitiva para

avaliar a robustez dos resultados agrupados. Houve a omissdo de cada estudo



103

inclusos por vez para detectar efeitos individuais nas analises gerais. Todos os dados
inclusos foram dados dicotdmicos expressos por meio de OR com 95% de intervalo
de confianca (Cl) para determinar a possivel associagcao entre as variantes genéticas

anteriormente mencionadas e a periodontite.

Resultados
Caracteristicas dos estudos inclusos

A busca inicial trouxe o total de 92 artigos nas bases de dados usadas. Apés as
etapas de revisdo e avaliacdo dos potenciais estudos, 57 artigos foram excluidos e
oito permaneceram na sintese qualitativa como mostrado na figura 1. As analises
envolveram 1.489 participantes para os polimorfismos no gene MBL-2, mais detalhes

estdo disponiveis na tabela 1.

Figura 1. Fluxograma de sele¢éo dos estudos inclusos nesta metanélise
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Fonte: Proprio autor
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Os artigos foram publicados no periodo de 2008 a 2018 em diversos grupos
étnicos totalizando sete artigos com 12 estudos sobre o polimorfismo rs1800450 no
gene MBL-2 (ARAUJO et al., 2009; 2011; IMAMURA et al., 2011; LIUKKONEN et al.,
2017; OZCAKA et al., 2010; TSUTSUMI et al., 2009) e seis artigos com 10 estudos
sobre o polimorfismo rs1800451 também no gene MBL-2 (ARAUJO et al., 2009; 2011;
IMAMURA et al., 2011; LOUROPOULOU et al., 2008; MOGHADAM et al., 2018). Os
estudos foram realizados em Caucasianos de diferentes paises (LIUKKONEN et al.,
2017; LOUROPOULOU et al., 2008; MOGHADAM et al., 2018; OZCAKA et al., 2010),
Asiaticos do Japao (IMAMURA et al., 2011; TSUTSUMI et al., 2009) e populacéo
Miscigenada do Brasil (ARAUJO et al., 2009; 2011).

A periodontite foi diagnosticada nos estudos como CP (MOGHADAM et al., 2018;
OZCAKA et al., 2010), CP leve/moderada (TSUTSUMI et al., 2009), CP severa
(TSUTSUMI et al., 2009), periodontite moderada (IMAMURA et al., 2011), periodontite
severa (IMAMURA et al., 2011), periodontite generalizada (LIUKKONEN et al., 2017)
e periodontite localizada (LIUKKONEN et al., 2017).

Tabela 1 — Caracteristicas dos estudos inclusos nesta recente metanalise

. P N
. B Modelo de Diagnéstico Idade (anos)
Autor e Ano Etnia/Pais estudo (Subtipos clinicos) Subgrupo de estudo a(n(;g/sé(r)e)ll (CelCo)
Araujo (2009) Miscigenada/Brasil ~ Caso/Controle P - 30/20 52,78 (35-75)
Araujo (2011) Miscigenada/Brasil ~ Caso/Controle P - 61/39 54,1+9,54
Sindrome de Down 16/12 42,9+13,5/19,3+11,0
P moderada . + +
Imamura (2011) Asiaticos/Japao Caso/Controle Sem sindrome de Down 16/10 43,047,1/19.2+1,0
P severa Sindrome de Down 4/12 42,8+16,7/19,3+11,0
v Sem sindrome de Down 2/10 52,0+7,1/19,2+1,0
. . A P generalizada - 80/77 40-60
Liukkonen (2016)  Caucasianos/Finlandia Caso/Controle P localizada 65/77 40-60
Louropoulou Caucasianos/Holanda Caso/Controle P - 43,6+10,1/40,7+12,6
(2008) 92/70
Moghadam (2018) Caucasianos/Ira Caso/Controle CP - 40/50 35+10,7/31+4,5
Ozcaka (2010) Caucasianos/Turquia  Caso/Controle CP 83/89 48+8,5/46,64+8,35
Tsutsumi (2009) Asiaticos/Japao Caso/Controle  CP leve/moderada - 47/63 49,8+1,6/27,0+0,5
CP severa - 51/63 46,9+1,5/27,0+0,5
Parametros clinicos (Cc/Co) . " EHW .
Autor e Ano Profundidade de Perda de isercéo indice de placa (%) Po;\rlr;tl)iggsonzsc;(s) (P- Grupo g:;‘:idg deem agisccingI
sondagem (mm) clinica (mm) avaliado) 9 pag
Araujo (2009) ND ND 54,04+31,64/ND rs1800450/rs1800451 SIM* RT-PCR 12
Araujo (2011) ND ND 63,83+29,33/ND rs1800450/rs1800451 SIM* RT-PCR 12
Imamura (2011) ND ND ND rs1800450/rs1800451 ND PCR-RFLP 13
Liukkonen (2016) ND ND ND rs1800450/rs1800451 ND PCR 14
ND
Louropoulou ND ND ND SIM TagMan 16
(2008) rs1800450/rs1800451 (P>0,05 - Co)
Moghadam (2018) 2,9+0,8/NA 3,2+0,5/ND 68,8+22,7/<15 11800451 ND Tetrg—CARI,?MS 14
Ozgaka (2010) 3,89+0,81/1,43+0,3 5,12+1,33/0,26+0,34 82,03+22,02/12,85+9,33 SIM PCR-RFLP 18
rs1800450 -
(P=0,94 — Co)
Tsutsumi (2009) 1,820,1/<3,0 3,240,1/<3 ND rs1800450 ND PCR-RFLP 14

4,2+0,1/<3 5,0+1,4/<3 ND
Legenda: Cc-Grupo caso, Co-Grupo controle, mm-milimetros, EWH-Equilibrio de Hardy-Weinberg,

Miscigenada—Americanos e outras etnias, ND—N&o disponivel, *-N&o informado, P-Periodontite; CP—
Periodontite crénica.
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Em complemento, dois artigos incluiram participantes com diabetes mellitus tipo
2 (DM2) (ARAUJO et al., 2009; 2011) e um artigo estratificou seus pacientes em
saudaveis e pacientes com Sindrome de Down (IMAMURA et al., 2011). Detalhes

complementares sobre os estudos inclusos também sdo mostrados na tabela 1.

Resultados da metanalise

Associacdes nao significativas foram encontras nas analises sobre os
polimorfismos no gene MBL-2 e o risco de periodontite para qualquer avaliacéo alélica
ou genotipica (Figura 2). Como mostrado nas tabelas 2 e 3, por meio dos valores de
OR, nem o polimorfismo rs1800450 nem o polimorfismo rs1800451 foi
significativamente associado com o risco de periodontite na analise geral bem como
nas analises de subgrupos (P>0,05). Por exemplo, ndo houve associacao significativa
entre o alelo mutado no polimorfismo rs1800450 com a periodontite (OR=1,11, IC:
0,90-1,38, P=0,33) nem entre o alelo mutado no polimorfismo rs1800451 (OR=1,01,
IC: 0,75-1,35, P=0,96).

Os dados sobre 12 mostraram um valor ndo significativo nesses calculos (12=0%,
P=0,75 e 12=0%, P=0,65, respectivamente). Um estudo (TSUTSUMI et al., 2009) ficou
fora do grafico de Funnel-plot para o polimorfismo rs1800450 mas nenhum para o
polimorfismo rs1800451 (Figura 3). Devido a nao interferéncia de 12, 0o modelo de efeito
fixo foi usado em todos os calculos. As analises de subgrupo foram realizadas com
base no diagnéstico da periodontite, etnia e método de genotipagem para o
polimorfismo rs1800450 e na etnia para o polimorfismo rs1800451.

Para este ultimo polimorfismo, as andlises de subgrupos para diferentes formas
de periodontite ndo puderam ser realizadas devido o limitado nimero de estudos

inclusos.

Anélise sensitiva e viés de publicacao

A andlise sensitiva e a analise acumulativa foram realizadas e demonstraram
gue nenhum estudo individual pode interferir no valor de OR provando a acuracia
destes resultados (Figura 4 e Figura 5). A anélise do grafico de Funnel-plot para viés
de publicagéo néo revelou qualquer assimetria para ambos os polimorfismos (Figura
6).
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Figura 2. Metandlise de comparacé@o entre os polimorfismos rs1800450 e 1800451 e o risco de
periodontite entre (A) o alelo mutado versus o alelo selvagem no polimorfismo rs1800450 e (B) o alelo
selvagem versus o mutado neste polimorfismo; e entre (C) o alelo mutado versus o alelo selvagem no
polimorfismo rs1800451 e (D) o alelo selvagem versus o mutado neste polimorfismo

A Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Araujo 2009 13 60 1" 40 6.7% 0.73[0.29,1.84] —
Araujo 2011 33 122 21 78 121%  1.01(0.53,1.91] —
Imamura 2011 (1) 3 32 2 20 1.4% 0.93[0.14,6.12) ]
Imamura 2011 (2) 1 4 2 20 0.3% 3.00([0.20, 44.36]

Imamura 2011 (3) 4 32 3 24 19% 1.00(0.20,4.95) _—

Imamura 2011 (4) 1 8 3 24 08% 1.00[0.09,11.24] —

Liukkonen 2016 (1) 32 160 27 154 142%  1.18(0.67,2.08] =

Liukkonen 2016 (2) 18 130 27 154 138%  0.76[0.40,1.45) —r

Louropoulou 2008 26 184 18 136 115%  1.08[0.57,2.06] i

Ozgaka 2010 44 200 39 200 197% 1.16(0.72,1.89] -

Tsutsumi 2009 (1) 14 94 20 126 94%  0.93([0.44,1.95 —

Tsutsumi 2008 (2) 30 102 20 126 82%  2.21[1.16,4.19] ——

Total (95% CI) 1128 1102 100.0%  1.11[0.90, 1.38] *

Total events 218 193

Heterogeneity. Chi*= 7.55, df= 11 (P = 0.75), F= 0% k t t J
Test for overall effect Z= 0.96 (P = 0.33) 0.01 Mgrl Bkt T ca1sg 100

B Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Araujo 2009 47 60 29 40 44% 1.37 [0.54, 3.46] e
Araujo 2011 89 122 57 78 10.9% 0.99[0.52,1.88] . 5
Imamura 2011 (1) 29 32 18 20 1.2%  1.07[0.16,7.06]

Imamura 2011 (2) 3 4 18 20 09% 033(0.02,4.93

Imamura 2011 (3) 28 32 2 24 17%  1.00(0.20,4.95] e
Imamura 2011 (4) 7 8 21 24 0.8% 1.00[0.09,11.24]

Liukkonen 2016 (1) 128 160 127 154 150%  0.85(0.48,1.50] ——
Liukkonen 2016 (2) 112 130 127 154 93%  1.32[0.69,2.53] .
Louropoulou 2008 158 184 118 136 11.1%  0.93[0.49,1.77] ——
Ozgaka 2010 156 200 161 200 20.6% 0.86 [0.53,1.39] =
Tsutsumi 2009 (1) 80 94 106 126 7.8%  1.08(0.51,2.26] = -
Tsutsumi 2008 (2) 72 102 106 126 16.2% 0.45[0.24, 0.86] e

Total (95% CI) 1128 1102 100.0%  0.90[0.72, 1.12] &

Total events 909 909

Heterogeneity: Chi*= 7.55, df=11 (P=0.75), F=0% 01 01 10 100

Test for overall effect: Z=0.96 (P = 0.33) More in control More in case

C Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Araujo 2009 13 60 1 40 11.9% 0.73[0.29,1.84] —
Araujo 2011 33 122 21 78 21.4% 1.01[0.53,1.91] . T
Imamura 2011 (1) 0 32 0 20 Not estimahle
Imamura 2011 (2) 0 4 0 20 Not estimable
Imamura 2011 (3) 0 32 0 24 Not estimable
Imamura 2011 (4) 1] 8 0 24 Not estimable
Liukkonen 2016 (1) 32 160 27 154 252%  1.18(0.67,62.08] o
Liukkonen 2016 (2) 18 130 27 154 244%  0.76(0.40,1.45) ——
Louropoulou 2008 1 184 2 138 26%  0.37(0.03,4.14] —_—
Moghadam 2018 2 80 19 98 144%  1.48(0.73,3.00] T
Total (95% CI) 812 750 100.0% 1.01[0.75, 1.35] k3
Total events 118 107
Heterogeneity: Chi*= 3.30, df= 5 (P = 0.65); F= 0% I t t J
Test for overall effect: Z=0.05 (P = 0.96) 904 Moo}l incontrol More in ca1sg 190

D Experimental Control Odds Ratio Odds Ratio
Study or Subgroup  Events  Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Araujo 2009 47 60 29 40 B86% 1.37 [0.54, 3.46] s
Araujo 2011 89 122 57 78 21.4%  0.99(052,1.88] ——
Imamura 2011 (1) 32 32 20 20 Not estimable
Imamura 2011 (2) 4 4 20 20 Not estimable
Imamura 2011 (3) 32 32 24 24 Not estimable
Imamura 2011 (4) 8 8 24 24 Not estimable
Liukkonen 2016 (1) 128 160 127 154 29.5% 0.85[0.48,1.50] —.—
Liukkonen 2016 (2) 112 130 127 154 183% 1.32[0.69, 2.53] -
Louropoulou 2008 183 184 136 138 1.0% 2.69(0.24,29.98] —
Moghadam 2018 59 80 79 98 21.2% 0.68[0.33,1.37] =T
Total (95% CI) 812 750 100.0%  0.99[0.74, 1.34] 3
Total events 694 643
Heterogeneity: Chi*= 3.30, df= 5 (P = 0.65); F= 0% 001 01 10 100

Testfor overall effect Z= 0.05 (P = 0.96) Favours [experimental] Favours [control]

Fonte: Proprio autor
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Tabela 2. Caélculos da metanalise sobre o polimorfismo rs1800450 e o risco de periodontite

(comparacdes alélicas e genotipicas; andlises de subgrupo).

Comparacéo OR (95% IC) P 12 Pheterogeneidade Modelo estatistico
(n) (Teste 2) usado
Geral (n = 12)
M versus m 1,11 (0,90-1,38) 0,33 0 0,75 F
m versus M 0,90 (0,72-1,12) 0,33 0 0,75 F
MM versus mm 1,87 (0,83-4,21) 0,13 0 0,78 F
mm versus MM 0,53 (0,24-1,20) 0,13 0 0,78 F
MM versus Mm/mm 1,82 (0,81-4,09) 0,15 0 0,86 F
Mm versus MM/mm 1,03 (0,79-1,33) 0,84 0 0,83 F
P moderada (n = 2)
M versus m 1,31 (0,27-6,30) 0,74 0 0,48 F
m versus M 0,76 (0,16-3,67) 0,74 0 0,48 F
MM versus mm NE - - - -
mm versus MM NE - - - -
MM versus Mm/mm NE - - - -
Mm versus MM/mm 1,36 (0,25-7,35) 0,72 0 0,44 F
P severa (n = 2)
M versus m 1,00 (0,26-3,80) 1,00 0 1,00 F
m versus M 1,00 (0,26-3,80) 1,00 0 1,00 F
MM versus mm NE - - - -
mm versus MM NE - - - -
MM versus Mm/mm NE - - - -
Mm versus MM/mm 1,00 (0,24-4,23) 1,00 0 1,00 F
Caucasianos (n = 4)
M versus m 1,06 (0,79-1,40) 0,71 0 0,72 F
m versus M 0,95 (0,71-1,26) 0,71 0 0,72 F
MM versus mm 1,62 (0,63-4,20) 0,32 0 0,97 F
mm versus MM 0,62 (0,24-1,59) 0,32 0 0,97 F
MM versus Mm/mm 1,66 (0,65-4,28) 0,23 0 0,97 F
Mm versus MM/mm 0,94 (0,67-1,32) 0,73 0 0,43 F
Miscigenada (n = 2)
M versus m 0,91 (0,54-1,54) 0,72 0 0,58 F
m versus M 1,10 (0,65-1,86) 0,72 0 0,58 F
MM versus mm NE - - - -
mm versus MM NE - - - -
MM versus Mm/mm NE - - - -
Mm versus MM/mm 0,86 (0,45-1,65) 0,65 0 0,50 F
PCR-RFLP (n=7)
M versus m 1,31 (0,95-1,81) 0,10 0 0,64 F
m versus M 0,76 (0,55-1,05) 0,10 0 0,64 F
MM versus mm 2,55 (0,69-9,45) 0,16 0 0,38 F
mm versus MM 0,39 (0,11-1,45) 0,16 0 0,38 F
MM versus Mm/mm 2,24 (0,60-8,35) 0,23 0 0,46 F
Mm versus MM/mm 1,26 (0,87-1,84) 0,22 0 0,91 F

Este achado corrobora com os valores nao significativos dos testes de Begg e

Egger para o polimorfismo rs1800450 (P = 0,837 e P = 0,836, respectivamente) e

rs1800451 (P = 0,452 e P = 0,263, respectivamente).
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Tabela 3. Caélculos da metanalise sobre o polimorfismo rs1800451 e o risco de periodontite

(comparacdes alélicas e genotipicas; andlises de subgrupo).

Comparagéo OR (95% IC) P |2 Pheterogeneida Modelo
(n) (Teste Z) de estatistico
usado
Geral (n = 10)
M versus m 1.01(0,75-1,35) 0,96 0 0,65 F
m versus M 0,99 (0,74-1,34) 0,96 0 0,65 F
MM versus mm 1,98 (0,65-6,06) 0,23 0 0,92 F
mm versus MM 0,51 (0,16-1,55) 0,23 0 0,92 F
MM versus Mm/mm 2,02 (0,66-6,14) 0,22 0 0,98 F
Mm versus MM/mm 0,87 (0,60-1,24) 0,43 0 0,59 F
Caucasianos (n = 4)
M versus m 1,06 (0,74-1,51) 0,76 0 0,43 F
m versus M 0,95 (0,66-1,35) 0,76 0 0,43 F
MM versus mm 1,98 (0,65-6,06) 0,23 0 0,92 F
mm versus MM 0,51 (0,16-1,55) 0,23 0 0,92 F
MM versus Mm/mm 2,02 (0,66-6,14) 0,22 0 0,98 F
Mm versus MM/mm 0,87 (0,56-1,33) 0,52 9 0,35 F
Miscigenada (n = 2)
M versus m 0,91 (0,54-1,54) 0,72 0 0,58 F
m versus M 1,10 (0,65-1,86) 0,72 0 0,58 F
MM versus mm NE - - - -
mm versus MM NE - - - -
MM versus Mm/mm NE - - - -
Mm versus MM/mm 0,86 (0,45-1,65) 0,65 0 0,50 F

Discusséo

Ao melhor do nosso conhecimento, este € o primeiro estudo de metandlise realizado
para avaliar os polimorfismos rs1800450 e 1800451 no gene MBL-2 e o risco de
periodontite.

Uma metandlise anterior avaliou apenas o polimorfismo rs1800450 e foi
composta por trés estudos que trouxeram dados limitados sobre a possivel associacao
com o risco de CP (HAN et al., 2015) em que 0s autores nao encontraram associacao
significativa entre essa variacdo genética e o risco da doencga. O numero limitado de
estudos encontrados na literatura focando nos polimorfismos no gene MBL-2 e
periodontite traz dados incertos que promovem viés durante a interpretacdo destes
resultados.

A metanalise é uma ferramenta estatistica para pesquisas em genética pela
combinacdo de resultados divergentes disponiveis na literatura, permitindo a

identificacdo de associacdes verdadeiras pelo aumento do poder de associacdo e



109

assim resolvendo a possivel ocorréncia de falsos positivos ou falsos negativos nesses
tipos de estudos (LEE, 2015; TRIKALINOS et al., 2008).

Figura 3. Funnel-plot para heterogeneidade na comparagéo do alelo mutado versus o alelo selvagem
nos polimorfismos (A) rs1800450 e (B) rs1800451 e o risco de periodontite.
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Fonte: Proprio autor

Nossos dados corroboram com a metanalise de Han et al. (2015). Contudo,
trouxemos um aumento no total de estudos inclusos para ambos os polimorfismos
rs1800450 e 1800451 (n=12 e n=10, respectivamente). A associagdo nao significativa
observada nessa metanalise anterior foi reavaliada e confirmada por nosso estudo.

Além disso, importantes achados foram observados em nossos resultados como
a expansao dos resultados sobre outros diagnésticos de CP, o néo significativo valor

de 12, 0 modelo de efeito fixo usado em todas as comparac¢des calculadas, a auséncia
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de viés de publicacdo e a acurécia estatistica e metodoldgica evidenciada pela analise

sensitiva.

Figura 4. Andlise sensitiva para a metanalise de comparagéo alélica nos polimorfismos (A) rs1800450
e (B) rs1800451 e o risco de periodontite.

A Study name Statistics with study removed Odds ratio (95% CI)
with study removed

Lower Upper
Point limit  limit Z-Value p-Value

Aratjo 2009 0.877 0.700 1.097 -1.150 0.250
Aratjo 2011 0.887 0.703 1.119 -1.014 0.311
Imamura 2011 (1) 0.896 0.720 1.117 -0.975 0.329
Imamura 2011 (2) 0.904 0.727 1.126 -0.898 0.269
Imamura 2011 (3) 0.897 0.719 1.118 -0.969 0.332
Imamura 2011 (4) 0.898 0.721 1.118 -0.964 0.335
Liukkonen 2016 (2) 0.907 0.716 1.149 -0.807 0.420
Liukkonen 2016 (3) 0.855 0.678 1.078 -1.322 0.186
Louropoulou 2008 0.895 0.710 1.129 -0.937 0.349
Ozgaka 2010 0.909 0.712 1.161 -0.764 0.445
Tsutsumi 2009 (1) 0.883 0.703 1.110 -1.066 0.287
Tsutsumi 2009 (2) 0.983 0.780 1.241 -0.141 0.888

0.899 0.722 1.118 -0.960 0.337

0.01 0.1 1 10 100

Decreased risk Increased risk

B Study name Statistics with study removed Odds ratio (95% Cl)
with study removed

Lower Upper

Point limit limit Z-Value p-Value
Araujo 2009 0.955 0.697 1.308 -0.288 0.773
Araljo 2011 0.990 0.707 1.387 -0.056 0.956

Liukkonen 2016 (2) 1.051 0.740 1.491 0.276 0.782
Liukkonen 2016 (3) 0.917 0.656 1.283 -0.504 0.615
Louropoulou 2008 0.976 0.723 1.318 -0.159 0.874
Moghadam 2018 1.077 0.775 1496 0.442 0.659

0991 0736 1.335 -0.058 0.9%3

0.01 0.1 1 10 100
Decreased risk Increased risk

Fonte: Préprio autor

Acerca dos resultados encontrados na nossa metandlise, o polimorfismo
rs1800450 e rs1800451 representam a mutagédo no coédon 54 (Gli/Asp, ou alelo B) e
no cédon 57 (Gli/Glu ou alelo C) (SASTRY et al., 1989). Eles foram mais frequentes,
significativamente, em pacientes com baixos niveis de MBL sérico que pacientes com
os alelos selvagens (CROSDALE et al.,, 2000; LEE et al., 2005), especialmente
guando combinados na forma de haplétipos com outros polimorfismos no gene MBL-
2 (FIGUEIREDO et al., 2016).

Estes baixos niveis séricos de MBL também foram observados em relacédo a
variantes alélicas em pacientes com periodontite (LOUROPOULQOU et al., 2008) e
pode ser explicados pelos diversos elementos regulatérios presentes no gene MBL-2
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o qual alelos polimérficos interferem na formacdo da tripla hélice da subunidade
trimérica do MBL de estrutura normal diminuindo assim a estabilidade da molécula
(KALIA et al., 2016).

Figura 5. Andlise acumulativa para a metandlise de comparacdo alélica nos polimorfismos (A)
rs1800450 e (B) rs1800451 e o risco de periodontite.

A Study name Cumulative statistics Cumulative odds ratio (95% ClI)

Lower Upper
Point limit Ilimit Z-Value p-Value

Aratjo 2009 1.371 0543 3465 0668 0.504
Araijo 2011 1.103 0.651 1.867 0363 0.716
Imamura 2011 (1) 1.101 0.663 1.828 0370 0.711
Imamura 2011 (2) 1.056 0642 1739 0216 0829
Imamura 2011 (3) 1.051 0653 1692 0206 0937

1.049 0658 1674 0202 0.840
Lﬁir:;:nzg;:é‘g 0.964 0672 1383 -0.199 0.842
Litkkonen 2016 (2. 1039 0758 1424 0237 0812

1,016 0.766 1.349 0113 0.910
Louropoulou 2008 974 0762 1.243 -0.214 0.830
Ozgaka 2010 0.983 0.780 1.241 -0.141 0.888
Tsutsumi 2009 (1) 0.899 0.722 1.118 -0.960 0.337
Tsutsumi 2009 (2) 0.899 0.722 1.118 -0.960 0.337

0.01 0.1 1 10 100
Decreased risk Increased risk
B study name Cumulative statistics Cumulative odds ratio (95% Cl)
Lower Upper
Point limit limit 2Z-Value p-Value
Araujo 2009 1.371 0543 3465 0668 0.504
Aratjo 2011 1.103 0651 1.867 0.363 0.716
Liukkonen 2016 (2) 0.978 0.665 1.439 -0.114 0.909
Liukkonen 2016 (3) 1.058 0.760 1.475 0.335 0.737
Louropoulou 2008 1.077 0.775 1.496 0442 0.659
Moghadam 2018 0.991 0.736 1.335 -0.058 0.953
0.991 0736 1.335 -0.058 0.953
0.01 0.1 1 10 100
Decreased risk Increased risk

Fonte: Préprio autor

Ambos estes polimorfismos estdo frequentemente associados na forma de
haplétipos com outras variantes genéticas dentro do gene MBL-2 e geram promotores
de alta, intermediéria e baixa atividade (BOWMAN; ROEP; ROSS, 2006) que mostram

uma variagdo significativa e resultados contraditérios em relacdo com os niveis de
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MBL (CROSDALE et al., 2000; IP et al., 2004; OZKAN et al., 2012). Nos estudos
inclusos apenas dois realizaram a medida do MBL sérico para verificar a possivel
correlagdo com o gendtipo no MBL-2 (LOUROPOULOU et al., 2008; OZCAKA et al.,
2010) em gue € interessante notar que o genaotipo variante homozigoto ou o genotipo
heterozigoto foram associados aos baixos niveis de MBL (P<0,001). Contudo, a niveis
genéticos ndo foram observadas associagdes significativas entre estes polimorfismos
0 a periodontite na analise geral (Tabelas 1 e 2).

Considerada como uma proteina de fase aguda que promove ativacao pela via
das lectinas do complemento apés se ligar a grupos de agulcar dispostos na superficie
de microrganismos, o MBL pode reconhecer os periodontopatégenos. Patégenos
relatados com a periodontite tais como as espécies Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia sé&o
mostrados por terem polissacarideos ricos em manose em suas paredes celulares
(POLEPALLE et al., 2015), e como previamente sugerido, polimorfismos podem
influenciar na conformacao da proteina MBL e portanto interferir na sua acao (KALIA
et al.,, 2016). Uma explicacdo para este achado ndo estd exatamente ligado aos
aspectos genéticos do MBL-2 e sim na capacidade de evadir-se do sistema imune
inato que a espécie Aggregatibacter actinomycetemcomitans tem (OSCARSSON et
al., 2019) ou devido a eficiente degradacdo do MBL e outros componentes do
complemento promovidas pela espécie Tannerella forsythia ao liberar especificas
metaloproteinases (JUSKO et al., 2012).

Nesta metanadlise, dois estudos trouxeram dados sobre pacientes com DM2
(ARAUJO et al., 2009; 2011). E bem determinado que a periodontite e 0 DM2 tem uma
relacdo bidirecional em que o controle glicémico é a chave central para determinar o
aumento no risco de desenvolvimento de periodontite (PRESHAW et al., 2012). Por
sua vez, DM (tipo 1 ou tipo 2) promove elevado estado inflamatorio com aumento nos
niveis séricos de IL-6 e TNF- a cujos sé&o responsaveis pela aumentada inflamacéo
no periodonto (BASCONES-MARTINES; MUNOZ-CORCUERA; BASCONES-
ILUNDAIN, 2015). Estudos prévios mostraram a importancia em avaliar polimorfismos
no gene MBL-2, DM e condi¢des infeccionas em que seus achados sao Uteis para

entender o real impacto de variantes genéticas sobre o DM-2 na infeccdo por
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Helicobacter pylori (MORTAZAVI et al., 2017) ou na nefropatia diabética (ZHANG et
al., 2013).

Figura 6. Funnel-plot de viés de publicacdo na avaliagéo alélica nos polimorfismos (A) rs1800450 e (B)
rs1800451 e o risco de periodontite.
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Para uma completa avaliacdo sobre outros fatores que podem influenciar na
relacédo entre os polimorfismos rs1800450 e 1800451 no gene MBL-2 e periodontite,
uma analise estratificada com base nos grupos étnicos foi realizada. Os dados sobre
Caucasianos e populacdo Miscigenada para o polimorfismo rs1800450 e da
populacdo Miscigenada sobre o polimorfismo rs1800451 estdo de acordo com a
andlise geral em que nenhuma associacao significativa foi observada (Tabelas 2 e 3).
As associa¢fes ndo significativas podem representar a aumenta heterogeneidade no
perfil genético da populacdo Miscigenada do Brasil, o qual a populacdo em questao é
formada por um grupo de individuos caracterizados por elevado grau de mescla
genética (KEHDY et al., 2015).

Esta recente metanalise permitiu agregar os resultados disponiveis na literatura
sobre os polimorfismos no gene MBL-2 e periodontite com aumentado nivel de
evidéncia em que estudos metanaliticos anteriores focaram em diversos participantes
da resposta imune mas ndo o MBL-2 (AMIRISETTY et al., 2015; MATUELLA et al.,
2019; SILVA et al., 2017a; 2017b; SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2019; YU et al.,
2019). Contudo devemos denotar e discutir importantes limitacdes. Primeiramente, 0s
estudos sobre polimorfismos e formas clinicas da periodontite que ja estdo em desuso.
Caton et al. (2018) dissolveu as formas prévias da periodontite o qual CP e AgP ja nao
existem mais. Futuros estudos devem usar a atual classificacdo em seus desenhos
metodoldgicos. Segundo, o limitado nimero de estudos ndo permitiu que a completa
avaliacdo étnica para as andlises de subgrupos. E importante analisar a influéncia de
grupos étnicos para esclarecer as diferentes genéticas em diversas racas e o impacto
nos polimorfismos no gene MBL-2 e periodontite. Devido a limitada abordagem étnica
nos estudos inclusos, avaliagdes sobre as populagfes Africana e Asiatica ndo foram
possiveis. Terceiro, uma completa avaliacdo sobre fatores de ajustamento tais como
género, fumantes e nao fumantes, idade estratificada e dados sobre determinadas
condic¢des que influenciam a periodontite ndo foi possivel devido os dados limitados
nos estudos. Quarto, a associacao entre estes polimorfismos e a periodontite com
uma completa avaliacdo dos niveis de MBL ndo pbde ser realizada. Essa questao
poderia esclarecer a real influéncia das variantes genéticas no gene MBL-2 e 0 risco

da doenca.
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Em conclusdo, esta recente metanalise composta por oito artigos mostrou a
associacao nao significativa entre os polimorfismos rs1800450 e rs1800451 e o risco
de periodontite na avaliacdo geral e também nas analises de subgrupos (P>0,05).
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ABSTRACT

Aim: Helicobacter pylori (H. pylori) infection and periodontitis have considerable worldwide prevalence
once they both present systemic alterations with a possible association between them. Therefore, we have
performed this meta-analysis to assess the possible association between H. pylori infection and periodontitis.
Material and Methods: A systematic search in the literature was performed for studies published before
December 2, 2019 in diverse scientific and educational databases. The data was extracted by two
investigators and the statistical analysis was performed by Review Manager statistical program with
heterogeneity and Odds Ratio (OR) with 95% of Confidence Intervals (Cl) calculations as well as a sensitive
analysis to assess the accuracy of the results. The value of P<0.05 was considered as significant. In addition,
we performed the analysis of the quality of included studies as well as the evaluation for risk of bias.
Results: In overall analysis, H. pylori infection was associated with the risk of periodontitis development
(OR =1.72, Cl: 1.47, 2.02, P<0.00001) and the periodontitis was considered as a risk factor for H. pylori
infection (OR = 3.21, Cl: 2.31, 4.47, P<0.00001). Moreover, the evaluation of dental plaque from patients
with periodontitis reveled increased risk of H. pylori infection (OR = 3.46, CI: 2.39, 5.01, P<0.00001).
Conclusions: This current systematic review and meta-analysis composed by 12 studies in 7,059
participants showed that H. pylori infection increased significantly the risk of the development of
periodontitis and the periodontitis may be a risk for this bacterial infection.
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Introduction

Helicobacter pylori (H. pylori) are gram-negative, spiral-shaped and
microaerophilic microorganisms that colonize the human gastric- intestinal tract,
specifically the stomach [1]. This bacteria species is commonly transmitted by oral-
fecal way within family since early childhood with possibly persistence for decades in
the gastric mucosa despite the host immune response [2]. This microorganism is
already associated with several gastric disorders from gastritis to gastric cancer [3, 4].
In the medical clinic scenario, several types of diagnostic methods are available to
detect H. pylori infection, such as: histological evaluation, Rapid Urease Test (RUT),
molecular technics, serological kits and culture [5-7].

H. pylori infection also was associated with several others extra gastric conditions
[8]. Studies available in literature report the relationship among H. pylori infection and
heart failure hepatic insulin resistance pregnancy-related disorders and oral diseases
[9-12]. Results from a meta-analysis showed a significant association between
halitosis and H. pylori present in stomach with an Odds Ratio value of 4.03 [13].

In the field of oral diseases, there is the periodontitis, characterized as an
immune-inflammatory disease as response to the presence of microorganisms in
periodontal sites [14]. The pathogenesis of periodontitis receives influence of several
factors including the colonization of periodontal sites by gram-positive and gram-
negative bacteria species oral hygiene and genetic variations [15-19]. Both
periodontitis and H. pylori infection had considerable worldwide prevalence and are
associated with systemic conditions [8, 20-23].

In a recent case-control study, the possible association between H. pylori infection
and risk of periodontitis was demonstrated which the H. pylori infection has
represented an exposure influencing the outcome of periodontitis [24]. Indeed, others
previous studies also have evaluated this association as well as have demonstrated
the considerable prevalence of this microorganism in oral cavity [25-27]. However,
other authors showed the inverse relationship, which the periodontal inflammation with
the presence of H. pylori infection in periodontal pockets is indicated as source of the

microorganism maintenance in human body and in the recurrence of gastric disorders
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even after an antibiotic therapy [25].

Up to the present moment, there has not been a study that gathered the results
about H. pylori infection and periodontitis with an increased power of statistical
association and which have demonstrated the real relationship between these two
conditions. Given the lack of this information, this study aimed at performing a meta-
analysis to assess the possible association between H. pylori infection and the risk of
periodontitis based on case-control studies, observational studies or cross-sectional

studies.
Material and Methods

This systematic review and meta-analysis is registered in PROSPERO database
with the following ID number: CRD42017073192.

I Clinical Question Research

What are the real risk and association between Helicobacter pylori infection and
periodontitis? May Helicobacter pylori infection be a risk for periodontitis or is
periodontitis correlated with Helicobacter pylori infection?

1 PICO Statement

The PICO statement used was the following [28]:

P — Patients, problem or population: Positive patients for H. pylori infection, patients

diagnosed with periodontitis and healthy periodontal controls.

| — Intervention: Collection of the frequency of H. pylori infection between patients with

periodontitis and control groups.
C — Comparison: The influence between the presence of H. pylori and periodontitis

O — Outcome: Odds Ratio calculation to measure the association between H. pylori

infection and periodontitis and to assess the periodontitis as risk for H. pylori infection.

i Protocols Used
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This meta-analysis followed the recommended PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses) statement [29]. The screened
studies were evaluated by Newcastle-Ottawa scale for quality assessment studies
with score < 7 were excluded [30]. This study (systematic review and meta-analysis)

does not require approval by ethics committee.

v Eligibility Criteria

Articles were included in the current meta-analysis if the studies met all the
following criteria: 1) Evaluation of Helicobacter pylori infection with occurrence of
periodontitis in humans; 2) Case patients received diagnosis of chronic, aggressive
periodontitis or localized aggressive periodontitis and control patients had healthy
periodontal evaluation; 3) Diagnosis of the periodontitis confirmed through clinical
manifestations or radiographic findings as previously described and diagnosis of
Helicobacter pylori infection confirmed by previous accurate methods and; 4)
participants enrolled: analysis did not present pregnancy or previous systemic

disorders such as diabetes or auto-immunity disease [5, 6, 31].

v Search Strategy

A comprehensive search in literature was performed by two investigators for
studies that approached the association between H. pylori infection and periodontal
disease. Google Scholar, MedLine, PubMed and Web of Science were the medical
and scientific databases used in the literature retrieval. The following combined
keywords or Medical Subject Headings (MeSH) were used: [(Helicobater pylori or H.
pylori)] and [(infection, gastric disorder]) and (periodontitis or periodontal disease or
chronic periodontitis or aggressive periodontitis)]. There was no language restriction
in the search strategy that approached studies published before December 2, 2019.
The abstracts from included studies, as well as their references, were screened by

investigators to identify potential additional studies.

vi Data Collection Process

Two investigators (FRPS and JGG) independently reviewed all studies and
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extracted the data using a standardized form. The data were collected on the first
author, year of publication, study design, sample size, country, source of sample,
method of detection of H. pylori infection and obtained score to assess the quality of

included studies.

vii Statistical Analysis

The statistical analysis of the data was performed with the Review Manager
software version 5.3 (RevMan, Nordic Cochrane Centre, The Cochrane
Collaboration, 2012). The chi-squared Q-based statistical test (I12) was used to
assess the presence of heterogeneity with evaluation of the Funnel plot for
heterogeneity. When the value of 12 was not statistically significant (12<50%, P>0.05)
the Fixed-effect model was used to estimate the pooled Odds Ratio (OR). On the
other hand, when heterogeneity was significant (12>50%, P<0.05) the Random-
effects model was used for the OR calculation. In both methods, the P value

<.05 was considered statistically significant. In addition, a sensitivity analysis was
also performed to test the robustness of the results pooled by omitting one included
study at a time to detect individual effects on the overall analyses and the risk of bias
were assessed by use of the Cochrane Collaboration’s tool [32]. All the data in the
studies were dichotomous data expressed as OR with 95% of confidence intervals (CI)

to assess the association between H. pylori infection and periodontitis.
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Results

I Characteristics of Studies Included in the Systematic Review

The PRISMA checklist for this current systematic review and meta- analysis is
available as supplementary material (Table S1). At the end of the systematic search,
11 articles [12, 25-26, 33-39] met the inclusion criteria and, therefore, composed the
meta-analysis (Figure 1). One article stratified the results in two different PCR methods
for H [39]. pylori diagnosis. Seen this data, we considered that this article was
composed by two studies. Therefore, this current systematic review brings 11 articles
with 12 studies.

The studies were published between 2003 and 2016 and enrolled 7,059
participants. Diverse ethnical groups composed the studies and the patients were
enrolled both in a Hospital-based population and a Community-based population [12,
24-26, 33-39]. The studies used four types of diagnosis methods for H. pylori detection:
Rapid Urease test (RUT) Serological test to antibody against the bacteria Polymerase
Chain Reaction (PCR) and saliva H. pylori antigen test (HPS) [12, 24, 25, 33-35, 37-
39]. Tree studies focused in to assess the H. pylori infection as potential risk factor for
periodontitis [12, 24, 33]. On the other hand, eight studies were conducted to clarify
the periodontitis as risk factor for H. pylori infection [25, 26, 34-39]. All studies
presented more than seven points in the score scale and were included in the results.

The Table 1 shows the main characteristics of the included studies.
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First author Year Sample size Country Source of Method of detection Subject type Score
(Cc/Co) sample
Al Asquah 2009 HP+ HP- Saudi Arabia Hospital RUT Dental plaque - 8
Stomach
Anand 2006  37/13 25/26 India Community RUT and Serological test - 9
Ding 2015 541/73  312/62 China Hospital HPS - 8
Dye 2002  30/35 20/49 United States Community Serological test Whites — Blacks 9
— Mexican
Navabi 2010 189/951 463/3,981 Iran Hospital RUT Men - Women 8
Nisha 2016  23/17 12/13 India Community RUT - 8
Silva 2010 209/136 84/71 Brazil Hospital PCR - 7
Souto 2008 12/1 50/30 Brazil Community PCR - 9
Umeda 2003 39/4 130/52 Japan Hospital PCR - 8
Yang 2016 71 10/10 China Hospital RUT, culture and PCR - 8
Zheng and Zhou (1) 2015  50/20 24/46 China Hospital PCR - 8
Zheng and Zhou (2) 2015  25/45 9/61 China Hospital PCR - 8

Cc — Case patients for periodontitis, Co — Control patients, HP+ — Helicobacter pylori-positive patients, HP- — Helicobater pylori-negative

patients, RUT- Rapid Urease Test kit, HPS — saliva Helicobacter pylori antigen test, PCR — Polimerase Chain Reaction

Number of identified records
through databases searching

(n=578)

Number of identified records
through others sources

(n=1)

Identification

Duplicates removed
(n=326)

Screening

Number of record after duplicates removed

(n=253)

Number of records evaluated

(n=253)

Elegibility

Analysis

Figure 1: Flowchart for identification, screening, eligibility and analysis of included studies in this current meta-analysis.

Number of excluded studies (n = 242)
No periodontal evaluation (n = 144)

Reviews (n=12)

No Helicobacter pylori infection evaluation
(n=78)

Meta-analyses (n = 8)

Total of included studies in the quantitative syntheses (meta-analysis)
(n=11)

Total of included studies in the qualitative syntheses (systematic review)
(n=12)
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The presence of H. pylori was associated with the risk of periodontitis
development in overall analysis (OR = 1.72, CI: 1.47, 2.02, P<0.00001) with non-

significant value of heterogeneity (12 = 36%, P = 0.21). Similar results were observed

when periodontitis was evaluated as risk factor for

H. pylori infection (OR = 3.21, Cl: 2.31, 4.47, P<0.00001) also with a non-

significant value of heterogeneity (12 = 0%, P = 0.51). The evaluation of dental plaque

from patients with periodontitis reveled increased risk of H. pylori infection (OR =

3.46, Cl: 2.39, 5.01, P<0.00001) with decreased value of heterogeneity (12 = 0%, P

=0.59). Due to the non-significant value of heterogeneity in the included calculations,

the Fixed-effect statistical model was applied (Figure 2).
A

Periodontitis

Study or Subgroup  Events

Control

Total Events Total

Weight

Odds Ratio
M-H, Fixed, 95% CI

Odds Ratio

M-H, Fixed, 95% CI

Ding 2015 541 853 73 135 21.2%  147[(1.02,212)
Dye 2002 189 652 951 4932 725%  1.71[1.42,2.09)
‘Yang 2016 78 103 58 109 6.3%  274[1.53,493]
Total (95% CI) 1608 5176 100.0% 1.72[1.47,2.02]
Total events 808 1082

Heterogeneity. Chi*= 313, df=2 (P=0.21), I*= 36%
Testfor overall effect: Z=6.78 (P < 0.00001)

-

—_—

¢

001

01

10 100

More in Control  More in Periodontitis

B
H. pylori Control Odds Ratio Odds Ratio

Study or Subgroup  Events Total Events Total Weight M-H, Fixed, 95% CI M-H, Fixed, 95% CI
Anand 2006 30 65 20 69 24.7% 2.10(1.03, 4.28] -
Asgah 2009 37 50 25 51 15.2% 2.96[1.28,6.84] — e
Navabl 2010 23 40 12 25 14.9% 1.47 [0.54, 4.00] T —
Silva 2010 12 13 50 80 25% 7.20[0.89,5819] T
Souto 2008 39 43 130 182 10.9% 3.90[1.33,11.46] —
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Figure 2: A) Forest plot to comparison between patients with periodontitis and control to H. pylori infection in overall analysis, B)
Periodontitis as risk factor for H. pylori infection and C) Dental plaque from patients with periodontitis and H. pylori infection.

nSensitive Analysis and Risk of Bias

The sensitive analysis showed that the study performed by Nisha et al. changed

significantly the results in which considerable increase in heterogeneity was observed
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(2 = 55%, Pheterogeneity = 0.02) [38]. When this study was excluded the
heterogeneity has decreased to be unremarkable (12 = 0%, Pheterogeneity = 0.51).
Therefore, 11 studies have participated of the meta-analysis calculations. The risk of
bias summary based in the Cochrane Collaboration’s tool was showed in (Figure 3),
in which all included studies failed to approach the several types of periodontitis
classifications and, so, they presented elevated risk of others bias.
Discussion

To the best of our knowledge, this is the first meta-analysis to focus on the
association between H. pylori and periodontitis as a two-way relationship. Some
meta-analyses focused on determining theassociation between H. pylori infection
and extra gastric disorders such as: diabetes or halitosis [13, 40]. However, a specific
two-way association between H. pylori infection and periodontitis by a complete
meta-analysis has never been in the literature so far. Our meta-analysis showed that
H. pylori might increase the risk of periodontitis development (Figure 2). H. pylori are
a known microorganism that cause gastro-intestinal disturbances [3, 4]. The studies
showed the capacity of

H. pylori to promote stimulation to release interleukin-8 and a specific group of
proteins associated with the periodontitis progression [41]. Although some authors
suggested that this bacterial species might be in a commensal relation with the human
body when present in the oral cavity, other subsequent study showed that H. pylori
has an important role in oral disturbances [42, 43]. H. pylori may induce periodontal
inflammation by the creation of antigen-antibody complexes who infiltrate in the
gingival sulcus with periodontal inflammation [44].

On the other hand, the own periodontitis may be a risk factor for H. pylori infection
(OR = 3.21, P<0.00001). Results from a previous meta- analysis demonstrated that
the periodontal therapy appears to reduce the gastric H. pylori recurrence [45].
Besides, other data available in the literature demonstrated that the dental plaque
control was effective in preventing H. pylori to induce gastric disease [45, 46]. Despite
these findings, H. pylori were detected more in supragiginval plaque rather than in
subgingival plaque, what may be signal that this bacterium species does not commonly
colonize the periodontal pockets [37]. These authors are according with our results
that demonstrated the increased risk of H. pylori infection in dental plaque from
patients with periodontitis (Figure 2). The dental plague is a biofilm that adheres to

teeth as well as others surfaces in the oral cavity promoting an interesting advantage
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composed by the resistance to host immune response; Therefore, H. pylori as biofilm-
associated is protected from host immune response and systemic antibiotics therapy
[47].

Taken in base the evaluation by ethnicity, six studies performed the evaluation
of H. pylori infection and periodontitis in Asian ethnicity, more specifically in India China
and Japan and two studies were carried out among Brazilians [12, 24, 25, 34, 35, 37-
39]. Anand et al. evaluated 134 subjects to assess the relationship between oral
conditions and H. pylori infection. They detected 65 patients positive for H. pylori
infection and 46.2% of these patients had periodontitis. H. pylori infection already had
a significant prevalence in this population [48]. The high prevalence of H. pylori
infection, as well as periodontitis, in populations from Asian and South America leads
us to pay more attention in our results seen the limited number of included studies that
have been performed in these aforementioned populations [20, 49].

This is the first meta-analysis focused on assessing the association between H.
pylori infection and periodontitis, in which the results may be considered accurate by
non-significant heterogeneity in the performed analyses. However, the meta-analysis
has presented some important limitations that should be noted. First, 11 studies
composed the results. Although a considerable number of patients was enrolled (Table
1), more studies are required to better evaluating the association between this
bacterial infection and periodontitis. Second, H. pylori not only are present in patients
that manifest gastric symptoms, but also in asymptomatic infected health patients [50].
Hence, the patients with periodontitis may be not diagnosed to H. pylori infection and
therefore are not included in the studies. Third, periodontitis itself has notable
variations in clinical manifestations, diagnosis and therapeutic approaches; insufficient
data brought by included studies did not enable a better evaluation due to such
characteristics and may represent a potential bias as showed in (Figure 3). Fourth,
two relationships have been approached in the included studies: whether the presence
of H. pylori may influence in periodontitis, taken this disease as an outcome or whether
periodontitis may be a cause of infection or reinfection by H. pylori.
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Figure 3: Risk of bias summary: review authors' judgments about each risk of bias item for each included study.

We tried to considerate this question. However, future studies should be
focused on assessing the prevalence of H. pylori infection among patients with
periodontitis and on the health periodontal evaluation assessing whether both
groups present gastric alterations. Moreover, further researches should perform the
evaluation of H. pylori infection as an exposure to periodontitis and the inverse
evaluation. Fifth, periodontitis is a heterogeneous inflammatory condition that
receives as environmental influence as host genetic conditions [15-19, 51, 52]. In
conclusion, this current systematic review and meta-analysis composed by 12
studies in 7,059 participants showed that H. pylori infection is associated with

periodontitis and the disease may be considered as a risk factor for H. pylori infection.
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