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Resumo

Objetivo O objetivo deste trabalho foi investigar a associacdo de caracteristicas
clinicas e de dois tag SNPs do gene IL4 (rs2227284 e rs2243268) com a perda de
mini-implantes.

Materiais e métodos A amostra estudada foi composta de 135 pacientes: 104
pacientes sem nenhuma perda de mini-implante e 31 pacientes apresentando pelo
menos um mini-implante perdido. Gendtipos foram determinados pela técnica de
PCR em tempo real. Andlises bivariada e multivariada foram realizadas (p<0,05).
Resultados Analises estatisticas ndo mostraram associacdo entre os tag SNPs
selecionados e a perda de mini-implantes. Nos individuos que tiveram mais de dois
mini-implantes instalados (77,4%), o alelo C no modelo recessivo do polimorfismo
rs2243268 do gene IL4 esteve mais presente no grupo com menos de dois Mis
instalados [p=0,043, OR: 0,65 (0,58-0,74)]. Ap0s a analise multivariada, habitos de
fumo associaram-se significantemente com o grupo com instalagdes multiplas de
Mis (p=0,036), contudo, a significancia da associagdo com 0 rs2243268 néo foi
mantida.

Conclusdo Nao houve associacdo das variaveis sociodemograficas, do habito de
fumo e dos polimorfismos genéticos do gene IL4 com a perda de mini-implantes. O
polimorfismo rs2243268 do gene IL4 foi associado ao grupo de pacientes que
tiveram instalacbes mdltiplas de Mls. Porém, apos analise multivariada o fumo
associou-se ao grupo com instalacdo mdltipla de MIs e a associacdo do
polimorfismo rs2243268 néo foi mantida.

Relevancia Clinica Este estudo reforca a interacéo entre fatores do hospedeiro e

ambientais influenciando a suscetibilidade a perda de mini-implantes.

Palavras-chave: mini-implante; perda de mini-implante; polimorfismos; IL4.




Introducéo

Ao longo da histéria da ortodontia, houve repetitivos esforcos para melhorar a
ancoragem [1]. Inicialmente, dentes eram usados para ancoragem, contudo esses
dentes moviam-se junto com aqueles para quais 0 movimento era desejado. Apos
Bréanemark fornecer a base bioldgica da osseointegracao, diferentes métodos de
ancoragem esquelética para a ortodontia foram sugeridos [2-6]. No tratamento
ortoddntico, resultados clinicos satisfatdrios requerem um controle adequado da
ancoragem.

Mini-implantes (MIs) sdo dispositivos intradsseos temporérios usados em
situagdes onde a biomecénica ortoddntica, como o movimento em massa, Sao
necessarias [7]. Desde sua introducédo, o uso de MlIs ganhou popularidade, devido
a sua facilidade de instalagdo e remocéo, seu baixo custo e possibilidade de carga
imediata ap0s a instalacao. Estudos demonstram que se uma ancoragem maxima
€ necessaria, Mls devem ser o sistema adotado [8-10].

Mls sdo efetivos para ancoragem, e seu sucesso depende de inUmeros
fatores, como por exemplo, estabilidade mecénica e quantidade de carga [11],
idade do paciente [12], padrdo esquelético vertical [13], presenca de inflamacao
[14, 15] e fatores genéticos [16]. A média da taxa de sucesso dos MIs é de 87,8%

[17]. A perda inesperada de um MI levara a uma alteracdo do plano de tratamento

[N

original, o que pode ser desfavoravel quando uma ancoragem absoluta
necessaria. A inflamagcao mostrou ser o principal fator na falha de Mls, levando a
destruicdo de tecido 6sseo e afetando a estabilidade mecanica [18].

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatéria pleiotropica produzida principalmente
por células T auxiliares tipo 2 (Th2). Essa citocina possui um papel na imunidade

humoral e celular, regulando proliferacdo celular, apoptose, ativacdo de células



efetoras e expressdo de varios genes em diferentes tipos celulares [19-22]. Além
disso, a IL-4 reduz a producdo de mondcitos [23], que estdo envolvidos em muitas
modificagdes inflamatorias. A IL-4 € responsavel pelo equilibrio da inflamacao
através da supressao de citocinas pro-inflamatérias, como a TNF-q, IL-1 e PGEo,
gue sao conhecidas pelo seu papel em reacgfes inflamatérias e imunes [24].
Nowzari et al (2008) investigaram a presenca de determinadas citocinas apos a
instalacdo de implantes dentarios e encontraram niveis significantes de IL-13 e
TNF-a no fluido crevicular até 6 meses apoés a instalagdo do implante, o que pode
ter levado a uma reabsor¢cdo do tecido ésseo [25]. Além do mais, a IL-4 inibe a
secrecdo de metaloproteinases de matriz (MMPSs), responsaveis pela degradacdo
da matriz extracelular [26].

O gene humano IL4 (interleucina 4 [Homo sapiens (human)] gene; IL4; NCBI
Reference Sequence: NG_023252.1, OMIM: 147780) est4d localizado no
cromossomo 5g31.1 e € composto por 4 éxons e 3 introns em aproximadamente
10 kb [27].

Polimorfismos de base Unica (SNPs) séo variacdes no DNA com alteracéo
de um Unico nucleotideo na sequéncia do genoma. SNPs sdo o tipo mais comum
de variacdo no DNA entre individuos, com uma frequéncia superior a 1% do alelo
mais raro em uma populagdo. Um SNP localizado em uma sequéncia codificadora
de um gene pode influenciar a proteina correspondente, causando uma alteracéo
na funcdo ou na expressao e, assim, pode estar associado com susceptibilidade a
certas doencas [28].

Atualmente, centenas de SNPs do IL4 ja foram detectados no genoma
humano, alguns influenciando a expressao da IL-4, levando a uma resposta imune

enfraquecida e deixando o hospedeiro sujeito a doencas inflamatérias [29].



Variacdes genéticas do hospedeiro no gene IL4 ja foram associadas com diversas
doencas, como hepatite C e carcinoma hepatocelular [30], artrite reumatoide e
esclerose multipla [31], insuficiéncia renal aguda [32], cancer de reto [33] e
diferentes condi¢cdes respiratorias [34-36]. SNPs nesse gene também foram
associados com a perda de implantes [27] e com a progressdo de gengivite para
periodontite [37].

Nos ultimos anos, os fatores envolvidos no sucesso de MIs foram estudados
extensivamente. Contudo, até 0 momento, existe apenas um estudo relacionando
a perda de MlIs com fatores genéticos, cujo gene candidato investigado foi o gene
IL6 [16]. O objetivo desse estudo foi investigar a associacao de polimorfismos no

gene IL4 com a perda de Mils.



Materiais e Métodos

Populagcédo de Estudo

Um total de 487 prontuérios do Instituto Latino Americano de Pesquisa e Ensino
Odontoldgico (ILAPEO), Curitiba, PR, Brasil, datando de 2004 a 2010, foram
analisados. Destes, 148 pacientes foram tratados com MiIs ortodonticos
(NEODENT® Implante Osteointegravel) e foram recrutados para esse estudo. Oito
pacientes foram excluidos, por apresentarem sifilis, gravidez ou lactacdo e cinco
recusaram-se a participar do estudo.

Esse estudo foi desenvolvido, entdo, com um grupo de 135 pacientes de
ambos sexos, com média de idade de 48,710 anos, variando entre 20 e 76 anos
de idade. O grupo controle consistiu de 104 pacientes sem nenhum MI perdido, em
funcdo por pelo menos 6 meses, e 0 grupo estudo consistiu de 31 pacientes que
apresentaram pelo menos um Ml perdido.

Todos os pacientes responderam um questionario sobre o status soécio
demogréfico e habitos de fumo e assinaram um termo de consentimento aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, protocolo 5693/10. O nGmero de
Mls instalados e perdidos foi obtido da ficha clinica dos pacientes. Fatores
socioecon6micos, histérico médico e odontologico desses pacientes foram
avaliados e os resultados podem ser encontrados no estudo de Reichow et al [16].
Coleta de DNA
Células foram obtidas por meio de um bochecho com solugcdo de glicose 3% e
raspagem da mucosa jugal com espatula de madeira esterilizada [38]. O DNA foi
extraido de células bucais epiteliais com acetato de aménia 10 M e EDTA 1 mM

[39].



Andlise dos tag SNPs do gene IL4
SNPs adjacentes frequentemente estéo correlacionados em termos de desiquilibrio
de ligagédo (DL). Quando esses SNPs estdo em forte DL, eles podem capturar a
informacé&o de outros SNPs do mesmo bloco (ou bin) e sdo denominados tag SNPs.
A estratégia de genotipar tag SNPs tem como objetivo capturar a informagédo de um
gene inteiro, reduzindo custos e tempo [40]. Genotipar tag SNPs evita a
necessidade de genotipar todos os SNPs de um determinado gene. Assim, tag
SNPs do gene IL4 foram selecionados de acordo com informag8es disponiveis no
site do projeto internacional HapMap (www.hapmap.org), release 24. Todos 0s
marcadores selecionados apresentaram uma frequéncia alélica minima (FAM) de
0,05 na populacdo CEU (descendentes do Norte e Oeste da Europa). Essa
populagao foi escolhida porque os pacientes selecionados para esse estudo eram
da regido Sul do Brasil, que é considerada uma populacdo com descendéncia
Europeia. De acordo com o Censo Demogréfico Brasileiro, em 2010, 70% da
populacdo do Parana eram caucasianos. O parametro de corte adotado para definir
o DL entre dois marcadores foi um logaritmo multimarcador de r>>0,8, considerado
um alto nivel de DL. Utilizando esses critérios, os seguintes tag SNPs foram
selecionados: SNP rs2243268 e rs2227284 (Fig. 1), capturando toda a informacé&o
do gene IL4.

Pacientes foram genotipados para os tag SNPs pela técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em Tempo Real (Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR System; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), com o uso da tecnologia

Tagman™ Genotyping Master Mix (Applied Biosystems).



Andlise estatistica

As analises estatisticas e o célculo do power amostral foram realizados no
programa SPSS, versao 20.0. Odds ratio (OR) e intervalo de confianca (95% IC)
foram determinados quando possivel. O programa Haploview 4.2 foi utilizado para
avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg e o desequilibrio de ligacao.

Variaveis nominais foram apresentadas como frequéncia e porcentagem. O
teste qui-quadrado de Pearson foi utilizado para avaliar a associagdo entre
varidveis binarias. Variaveis continuas foram classificadas por distribuicdo, como
normal ou ndo-normal. As varidveis quantitativas foram analisadas pelo teste U de
Mann-Whitney. Os seguintes modelos genéticos de associagdo entre o0s
marcadores (tag SNPs) foram avaliados: modelos aditivo, dominante e recessivo,
analisados pelo teste qui-quadrado de Pearson. Para a andlise multivariada, o
modelo de regressao logistica binaria foi ajustado para analisar as frequéncias

genotipicas, incluindo as variaveis com significancia de p<0,20.



Resultados
Um total de 135 pacientes foram genotipados para esse estudo. A Tabela 1
descreve as caracteristicas clinicas e demogréficas dos individuos.

O teste qui-quadrado de Pearson ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos na idade, género, etnia e habitos de fumo.

A taxa de sucesso dos Mis nesse estudo foi de 77%. Analise mostrou que
23% dos pacientes da amostra (31 de 135 pacientes) apresentaram pelo menos
um MI perdido, e desses 31 pacientes, 5,9% (8 pacientes) apresentaram dois ou
mais Mls perdidos (perdas mudltiplas). Além do mais, quando mais que dois Mis
foram instalados, a taxa de falha foi de 77,4%. Mdltiplas instalagdes de Mls foram
associadas com a falha de MIs [p=0,000, OR: 2,03 (IC 1,46-2,82)]. Para esta
variavel, o calculo do poder da amostra foi realizado e, ao aceitar a hipétese
alternativa (H1), o poder do teste foi superior a 99%.

Os tag SNPs rs2227284 e rs2243268 selecionados para esse estudo nao
estavam em alto desequilibrio de ligacéo (r?<0,8) (Fig. 2). A distribuicdo genotipica
para os dois SNPs estava em equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo controle.
Nenhum dos tag SNPs do gene IL4 teve uma associacao significativa com a perda
de Mis. A distribuicdo genotipica de acordo com o modelo genético encontra-se nas
tabelas 2 e 3.

Como a maioria dos individuos tiveram mais de dois Mls instalados (77,4%),
por conta principalmente da reinstalacéo, foi investigada a possivel associagdo com
alelos especificos dos polimorfismos testados (Tabela 4). O alelo C do rs2243268
no modelo recessivo esteve menos presente no grupo que apresentava mais de

dois Mls instalados [p=0,043, OR: 0,65 (0,58-0,74)].



Apdés a analise multivariada, hébitos de fumo associaram-se
significantemente com o grupo de pacientes que apresentaram multiplas
instalagcdes de Mls (p=0,036), contudo, a significancia da associagao do rs2243268

nao foi mantida.
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Discusséo

Desde a introdugdo dos MIs como um sistema de ancoragem intrabucal, eles
tornaram-se uma importante parte do plano de tratamento ortodéntico. Apesar de
serem estudados por vérios anos, a falha de MIs € complexa e os achados sobre
0s aspectos etioldgicos na literatura séo inconclusivos.

A definicdo de sucesso para Mls se d4 quando os mesmos sdo mantidos no
0sso até o final do tratamento ou até a remocao intencional [14]. No geral, a taxa
de sucesso de Mis varia dramaticamente de acordo com diferentes procedimentos
clinicos, como a técnica de instalacao [16], mobilidade e lado da instalagédo [14] e
fatores do hospedeiro [41]. Caracteristicas clinicas relacionadas aos Mls foram
estudadas para essa amostra e os resultados estdo apresentados no estudo de
Reichow et al [16]. Contudo, existe uma condigdo em comum para 0 sucesso dos
Mls, a auséncia de inflamacéo [17].

Neste estudo, a taxa de sucesso foi de 77%, um pouco abaixo quando
comparada a outros estudos [42, 43].

O tratamento ortodéntico normalmente € procurado por uma populagdo mais
jovem, assim Mls sdo mais utilizados em pacientes com uma média de idade de 20
anos e até hoje ndo é conclusivo se a idade interfere com a perda de Mis [44, 45].
Nesse estudo, a idade média para ambos os grupos foi de 48 anos, uma idade
incomum quando comparada com demais estudos. Isso deve-se ao fato de que a
maioria dos pacientes selecionados para esse estudo estavam sendo preparados
para receber préteses dentarias sobre implantes.

A auséncia da associacao entre género e perda de Mis ja foi previamente

reportada na literatura [14]. Este estudo esta de acordo com esse achado.
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N&o é adequado analisar a populagéo brasileira em grupos separados de
acordo com as caracteristicas étnicas, pois brasileiros possuem uma sobreposicéo
de gendtipos devida a miscigenacgéao [46]. Apesar disso, comparamos 0s grupos de
acordo com a etnia, e nenhuma diferenga significante foi encontrada.

Neste estudo, individuos que tiveram mais que dois Mls instalados
apresentaram risco dobrado de perder MiIs. Yao et al (2015), avaliando a
estabilidade de Mis para ancoragem ortodontica, encontraram uma associagao
entre o niumero de Mls instalados por paciente e altas taxas de falha [45]. Quando
analisamos o grupo com até dois Mis contra o grupo com mais de dois Mls
instalados, o alelo C no modelo recessivo do rs2243268 do gene IL4 esteve
significativamente mais frequente no grupo com menos MIs instalados. Quando a
andlise multivariada foi realizada nos grupos de acordo com o numero de Mis
instalados, o sinal de associa¢céo do polimorfismo rs2243268 nao foi mantido. Isso
pode ser explicado pelo fato de que polimorfismos genéticos em genes diferentes
podem contribuir individualmente com uma pequena propor¢do na modulacao
imuno-inflamatéria. Contudo, o fumo associou-se ao grupo com multiplas
instalac6es de MIs. O fumo é conhecido como um causador da falha de implantes
e foi demonstrado que fumantes possuem 2,5 vezes mais chances de perder um
implante quando comparados a ndo-fumantes [47]. Desse modo, o fumo pode
silenciar a influéncia de um polimorfismo genético [48]. Kornman et al (1997)
sugeriram que o fumo é um fator de risco tdo forte que pode ter afetado um
polimorfismo do gene IL7/3, modulando a suscetibilidade a periodontite cronica [49].
Na presenca do fumo, um conhecido fator de risco, que impacta significantemente
a resposta do hospedeiro, a influéncia do alelo polimérfico de protecao deve ter sido

mascarada. Outra consideracéo € que a associacao pode ter sido espuria devido a
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baixa frequéncia do alelo mais raro (alelo C) do rs2243268. A amostra deve ser
aumentada para confirmar tal associacdo. Além disso, uma replicacdo do estudo
em outras populacdes é obrigatoria antes de concluir que o rs2243268 € um
marcador genético de suscetibilidade a perda de Mls.

Esse é o primeiro artigo que investigou a associacdo de polimorfismos no
gene IL4 com a perda de Mls. O tag SNP rs2243268 foi associado a resisténcia
contra tuberculose em criangas chinesas [50] e com efeitos adversos apds vacina
de sarampo [51]. Porém, o alelo A foi o alelo de protecao, diferentemente do que
encontramos em nosso estudo. Essa discrepancia nos achados pode ser
parcialmente explicada pela diferenca genética das populacdes e pelo mecanismo
molecular etiopatoldgico por tras dessas doencas complexas. Nesse contexto, 0s
resultados do presente estudo fortemente sugerem que fatores do hospedeiro e do
ambiente interagem profundamente para modular a suscetibilidade a tracos

complexos, 0 que os caracteriza como multifatorial.
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Concluséo

Em concluséo, nenhuma associacéo foi encontrada entre os tag SNPs do gene IL4
e a falha de Mls. Contudo, o alelo C no modelo recessivo do rs2243268 do gene
IL4 esteve menos presente no grupo com mais de dois Mls instalados. Ap6s a
andlise multivariada, habitos de fumo associaram-se ao grupo com instalacdes
multiplas, porém, a associacdo encontrada com o polimorfismo rs2243268
desapareceu. Este estudo reforca a existéncia de interacdes entre fatores do
hospedeiro e ambientais e sua influéncia na suscetibilidade a determinadas

condigdes complexas.
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Fig. 1 Gene IL4 com os tag SNPs com uma frequéncia alélica minima (FAM) de 0,05

(Fonte: HapMap)

15



rs2227284
rs2243268

Block 1 (0 ki)
1 2

Fig. 2 Andlise de desequilibrio de ligacao (DL) entre os tag SNPs selecionados do gene
IL4. O nimero dentro do quadrado mostra a propor¢ao de DL em porcentagem (41%). O

DL entre os tag SNPs é de r2<0,8
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Tabelas

Tabela 1 Resultados da analise bivariada, considerando as variaveis soécio

demograficas e clinicas para os grupos controle e estudo.

Grupo Grupo . .
Dados Gerais Controle Estudo Bivariada Bivariada
valor-p OR
n=104 % n=31 %
Género
Masculino 29 27,9 7 22,6
. 0,558* 1,32 (0,52 — 3,41)
Feminino 75 72,1 24 77,4
Idade 48,69+10,31 48,77+9,11 0,888** --
Etnia
Caucasiano 73 70,2 22 71,0
o ) 0,934* 0,96 (0,40 — 2,33)
Nao-Caucasiano 31 29,8 9 29,0
Habitos de Fumo
Fumantes + ex-fumantes 26 25,0 12 38,7
. 0,136* 1,17 (0,93-1,49)
Nao-fumantes 78 75,0 19 61,3
Numero de Mls instalados por paciente
lou?2 84 80,8 7 22,6
0,000* 2,03 (1,46 — 2,82)
3,40ub5 20 19,2 24 77,4

* Teste qui-quadrado de Pearson. ** Teste de U Mann-Whitney.
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Tabela 2 Analise genotipica dos tag SNPs do gene IL4 no modelo aditivo.

Tag SNPs -
Alelos* Grupos Genobtipos Valor-p**
dbSNP ID?
GG GT TT
Controle n (%) 33 (33,0) 51 (51,0) 16 (16,0)
rs2227284>  [G/T] 0,683
Estudo n (%) 9 (31,0) 17 (58,6) 3(10,3)
AA AC CcC
Controle n (%) 61 (58,7) 35 (33,7) 8 (7,7)
rs2243268°  [A/C] 0,280
Estudo n (%) 20 (64,5) 11 (35,5) 0 (0,0)

2 |dentificador do SNP baseado no banco de dados de SNPs do NCBI. ® Grupo Controle
n=100, Grupo Estudo n=29. ¢ Grupo Controle n=104, Grupo Estudo n=31. * O primeiro alelo
€ o alelo mais frequente, e 0 segundo o alelo, o0 mais raro. ** Teste qui-quadrado de

Pearson.
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Tabela 3 Andlise genotipica dos tag SNPs do gene IL4 nos modelos dominante e

recessivo.
Tag SNPs o
dbSNP 1D Alelos* Grupos Genotipos Valor-p** OR (IC 95%)
TT+GT GG
b Controle n (% 67 (67,00 33(33,0
SZEZIZEEE e O6) 67(670) 33(B30) o0 0014 (0,38-2,29)
(Dom T) Estudon (%) 20 (69,00 9 (31,0)
GT + GG TT
b Controle n (% 84 (84,0) 16 (16,0
1$2227284% 1o (6) 84(840) 16(16.0) 119 0,606 (0.16-2,24)
(RecT) Estudon (%) 26 (89,7) 3(10,3)
AC +CC AA
c Controle n (% 43 (41,3) 61 (58,7
(S2EEETS [A/C] %) (41.3) (58.7) 0,559 1,282 (0,56-2,95)
(Dom C) Estudon (%) 11 (35,5) 20 (64,5)
AA + AC cC
c Controle n (% 96 (92,3 8 (7,7
r52|§432c68 AC] (%) (92,3) (7.7) 0.111
(Rec C) Estudon (%) 31 (100)  0(0,0)

2 |dentificador do SNP baseado no banco de dados de SNPs do NCBI. ®? Grupo Controle
n=100, Grupo Estudo n=29. ¢Grupo Controle n=104, Grupo Estudo n=31. * O primeiro alelo
€ o alelo mais frequente, e o segundo o alelo, o mais raro. ** Teste qui-quadrado de

Pearson.
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Tabela 4 Analise genotipica dos tag SNPs do gene IL4 no grupo com até 2 Mls

instalados (< 2) e no grupo entre 3 e 5 Mls instalados (> 2) nos modelos dominante

€ recessivo.
Tag SNPs L
dbSNP ID? Alelos* Grupos Genétipos valor-p** OR (IC 95%)
TT +GT GG
b <2n (% 61 (70,9 25 (29,1
[$2227284° 15y n (%) (70.9) @91 0232 1,18 (0,89-157)
(DomT) >2 n(%) 26(605) 17(39,5)
GT + GG TT
b <2n (% 71 (82,6 15 (17,4
[$2227284% 1 ) (82,6) (74 5219 049 (0,15-156)
(RecT) >2 n(%)  39(90,7) 4 (9,3)
AC + CC AA
c <2n (% 39 (42,9 52 (57,1
rs2243268 A/C] n (%) (42,9) (57.1) 0330 112 (0,89-142)
(Dom C) >2 n (%) 15 (34,1) 29 (65,9)
AA + AC cC
c <2n (% 83 (91,2 8 (8,8
rs2243268 A/C] (%) (91,2) (8.8) 0,043 0,65 (0,58-0.74)
(Rec C) >2n (%) 44 (100) 0(0,0)

2 |dentificador do SNP baseado no banco de dados de SNPs do NCBI. ®MIs instalados < 2,

n=86, MIs instalados > 2, n=43. ¢ Mls instalados < 2, n=91, MIs instalados > 2, n=44. * O

primeiro alelo € o alelo mais frequente, e o segundo o alelo, o mais raro. ** Teste qui-

quadrado de Pearson.
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Abstract

Objectives The aim of this study was to investigate the association of clinical
characteristics and IL4 tag SNPs, rs2227284 and rs2243268, with mini-implant
failure.

Materials and methods The sample comprised of 135 patients: 104 patients without
any mini-implant loss and 31 patients presenting at least one lost mini-implant.
Genotypes were determined by real time PCR. Bivariate and multivariate analyses
were performed (p<0.05).

Results Statistical analysis showed no association between the selected tag SNPs
and mini-implant loss. The allele C of the IL4 rs2243268 polymorphism in the
recessive model was more frequent in patients who presented less Mis installed
[p=0.043, OR: 0.65 (0.58-0.74)]. After the multivariate analysis, smoking habits
significantly associated with the group with multiple Mis installed (p=0.036),
however the significance of the association with rs2243268 was not maintained.
Conclusions There was no association of sociodemographic, smoking and genetic
factors studied with MI loss. The polymorphism rs2243268 was associated with
subjects who had more than two mini-implants installed. However, after multivariate
analysis, smoking was associated with multiple Ml installed and the polymorphism
rs2243268 did not remain associated.

Clinical Relevance This study supports the interaction between host and

environmental factors and its influence on susceptibility to mini-implant failure.

Key words: mini-implant; mini-implant loss; polymorphisms; I1L4.
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Introduction

Throughout the history of orthodontics, there have been repeated efforts to improve
the method of anchorage [1]. Initially, teeth were used as a means of obtaining
anchorage, however the selected teeth for anchorage often move simultaneously
with those in which movement is desired. After Branemark provided the biologic
basis for osseointegration, different skeletal anchorage options in orthodontics have
been suggested [2-6]. Satisfactory clinical results in orthodontic treatment require
adequate anchorage control.

Mini-implants (Mls) are temporary skeletal anchorage devices used in
situations where orthodontic biomechanics such as mass movement of teeth is
required [7]. Since their introduction, the use of orthodontic MIs have become
widespread and gained in popularity, because of the convenience of the placement
and removal procedure, their comparative low cost and possibility of immediate
loading after surgery. Studies have shown that if maximum anchorage is required,
Mis should be the system of choice [8-10].

Mis are effective as anchorage, and their success depends on numerous
factors, including mechanical stability and loading quantity [11], patient’s age [12],
vertical skeletal pattern [13], inflammation [14,15], and genetic factors [16]. The
mean success rate of Mls is 87.8% [17]. The unexpected loss of a Ml will lead to a
change in the original treatment plan, which can be unfavorable when anchorage is
required.

Inflammation has been shown to be a major predictor of Ml failure, leading to
bone tissue destruction, affecting the mechanical stability of Mis [18].

IL-4 is a pleiotropic anti-inflammatory cytokine produced mainly by T helper

type 2 (Th2) cells. This cytokine plays a central role in humoral and cell-mediated
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immunity, regulating cell proliferation, differentiation, apoptosis, activation of effector
cells, and expression of numerous genes in various cell types [19-22]. In addition,
IL-4 reduces the production of functionally important monokines [23], which are
implicated in many inflammatory changes. IL-4 is responsible for the equilibrium in
inflammation by suppressing pro-inflammatory cytokines, such as TNF-q, IL-1, and
PGE-:, which are known to play a major role in inflammatory and immune reactions
[24]. Nowzari et al (2008), investigating the presence of selected cytokines after
placement of dental implants, found out that significant levels of IL-13 and TNF-a
were present in the crevicular fluid up to 6 months after implant placement, which
may have led to bone resorption [25]. Furthermore, IL-4 inhibits the secretion of
matrix metalloproteinases, mainly responsible to extracellular matrix degradation
[26].

The human IL4 gene (interleukin 4 [Homo sapiens (human)] gene; IL4; NCBI
Reference Sequence: NG_023252.1, OMIM: 147780) is located on chromosome
5g31.1 and comprises 4 exons and 3 introns in approximately 10 kb [27].

Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) are variations in the DNA with
alterations of a single nucleotide in the genome sequence. SNPs are the most
common type of DNA variations between individuals with a frequency higher than
1% of the rarer alleles in the population. A SNP located within the coding sequence
of a gene may influence the corresponding protein, causing an alteration on its
function or expression and therefore might be associated with susceptibility to
human diseases [28].

Currently, hundreds of IL4 SNPs have been detected in the human genome,
some influencing the expression of IL-4, leading to a weakened immune response

and making the host vulnerable to inflammation-related diseases [29]. Host genetic
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variations in the IL4 gene were associated with several diseases, such as hepatitis
C and hepatocellular carcinoma [30], rheumatoid arthritis and multiple sclerosis [31],
acute kidney injury [32], rectal cancer [33], and different respiratory conditions [34-
36]. SNPs in this gene have also been associated with implant loss [27] and
progression from gingivitis to periodontitis [37].

In the past few years, the factors underlying the success rates of MIs have
been studied extensively. So far, however, to the authors’ knowledge, there is only
one study relating the loss of Mis to genetic factors, which studied the IL6 gene [16].
The aim of this study was to investigate the association of IL4 gene polymorphisms

with Ml failure.
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Materials and Methods
Study population
A total of 487 patients’ records from the Latin American Institute of Dental Research
and Education (ILAPEO), Curitiba, PR, Brazil, dating from 2004 to 2010, were
reviewed. From those, 148 patients were treated with orthodontic Mls (NEODENT™
Implante Osteointegravel) and were recruited for this study. Eight patients with
potential confounding factors such as syphilis, current pregnancy or lactation were
excluded from the study and five refused to participate in the study. Informed
consent was obtained from all individual participants included in the study.
This study was carried out on a group of 135 subjects of both sexes, with a
mean age of 48.7 £ 10, range 20-76 years. The control group consisted of 104
patients without any lost MI, whose implants had been in function for at least 6
months and the study group consisted of 31 patients presenting at least one lost M.
All patients answered a questionnaire about their sociodemographic and
smoking habits and signed an informed consent approved by the Ethics Committee
in Research at PUCPR, protocol 5693/10. The number of placed and lost Ml was
observed from the patients’ records. Socioeconomic factors, medical and oral
clinical variables for these patients were evaluated and the results can be found in
the study by Reichow et al [16].
DNA collection
Cells were obtained through a mouthwash with 3% glucose solution and scraping
of the oral mucosa with a sterile wood spatula [38]. DNA was extracted from

epithelial buccal cells with ammonium acetate 10 M and EDTA 1 mM [39].
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Analysis of IL4 tag SNPs

Adjacent SNPs are often highly correlated in terms of linkage disequilibrium (LD).
When those SNPs are in strong LD they can capture the information of others in the
same block (or bin) and are called tag SNPs. The strategy of genotyping tag SNPs
intends to capture the information of a whole gene, reducing genotyping costs and
time [40]. Genotyping them avoids the needs for genotyping all the SNPs of a given
gene. Thus, IL4 gene tag SNPs were selected according to the information available
on the International HapMap Project website (www.hapmap.org), release 24. All
selected markers presented a minimum allele frequency (MAF) of 0.05 in the CEU
(Northern and Western European ancestry) population. The CEU population was
chosen because the patients selected for this study were from the south region of
Brazil, which is considered a heterogeneous population with a European ancestry.
According to the Brazilian Demographic Census, in 2010, 70% of the population
from Parana State were Caucasians.

The cut-off parameter to define LD between two markers was a multimarker
r>0.8, considered a high level of LD. Using this criterion, the following tag SNPs
were included: reference SNP rs2243268 and rs2227284 (Fig. 1), capturing the
whole information of IL4 gene.

Patients were genotyped for the tag SNPs by the technique of real-time
polymerase chain reaction (PCR) (Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR
System; Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) with the use of TagMan™
Genotyping Master Mix technology (Applied Biosystems).

Statistical analysis
Statistical analyses and sample power were estimated by SPSS 20.0. Odds ratios

(OR) and confidence intervals (95% CI) were determined when possible. Haploview
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4.2 software was used to evaluate Hardy-Weinberg equilibrium and linkage
disequilibrium.

Nominal variables were expressed as frequencies and percentages. Pearson
chi square test was used to assess the association between binary variables.
Continuous variables were first classified by distribution as normal or non-normal.
Non-normal continuous variables were analyzed by Mann-Whitney U test. The
following genetic models of the association between markers (tag SNPs) were
assessed: additive, dominant and recessive models, tested by Pearson chi square.
For the multivariate analysis, binary logistic regression model was adjusted to
analyze genotypic frequencies, including variables with p<0.20 significance in the

bivariate tests as co-variables.
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Results
A total of 135 individuals were genotyped for the study. Table 1 describes
demographic and clinical characteristics of the subjects.

The Pearson chi-square test failed to show statistically significance difference
between the groups in age, gender, ethnic group and smoking habits.

The success Mls rate in this study was 77%. Analysis showed that 23% of
the patients from the sample (31 out of 135 patients) presented at least one lost Ml
and, of these 31 patients, 5.9% (8 patients) presented two or more lost MIs (multiple
losses).

Moreover, when more than two MIs were installed the failure rate was 77.4%.
This higher number of Mis installed per patient was associated with MI failure
[p=0.000, OR: 2.03 (Cl 1.46-2.82)]. For the variable number of Mls installed per
patient, the sample power test was done and, by accepting the alternative
hypothesis (H1), the test’s power was above 99%.

The tag SNPs rs2227284 and rs2243268 selected for this study were not in
high LD (r?<0.8), confirming their independence in the study population (Fig. 2).

The genotype distribution for the two SNPs tested was in Hardy-Weinberg
equilibrium in the control group. Neither IL4 tag SNPs was significantly associated
with Ml loss. The genotype distribution according to the genetic models is shown in
tables 2 and 3.

Since subjects who had more than two Mis installed concentrated MI loss
(77.4%), it was investigated if an association with specific alleles of the two tested
polymorphisms could exist (Table 4). Allele C of the rs2243268 in the recessive
model was significantly more frequent in the group with less than two Mis installed

[p=0.043, OR: 0.65 (Cl 0.58-0.74)].
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After the multivariate analysis, smoking habits significantly associated with
the group with multiple MI installation (p=0.036), however the significance of the

association with rs2243268 was not maintained.
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Discussion

Since the introduction of MlIs as an intraoral anchorage system, they have become
an important part of the orthodontic treatment plan. Although studied for several
years, MI failure is a complex trait and inconclusive findings are shown in the
literature concerning its etiologic aspects.

Success has been defined when Mls are maintained in bone until the end of
treatment or intentional removal [14]. The overall rate for Ml success vary
dramatically according to different clinical procedures such as the implant placement
technique [16], mobility and side of placement [14] and host factors [41]. MIs clinical
characteristics for this sample were analyzed and the findings can be found in the
study by Reichow et al [16]. However, there is one common condition for Mi
success, no sign of inflammation [17].

In this study, the success MlIs rate was 77%, lower than other studies [42,43].

Orthodontic treatment is usually sought by a young population, therefore Mls
are commonly used in patients around 20 years old and so far it is not conclusive if
age interferes with MI loss [44,45]. Here the mean age for both groups was
approximately 48 years, which is an uncommon age when compared to other
reports. That is explained by the fact most of the selected patients were being
prepared for prosthetic implant treatment.

The lack of association between gender and Ml loss has been previously
reported in literature [14]. The present study is in agreement with this finding.

It is not adequate to analyze Brazilians in separate groups based on ethnical
characteristics because Brazilian individuals have overlapping genotypes due to
miscegenation [46]. Even though, we compared the groups according to ethnic

group and no difference was found.
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In this study, having more than two Mils installed doubled the risk for
presenting Ml loss. Indeed, it could be noted that there was an increased failure rate
after the second Ml installed (77.4%). Yao et al (2015), evaluating the stability of
Mis for orthodontic anchorage, found an association between the number of Mis
installed per patient and higher failure rates [45]. When we analyzed the group with
up to 2 versus more than 2 Mis installed, the allele C of the rs2243268 of IL4 gene
in the recessive model was significantly more frequent in the group with less Mis
installed. Once the group with multiple Mls installed presented higher failure rate,
we could say allele C was associated with protection against Ml loss.

When the multivariate analysis was applied to the groups according to the
number of Mls installed, the association signal of the rs2243268 polymorphism was
not maintained. That could be explained by the fact that genetic polymorphisms in
different genes may contribute individually with a small proportion of the immune-
inflammatory modulation. However, smoking did associate with multiple Mis
placement, which was associated significantly with Ml failure. Smoking is known to
cause implant failure and it has been demonstrated that smokers have a 2.5 greater
chance of losing an implant when compared to nonsmokers [47]. Thereby, smoking
could mute a genetic polymorphism influence [48]. Kornman et al (1997) suggested
that smoking is such a strong risk factor that might have had an effect on IL1/3
polymorphism modulating susceptibility to chronic periodontitis [49]. In the presence
of smoking, a strong well-known risk factor, which impairs significantly host
response, the influence of the polymorphic protection allele should have been
masked. Another consideration is that the association might have been spurious
because of the low frequency of the rarer allele (allele C) of the rs2243268. Sample

size should be increased to confirm such an association. Moreover, replication in
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other populations is mandatory before concluding that rs2243268 is a genetic
marker for susceptibility to Ml loss.

This is the first report investigating the association of IL4 polymorphism with
Ml loss. The tag SNP rs2243268 has been previously reported on literature
associated with resistance against extrapulmonary tuberculosis in Chinese Han
children [50] and with adverse events after smallpox vaccination [51]. However,
allele A was the protection allele, differently from which was found in our study. This
discrepancy in the findings might be partially explained by different racial genetic
backgrounds and etiopathological molecular mechanisms underlying those complex
diseases and traits. In this context, our results strongly suggests that host and
environmental factors deeply interact to modulate complex traits susceptibility,

which characterize them as multifactorial.
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Conclusion

In conclusion, no association of IL4 tag SNPs with MI failure was found.
Nonetheless, an association was observed between multiple installed Mls patients
and the C allele in the recessive model of the IL4 rs2243268. After multivariate
analysis, smoking habits associated with the group presenting multiple Mis
placement, but the association with the rs2243268 polymorphism disappeared. This
study supports the interaction between host and environmental factors and its

influence on susceptibility to certain conditions.
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Fig. 1 The IL4 gene with tag SNPs presenting a minimum allele frequency (MAF) of 0.05
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Fig. 2 Analysis of linkage disequilibrium (LD) between the selected IL4 tag SNPs. The
number inside the square shows the proportion of LD as a percentage (41%). The LD

between the tag SNPs is r2<0.8
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Tables

Table 1 Results of bivariate analysis, considering sociodemographic and clinical

variables for groups control and study.

Bivariate Bivariate
Control Group Study Group
General Data p-value OR
n=104 % n=31 %
Gender
Male 29 27.9 7 22.6
0.558*  1.32(0.52 - 3.41)
Female 75 72.1 24 77.4
Age 48.69+10.31 48.77+9.11 0.888** -
Ethnic group
Caucasian 73 70.2 22 71.0
, 0.934*  0.96 (0.40 - 2.33)
Non-Caucasian 31 29.8 9 29.0
Smoking habits
Smokers + ex-smokers 26 25.0 12 38.7
0.136* 1.17 (0.93-1.49)
Non-smokers 78 75.0 19 61.3
Number of Mis installed per patient
lor2 84 80.8 7 22.6
0.000*  2.03(1.46 - 2.82)
3,40r5 20 19.2 24 77.4

* Pearson Chi-Squared test. ** Mann-Whitney U test.
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Table 2 Genotypic analysis of the tag SNPs in the IL4 gene in addictive model.

Tag SNPs

Alleles* Groups Genotypes -value**
dbSNP ID? P yP P
GG GT TT
Control n (%) 33 (33.0) 51 (51.0) 16 (16.0)
rs2227284° [GIT] 0.683
Study n (%) 9 (31.0) 17 (58.6) 3(10.3)
AA AC CcC
Controln (%) 61 (58.7) 35 (33.7) 8 (7.7)
rs2243268° [A/C] 0.280
Study n (%) 20 (64.5) 11 (35.5) 0 (0.0)

2 SNP identifier based on the NCBI SNP database. ® Control group n=100, Study group
n=29. ¢ Control group n=104, Study group n=31. * The first allele is designated as the major

allele, and the second allele is designated as the minor allele. ** Pearson Chi-square.
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Table 3 Genotypic analysis of the tag SNPs in the IL4 gene in dominant and

recessive models.

Tag SNPs
dbSNP 1D Alleles* Groups Genotypes p-value** OR (CI 95%)
TT+GT GG
b Control n (% 67 (67.0 33(33.0
BREEEES 06)  67(67.0) (330) " 0842 0914 (0.38-2.23)
(Dom T) Study n (%) 20(69.0) 9 (31.0)
GT + GG TT
b Control n (% 84 (84.0 16 (16.0
(822272847 1 (%) (84.0 16.0) 5449 0.606 (0.16-2.24)
(RecT) Study n (%) 26(89.7)  3(10.3)
AC +CC AA
c Control n (%) 43 (41.3 61 (58.7
(S2EEETS A/ %) (41.3) G871 559 1282 (0.56-2.95)
(Dom C) Study n (%) 11(35.5) 20 (64.5)
AA + AC ccC
c Control n (% 96 (92.3 8 (7.7
rs2243268 AIC (%) (92.3) (7.7) 0.111
(Rec C) Study n (%) 31 (100) 0 (0.0)

2 SNP identifier SNP identifier based on the NCBI SNP database. ? Control group n=100,

Study group n=29. ¢ Control group n=104, Study group n=31. * The first allele is designated

as the major allele, and the second allele is designated as the minor allele. ** Pearson Chi-

square.
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Table 4 Genotypic analysis of the tag SNPs in the IL4 gene in group with up to 2

Mis installed (< 2) and group with Mls installed between 3 and 5 (> 2) in the dominant

and recessive models.

Tag SNPs
dbSNP ID? Alleles*  Groups Genotypes p-value**  OR (Cl 95%)
TT +GT GG
b <2n (% 61 (70.9 25 (29.1
SZEZIZEEE e n (%) (70.9) (@91) 523 1.18(0.89-1.57)
(DomT) >2 n(%) 26(605) 17(39.5)
GT + GG TT
b <2n (% 71(82.6 15 (17.4
1$2227284 5 (%) (82.6) (A74) 5219 049 (0.15-156)
(RecT) >2 n(%)  39(90.7) 4 (9.3)
AC + CC AA
c <2n (% 39 (42.9 52 (57.1
s2243268°  [ajc n (%) (42.9) O 5330 112 (089-142)
(Dom C) >2 n(%) 15(34.1) 29 (65.9)
AA + AC cc
c <2n (% 83 (91.2 8 (8.8
rs2243268° 1y (%) (91.2) 8 0043 065 (058072)
(Rec C) >2n (%) 44 (100) 0 (0.0)

aSNP identifier based on the NCBI SNP database. ° Mls installed <2 n=86, MIs installed >2

n=43. ¢ Mls installed <2 n=91, Mls installed >2 n=44. * The first allele is designated as the

major allele, and the second allele is designated as the minor allele. ** Pearson Chi-square.
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Parecer do comité de ética

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

. Niicleo de Bioética
: “ Comité de Etica em Pesquisa
P Ciéncia com Consciéncia
PUCPR
PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA
Parecer N° 0004331/10 Protocolo CEP N© 5693
Titulo do projeto ANALISE DA ASSOCIAGAO ENTRE POLIMORFISMOS GENETICOS E A Grupo
" SUSCEPTIBILIDADE A PERDA DE MINI-IMPLANTES PARA ANCORAGEM ORTODONTICA Versao 2

Protocolo CONEP 0216.0.084.000-10 Pesquisador responsével Paula Cristina Trevilatto
Instituicio PUCPR-CCBS - Curitiba
Objetivos

O objetivo do presente trabalho € investigar a associagdo entre alelos e gendtipos de polimorfismos no gene da receptora da vitamina D VDR
€ a susceptibilidade a perda de mini-implantes para a ancoragem ortodontica.

Objetivos especificos
a)Espera-se encontrar assoclagdo entre polimorfismos nos gene do VDR e a perda de mini-implantes

Comentirios ¢ consideragdes’

A amostra serd composta por dois grupos: (1) grupo controle, constituido de 100 pacientes apresentando um ou mais mini-implantes
saudaveis e (2) grupo teste, consistindo de 100 pacientes, acima de 18 anos, que apresentam perda de mini-implantes. Os grupos seriio
pareados de acordo com idade, género, etnia e area de colocagdo do mini-implante,

0Os individuos de ambos os grupos serdo selecionados do universo de pacientes tratados no Instituto Latino Americano de Pesquisa e Ensino
Odontoldgico (ILAPEO) da Neodent® Implante Osteointegravel.

Termo de consentimento livee ¢ esclarecido e/ou Termo de compromisso para uso de dados.

Adequado conforme Res. 196/96 MS e Res. 340/04 MS.

Conclusdes

Apravado sob quesito ético.

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéndas das Resolugies Nacionais 196/96 ¢ demais
relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 06/10/2010, manifesta-se por considerar o projeto
Aprovado. ‘

Situagao Aprovado

Lembramos @os senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolugdo 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) devera receber
relatorios anuais sobre o andamento da estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevandia, além do
envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatorio completo ao final do
estudo.

Eventuais modificacgbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma dlara e sucinta, identificando a parte do
protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe ao pesquisador nao inicid-la antes de receber a autorizacéo formal para
a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicéo e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsével, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempo.

Curitiba, 06 de Outubro de 2010.

Prof. MSc. Naim Akel Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
PUC PR
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