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Recomecgar.....

N&o importa onde vocé parou...

Em que momento da vida vocé cansou...

O que importa é que sempre € possivel recomecgar.

Recomecar é dar uma nova chance a si mesmo...

E renovar as esperancgas na vida e, o mais importante...

Acreditar em vocé de novo.

Sofreu muito neste periodo? Foi aprendizado...

Chorou muito? Foi limpeza da alma...

Ficou com raiva das pessoas? Foi para perdoa-las um dia...

Sentiu-se s6 diversas vezes? E porque fechaste a porta até para os anjos...
Acreditou que tudo estava perdido? Era o inicio da tua melhora...

Onde vocé quer chegar? Ir alto? Sonhe alto...

Queira o melhor do melhor...

Se pensarmos pequeno... Coisas pequenas teremos...

Mas se desejarmos fortemente o melhor e, principalmente, lutarmos pelo melhor...
O melhor vai se instalar em nossa vida.

Porque sou do tamanho daquilo que vejo, e ndo do tamanho da minha altura.

Carlos Drumond de Andrade
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RESUMO

Resumo

Os Mini-implantes (Mls) tém sido cada vez mais utilizados para a ancoragem
em ortodontia. O sucesso dos MIs podem necessitar de algum grau de
osseointegracdo, o qual é influenciada pela resposta imuno-inflamatéria do
hospedeiro. A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina amplamente manifestada durante a
resposta imuno-inflamatoéria apdés um trauma ou infecgédo. Polimorfismos (variagcoes
comuns) nos genes podem influenciar, na resposta do hospedeiro, a progressao e o
prognostico de tragos complexos. Contudo, os métodos de estudo tem sido limitados
a uns poucos polimorfismos funcionais, que ndo cobrem toda a extensédo do gene,
provavelmente perdendo informagdes genéticas. Uma nova abordagem, usando tag
SNPs, analisa bins (sequéncias génicas com alto desequilibrio de ligacdo-DL),
podendo capturar a informagdo de todo o gene em termos de variabilidade. Os
polimorfismos do gene /L6 estdo associados a inumeros disturbios imuno-
inflamatorios, incluindo doencas da cavidade bucal. Contudo, ndo ha estudos de sua
influéncia sobre a perda de Mis. O objetivo deste estudo foi investigar a associagao
dos aspectos clinicos e tag SNPs do gene /L6 com a perda de MIs para ancoragem
ortoddntica. Dos 487 pacientes tratados com MIs ortoddnticos (NEODENT® Implante
Osteointegravel) de 2004 a 2010, 135 individuos de ambos os sexos, com média de
idade de 48,710 (20-76 anos), foram divididos em dois grupos: (1) grupo controle,
com 104 pacientes, apresentando um ou mais Mls em funcdo por pelo menos 6
meses, sem perdas, e (2) grupo teste, com 31 pacientes, que perderam um ou mais
Mis. As seguintes variaveis clinicas foram analisadas e comparadas entre os grupos:

género e idade, grupo étnico, tabagismo, perfil socioeconémico, condigdo médica

vii



geral, uso de medicacdo, reposicdao hormonal, consumo de alcool, habitos de
higiene, indice de dentes cariados/perdidos/obturados (CPOD) e indice comunitario
periodontal das necessidades de tratamento (ICPNT). Também, foram averiguados o
local de instalagdo (maxila ou mandibula: vestibular, lingual e rebordo alveolar; lado
direito ou esquerdo), didmetro, comprimento, tipo de cinta, tipo de ancoragem e tipo
de movimento foram comparados entre implantes saudaveis e perdidos. O DNA foi
obtido da mucosa bucal e os individuos foram genotipados para os tag SNPs. Os
seguintes parametros foram associados a perda de Mils: o local de instalagao
(mandibula) e a quantidade de Mls instalados por pacientes. A perda de Mls foi duas
vezes maior quando foram instalados na mandibula. Quando o numero de Mils
instalados foi 3 ou mais, a perda de Mls foi maior que 50%. No grupo com multiplas
perdas, a porcentagem de MIs perdidos aumentou de 12,5 para 55%, o que foi
interpretado como a primeira evidéncia na literatura sugestiva de clusterizagao para
a perda de Mls. Com relagdo aos aspectos genéticos, o alelo A do rs2069843
(p=0,051), assim como o alelo T do rs2069849 (p=0,053) no modelo recessivo,
foram associados com a perda de Mls para a ancoragem ortddontica. Os tag SNPs
rs2069843 e rs2069849 estiveram em completo DL na populagdo brasileira
estudada, o que significa que, em estudos futuros, somente um devera ser
genotipado para representar um bin correspondente. Conclui-se que havendo um
maior numero de Mls instalados, e se eles forem instalados na mandibula, podem
impactar negativamente o sucesso do tratamento com Mls. Também foi observado
um sinal fraco de associagao para dois polimorfismos (tag SNPs rs2069843 e
rs2069849), localizados no quarto intron e no quinto éxon do gene /L6
respectivamente, em completo DL, com a perda de Mls. Outros estudos, com um

maior numero de amostras podem replicar esta associacgao.
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ABSTRACT

Abstract

Mini-implant (MI) has increasingly been used for orthodontic anchorage. MI
success may require some osseointegration, which is underlined by host immune-
inflammatory response. Interleukin-6 (IL-6) is a cytokine widely expressed during the
host immune-inflammatory response after a trauma or infection. Polymorphisms
(common variation) in genes of the host response may influence progression and
prognosis of complex traits. However, the approaches have been limited to a few
functional polymorphisms, which do not cover the whole gene extension, probably
losing genetic information. A novel physical approach, using tag SNPs, analyzes all
the gene bins (blocks in high linkage disequilibrium - LD) and may capture the whole
gene information in terms of variability. /L6 gene polymorphisms were associated to
several immune-inflammatory disturbs, including diseases of the oral cavity.
However, no study is available concerning their influence over Ml failure. Thus, the
aim of this study was investigate the association of clinical aspects and /L6 tag SNPs
with loss of Mls for orthodontic anchorage. From 487 patients treated with
orthodontic MIs (NEODENT'™ /mplante Osteointegravel) from 2004 to 2010, 135
subjects both gender, mean age 48.7+10 (20-76 yrs) were divided into two groups:
(1) control group, 104 patients presenting one or more Mls at least for six months in
function, with no loss, and (2) test group, 31 patients, who had lost one or more Mis.

Patients’ gender and age, ethnic group, smoking habits, socioeconomic status,

X



general medical condition, use of medication, hormone reposition, alcohol
consumption, hygiene habits, Decayed/Missing/Filled Teeth (DMFT) and Community
Periodontal Index Treatment Needs (CPITN) indices were assessed and compared
between the groups. Also, local of installation (maxilla or mandible; buccal, lingual or
alveolar ridge; right or left side), diameter, length, type of neck, type of anchorage,
and type of movement were compared between healthy and lost implants. DNA was
obtained from oral mucosa and the individuals were genotyped for the tag SNPs. The
following clinical parameters were associated with loss of Mls: local of installation
(mandible) and the amount of Mls installed per patients. The risk of losing MIs was
twice as high when installed in the mandible. When the number of Mls installed was
3 or more, the loss of MIs was higher than 50%. In the group with multiple losses, the
percentage of Mls lost increased from 12.5 to 55%, which was interpreted as the first
evidence of the literature suggestive of clusterization for Mls loss. With regard to
genetic aspects, Allele A of rs2069843 (p=0.051) as well as the allele T of rs2069849
(p=0.053) in the recessive model were associated with loss of Mls for orthodontic
anchorage. The tag SNPs rs2069843 and rs2069849 were in complete LD in the
Brazilian population studied, which means that in future studies only one should be
genotyped to represent the corresponding bin. It was concluded that a higher number
of Mls installed and if they are placed in the mandible may impact negatively the
success of MI treatment. Also, a weak signal of association was observed for two
polymorphisms (tag SNPs rs2069843 and rs2069849) located in the 4th intron and
5th exon of IL6 gene, respectively, in complete LD, with loss of Mis. Other studies

with a higher sample size may replicate such an association.
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1.INTRODUCAOQ

INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais

A demanda por tratamento ortodéntico tem aumentado significativamente nos
ultimos anos, assim como o tratamento em pacientes adultos (Melsen & Verna,
2005).

Em um estudo feito pela U.S. Public Health Service, entre 1988 e 1991,
verificou-se uma estimativa de 52,2% de individuos de 8 a 50 anos que possuiam
oclusdo de Classe | de Angle. Nesta populagcdo, foram incluidas pessoas com
apinhamento dos incisivos e dentes mal alinhados, ou seja, ndo havia uma oclusao
ideal (Proffit, 1998).

Em uma pesquisa com 507 adolescentes latinos na Califérnia, somente 6,5%
demonstraram oclusdo normal de Classe | de Angle, permanecendo 93% dos
participantes da pesquisa com algum tipo de maloclusdo, que necessitavam de
tratamento ortoddntico, ou seja, utilizariam algum tipo de aparelho de corregao da
posicao dental (Silva & Kang, 2001).

A ancoragem foi definida como “resisténcia de um dente que n&do se quer
movimentar” (Daskalogiannakis, 2000).

Tradicionalmente, ortodontistas usam dentes, aparelhos intra-orais, e
aparelhos extra-orais, para controlar a ancoragem — minimizando o movimento de
certos dentes, enquanto completa-se o movimento desejado de outros dentes
(Cope, 2005). No entanto, devido a terceira lei de Newton, “toda agao correspondera

a uma reacdo de mesma forca e intensidade porém em sentido contrario”, ha



limitacdo na habilidade de controlar completamente todos os aspectos da
movimentacao dentaria; eles dependem da cooperagao do paciente (Ohnishia et al.,
2005).

Um bom controle de ancoragem é um dos pré-requisitos para o sucesso da
terapia ortodéntica. Ele afeta ndo somente o tratamento, mas também os resultados
(Wua et al., 2009).

Os aparelhos de ancoragem esquelética proviséria (TADs) sao dispositivos
que sao introduzidos no osso cortical e alveolar, utilizados somente durante o
tratamento ativo, os quais podem resistir as forcas ortodénticas, produzindo uma
ancoragem absoluta, ou seja, ndo ha movimentagao deste dispositivo, e ndo ha a
necessidade da cooperacao dos pacientes.

Os mini-implantes (Mls) foram recentemente introduzidos na ortodontia como
uma alternativa simples para controlar a ancoragem (Kanomi, 1997). Estes
dispositivos (semelhantes a pequenos parafusos) sdo, em sua maioria,
confeccionados de uma liga de titanio (Ti-6Al-4V) ou de titanio puro (Carano et al.,
2005), variando quanto a sua forma, design e medidas, de acordo com a marca
comercial. Possuem trés porcdes distintas: cabega (area para instalagdo dos
dispositivos ortoddnticos), pescogo (regido entre a cabecga e a porgao rosqueavel do
mini-implante) e a porcado rosqueavel (parte ativa do mini-implante) (Squeff et al.,
2008). Eles sado pequenos, podem ser usados em diferentes sitios na cavidade
bucal, sua colocacdo € pouco traumatica, podem receber forca imediatamente
(Deguchi et al., 2003), ndo requerem cooperagao do paciente e seu custo é baixo

(Carano et al., 2005).



As taxas de sucesso dos Mls variam muito, entre 37% a 100% (Moon et al.,
2010, Miyawaki et al., 2003, Cheng et al.,, 2004), porém, a maioria dos artigos
reporta uma taxa de sucesso maior que 80% (Reynders et al., 2009).

Apesar de as taxas de sucesso serem relativamente altas, a falha de Mls é
um processo complexo e multifatorial. De fato, fatores clinicos parecem nao
esclarecer totalmente o processo de perda de Mls. A auséncia de fatores clinicos
que expliguem, em alguns casos, a perda dos Mls pode sugerir que a resposta
imuno-inflamatéria do hospedeiro possa influenciar o processo perda. Com o
aumento do numero de pacientes tratados com MiIs, o estudo sobre fatores

relacionados a sua perda tem se mostrado crescente.

1.2 Mini-implantes (Mis)

1.2.1 Contexto historico

Implantes estdo sendo usados na odontologia para substituir dentes perdidos
desde ha muitos anos. Em 1931, foi descoberto em Honduras um fragmento
mandibular de origem Maia, datado do ano 600, o qual possuia 3 dentes esculpidos
de conchas inseridos nos alvéolos (Ring, 1995). No entanto, a referéncia mais antiga
sobre implantes na literatura moderna que se tem conhecimento foi descrita por J.
Maggiolo, em 1809, na Franga (Ring, 1995).

Em relacdo a utilizagao de implantes para a movimentagao em ortodontia, foi
no ano de 1945 que Gainsforth e Higley propuseram a possibilidade da ancoragem
ortodontica (Gainsforth & Higley, 1945). Eles usaram implantes de vitalium e ago

inoxidavel para fazer movimentagdes dentarias em caes, porém, as bases biolégicas



da osseointegracao foram descritas no trabalho pioneiro de Branemark, um cirurgiao
ortopédico sueco, que encontrou a afinidade do osso pelo titanio (Branemark et al.,
1969).

Devido a osseointegragao, implantes dentais enddsseos tem sido usados com
sucesso na pratica clinica em um primeiro momento para reposicionar dentes
perdidos (Adell et al., 1990) e, posteriormente, também para a ancoragem
ortoddntica (Turley, 1988; Roberts et al., 1990).

Implantes protéticos tem sido utilizados como ancoragem esqueletal em
estudos em animais (Roberts et al., 1989; Wherbein & Diedrich, 1993) e em estudos
clinicos humanos (Roberts et al., 1990), porém, estdo limitados em sua aplicagao,
devido ao seu tamanho. Eles podem ser instalados em areas onde a ancoragem
natural ou aparelhos ortodénticos convencionais s&o dificeis de serem colocados,
incluindo espacos edéntulos e no alvéolo de ambas as arcadas.

Como desvantagem, os implantes dentais necessitam de um procedimento
cirargico invasivo, ha limitagdo dos sitios de colocagdo, o tempo necessario para
osseointegracgao prévia a aplicagao da forca e o alto custo (Carano et al., 2005).

As vantagens clinicas de uma ancoragem esqueletal sobre uma ancoragem
dentaria ou uma ancoragem extra-oral sdo a estabilidade absoluta e a

independéncia da cooperacgao do paciente (Park et al., 2006).

1.2.2 Ancoragem esquelética proviséria (temporary anchorage

devices [TADs])

O advento dos aparelhos de ancoragem proviséria ampliou significativamente

a simplicidade da biomecanica ortodéntica, providenciando ancoragem absoluta.



Algumas das caracteristicas de um aparelho de ancoragem esqueletal
provisoria ideal incluem a simplicidade de uso, baixo custo, colocacdo de forca
imediata, ser de pequenas dimensdes, resistente a forgas ortodénticas, imovel, sem
necessidade de cooperagao do paciente, biocompativel e pode ter resultados
equivalentes ou superiores quando comparados com os sistemas de ancoragem
convencionais (Cope, 2005).

Os sistemas de ancoragem esqueletal proviséria que tem sido usados sao os
implantes osseointegrados na sutura palatina (Wherbein & Diedrich, 1993), onplants
(Block & Hoffmann, 1995), ligadura zigomatica (Melsen et al., 1998), miniplacas
(Umemori et al., 1999) e, mais recentemente, os mini-implantes (Kanomi, 1997).

Implantes na sutura palatina mediana (Wherbein et al., 1999) e onplants
(Block & Hoffmann, 1995) utilizados para ancoragem ortodéntica n&o tinham
problemas em relacdo ao espago de colocagao, porém, estavam limitados a maxila.
Além desta situacdo, implantes na sutura palatina mediana necessitam de dois
tempos cirurgicos (para a sua colocagdo e remocgao), apresentam alto custo,
limitacdo quanto a direcédo da forca, possibilidade de causar dano ou lesdo no palato
e dificuldade de manter o implante higienizado (Cheng et al., 2004).

As ligaduras zigomaticas introduzidas por Melsen et al. (Melsen et al., 1998)
eram utilizadas também somente na maxila para a ancoragem em pacientes adultos
parcialmente desdentados, para intrusdo e retracdo dos incisivos superiores quando
nao havia a presenca de dentes posteriores. Para a instalagdo da ligadura era
necessaria uma incisdo na mucosa e a perfuragao do arco zigomatico, no qual era
transpassado um fio de amarrilho.

As miniplacas foram inicialmente utilizadas para a fixacdo dos ossos em

cirurgias ortognaticas. Devido a esta aplicagao, elas também foram usadas como



uma ancoragem estacionaria para movimentagado ortodéntica. Umemori et al., em
1999, desenvolveram um sistema de ancoragem esqueletal usando mini-placas na
maxila e/ou na mandibula como um sistema de ancoragem intraoral (Umemori et al.,
1999), particularmente para intrusdo e distalizacdo dos molares (Sugawara et al.,
2004). As desvantagens eram a dificuldade de fixagao e o alto custo (Bezerra et al.,
2004).

O conceito dos aparelhos de ancoragem provisoéria (TADs) é relativamente de
aplicagdo nova e os clinicos podem procurar na literatura por muitas respostas,

porém, ha vastas lacunas do conhecimento ainda a serem preenchidas.

1.2.3 Caracteristicas clinicas e fatores associados a perda de Mls

Os mini-implantes (MIs) (Kanomi, 1997) (Fig. 1) foram recentemente
introduzidos na literatura como uma simples alternativa a utilizacdo de implantes
osseointegraveis, com finalidade de ancoragem.

Sao dispositivos confeccionados de uma liga de titanio, introduzidos no osso
cortical e alveolar, os quais sdo removidos apods o tratamento ortodéntico ser
realizado. Eles sdo pequenos, podem ser colocados em varios lugares, o
procedimento de insercdo €& pouco traumatico, e, podendo ser instaladas forcas
imediatamente (Deguchi et al., 2003). Outras vantagens incluem uma forga
relativamente grande de tragdo, independentemente do numero e posicdo dos
dentes; sua aplicacdo em qualquer estagio do desenvolvimento, incluindo a terapia
em criangas; diminuicdo do tempo de tratamento, sem a necessidade do preparo
dental da ancoragem; ndo ha necessidade da cooperagdo do paciente; confortavel,

baixo custo (Carano et al., 2005), e opc¢ao para a manutencédo do espago edéntulo



apos o tratamento ortodéntico até a futura restauragao permanente (Jeong et al.,

2011).

Fig. 1. Mini-implante (NEODENT® Implante Osteointegravel). Possuem trés
por¢cdes distintas: cabeca (area para instalacdo dos dispositivos ortoddnticos),
pescoco (regido entre a cabega e a porgao rosqueavel do mini-implante) e a porgao
rosqueavel (parte ativa do mini-implante, o qual vai estar em contato com 0 0sso0).
Estes dispositivos sao, em sua maioria, confeccionados de uma liga de titanio
(Ti-6Al-4V) ou de titdnio puro, variando quanto a sua forma, design e medidas, de
acordo com a marca comercial. Fonte: foto cedida pela Dra. Ana Claudia Melo do

Instituto Latino Americano de Estudos Odontoldgicos (ILAPEO).

Dois tipos de Mls (em relagdo a sua instalacdo) foram introduzidos na
ortodontia. Um tipo de mini-implante necessita uma perfuragdo prévia com uma
broca, enquanto o outro tipo pode ser instalado diretamente, sem a necessidade do

uso de brocas (Wang & Liou, 2008).



Independentemente da maneira de instalagdo, o Ml permanece em sua
posicao, primeiramente por retengdo mecéanica e, em um segundo momento, pela
osseointegracao (Costa et al.,1998; Melsen & Verna, 1999).

Em relacdo aos Mis que nao utilizam a perfuracéo prévia, estudos revelaram
uma porcentagem de contato maior entre o parafuso e o osso (Cehreli & Ozgirpici,
2012), sua insergao produz poucas falhas e pouco aquecimento (Heidemann et al.,
1998), entretanto, a osseointegracdo foi geralmente encontrada nos dois grupos
(Kim et al., 2005), ndo havendo diferencas estatisticas significantes em relacéo ao
sucesso ou perdas de Mls (Gupta et al., 2011).

A estabilidade primaria dos Mls é dependente de propriedades especificas e
estruturais do tecido 6sseo (Cha et al., 2010; Cehreli & Ozgirpici, 2012), do torque de
instalagdo (MacManus et al., 2011), do angulo de instalagdo (Cha et al., 2010;
Jasmine et al., 2012), do tipo de MI (cbnico ou cilindrico) (Cha et al., 2010) e do
comprimento do parafuso (Lemieux et al., 2011).

A cortical 6ssea pode exibir grandes variacbes em relacdo a espessura,
profundidade (Baumgaertel, 2011) e densidade (Lemieux et al., 2011).

Foi demonstrado que a espessura do osso cortical € decisiva para a
manutencdo dos Mls, sendo que resultados atestam que a for¢ca sobre os Mis é
absorvida na maior parte por esse tipo de 0sso e muito pouco transmitido ao 0sso
€esponjoso.

Em relacdo as bases ésseas, o estresse foi maior, quando da colocacao de
forca, no osso cortical da maxila do que no osso cortical da mandibula (Jasmine et
al., 2012). A espessura do o0sso cortical aumenta a estabilidade primaria, mas pode
diminuir a estabilidade secundaria, devido a excessiva compressdo do 0SSO

(Baumgaertel, 2010).



A estabilidade secundaria é responsavel pelo sucesso dos Mls apds o periodo
de cicatrizacdo, € um fator determinante durante o periodo de aplicacdo da forca
ortodontica e € um fator biolégico muito influenciado pela resposta do hospedeiro em
relacdo ao MI (Baumgaertel, 2010).

Para aumentar o sucesso, sugere-se a perfuragdo prévia com brocas para
reduzir o torque de insergao e, portanto, ajudar o controle do nivel de forga durante a
instalagdo dos MIs quando o osso cortical € excessivamente espesso (Chen et al.,
2010; Baumgaertel, 2010); bem como o tratamento da superficie dos Mls com acido
para que sejam criadas rugosidades (lkeda et al., 2011).

Alguns estudos reportam que ndo ha osseointegracdo dos mini-implantes
(Costa et al., 1998; Melsen & Verna, 1999), ocorrendo somente a presenga de uma
fibrose entre as roscas dos mini-implantes e o 0sso, a qual é relacionada a uma
aplicacao de forca quase que imediata, sendo corroborado pela sua facil remogao
apos sua utilizagdo (Kim et al., 2005). A integracdo com fibras pode facilitar a
infeccdo, uma desvantagem a longo prazo (Newman & Flemming, 1988).

A osseointegragao, contudo, pode ocorrer ao redor dos parafusos (Lee et al.,
2010) e a estabilizacdo pode ser mantida, mesmo apds a colocagao de forga
imediata (Melsen & Costa, 2000; Kim et al., 2005; Chen et al., 2009; Chen et al.,
2010). Estudos histologicos em animais tem demonstrado que a porcentagem de
osseointegracao dos Mis de titanio € menos que a metade dos implantes dentéarios
convencionais (Melsen & Costa, 2000; Deguchi et al., 2003).

Osseointegracao incompleta representa uma vantagem na aplicagao
ortodontica, permitindo uma efetiva ancoragem com facilidade de instalagdo e

remocé&o (Carano et al., 2004).



Os mini-implantes, usados como ancoragem ortodéntica, comegcam a receber
forca ortodontica quase que imediata, para reduzir o tempo de tratamento, e devem
ser removidos apos a corregéo ortoddntica (Park et al., 2006). A colocacéo de forga
imediata nao inibe a osseointegracdo dos Mls, mas estimula a adaptagao éssea.

Estudos revelaram que uma maior aposicdo Ossea foi encontrada na
superficie dos ossos proxima aos Mls em pacientes e animais que sofreram
movimentacdo dentaria do que nos pacientes e animais que nao sofreram a
movimentacgéo dos dentes (Chen et al., 2009; Serra et al., 2010).

A medida que o nimero de pacientes tratados com mini-implantes aumenta, a
estabilidade deste dispositivo de ancoragem tem obtido mais atencdo pelos
pesquisadores.

O sucesso do tratamento com implantes dentais osseointegraveis tem sido
analisado extensivamente. Longos estudos reportam uma taxa de sucesso de mais
de 90% para os implantes dentais (Adell et al., 1981; Albrektsson el al., 1988).
Contudo, estudos das taxas de sucesso dos Mls tem reportado uma variagao entre
37% a 100% (Park, 2000; Moon, 2002; Miyawaki et al., 2003; Cheng et al., 2004,
Moon et al., 2010). As taxas de sucesso diferem porque ha diferengas significativas
na duragao de uso, idade dos pacientes, nivel e diregdo de aplicacao da forca e
lugares de instalagdo entre os Mls e os implantes protéticos (Moon et al., 2008).

Alguns autores demonstraram que variaveis clinicas dos Mls (tipo, didametro,
comprimento e tratamento da superficie), fatores locais do hospedeiro (tipo de
mucosa - ceratinizada ou nao), fatores demograficos do hospedeiro (idade e sexo), e
aspectos de manejo clinico (angulo de instalacéo, inicio e método de aplicagdo da
forca, extensdo do amarrilho, exposigcdo da cabegca do MI e higiene oral) n&o

demonstraram diferencgas estatisticas na taxa de sucesso (Miyawaki, 2003; Park et
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al.,, 2006; Chaddad et al., 2008; Moon et al., 2010). Contudo, outros autores
verificaram que a mobilidade dos MIs, a instalacdo na mandibula, o lado direito de
colocagdo, a proximidade das raizes, o angulo mandibular alto (pacientes
dolicofaciais), MIs com didmetro com 1 mm ou menos, alteragdes sistémicas do
metabolismo 6sseo, quantidade e qualidade do osso, o uso de medicacoes,
tabagismo, auséncia de mucosa ceratinizada, habilidade do cirurgido e inflamagéao
demonstraram impacto significante na taxa de sucesso (Miyawaki, 2003; Cheng et
al., 2004; Melsen, 2005; Park et al., 2006; Kuroda et al., 2007; Moon et al., 2008;
Park et al., 2008; Viwattanatipa et al., 2009; Moon et al., 2010; Kim et al., 2010; Oh
et al.,, 2011).

Em resumo, o sucesso do tratamento com mini-implantes depende da
habilidade do cirurgido, selegéo do local adequado para sua colocagao, estabilidade
inicial, higiene oral, condi¢cao geral dos pacientes, biocompatibilidade dos materiais,
procedimento de instalagdo, quantidade e qualidade do osso (Kyung, 2003; Park et
al., 2008; Moon et al., 2008).

Verifica-se em alguns casos, porém, que mesmo quando o paciente tem osso
apropriado em quantidade e qualidade e seguidas as recomendacgdes e indicagdes
clinicas precisas, algumas falhas na estabilidade de permanéncia dos mini-implantes
podem ocorrer sem causa clinica aparente (Esposito, 1988; Viwattanatipa et al.,
2009), apontando para fatores associados a resposta do hospedeiro como
determinantes do sucesso no tratamento com Mls.

Muitos tipos de mini-implantes estdo agora disponiveis e os ortodontistas os
estdo incorporando em varias situagdes clinicas. Contudo, com a introducado de
novas técnicas, perguntas normalmente ocorrem. Clinicos desejam informagdes das

taxas de sucesso atuais e os possiveis fatores relacionados a falhas dos Mls para
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ancoragem ortodéntica. Eles querem de fato identificar os fatores que podem

influenciar o seu sucesso (Reynders et al., 2009).

1.3 A resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro frente a colocacgao
de Mis

A inflamagdo € um mecanismo complexo iniciado devido a uma injuria local,
causado por fatores fisicos, quimicos ou biolégicos, a qual resulta em dano ou morte
celular (O'Byrne & Dalgleish, 2001) (Fig.2). Os tecidos que sofreram injuria por
esses traumas induzem a liberagdo de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas
como o fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e a interleucina-1 (IL-1) dos
leucdcitos, mondcitos e macréfagos (Peterson et al., 2003). Varios mediadores
participam ativamente da resposta inflamatoria: quimiocinas (realizam a quimiotaxia
de leucdcitos), enzimas plasmaticas (aumentam a permeabilidade vascular),
plasminina (degrada coagulos e ativa proteinas do sistema complemento),
opsoninas (induzem a opsonizagdo de microorganismos), mediadores lipidicos
(vasodilatacao e aumento da permeabilidade vascular) e citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-

a) com efeitos locais e sistémicos (Bilate, 2007).

12



generat
Rer
MMP-TIMP Excessive ECM
balance restored deposition
Collagen
P MMP-TIMP and fibronectin
Epithelial and/or Wound ¢« imbalance
endothelial cells re-e
Persistent
myofibroblast
activation
————
Chronic injury,
inflammation,
Pla or necrosis
and fit
Circulation
& / e & B
ks > i AN 1
Chemokines “3 Eosinophil
TGF-§§ -
PDGFs [ @Tcen \ \lr\\c:sgggq
\ Vi |
‘/, B cell |
\ ) | B
VMPS,A - @Neurophil VEGH
TIMPS
Macrophage
= . <—E’eﬁm0m fibroblasts
Py A -
) . Myofibroblasts Fl!')roc e
Infla n ~— Other resident tissue cells,
and e.g., HSCs
JGF-
2O
‘s o Fibroblast

Fig. 2. Processo inflamatdrio. O processo inflamatério pode ser dividido em
inflamacado aguda, caracterizada por um comecgo rapido e de pouca duragéo,
ocorrendo exudagado de fluidos e proteinas do plasma, migracdo de leucdcitos,
principalmente neutrdfilos, para a area injuriada e inflamagéo crénica, de duragao
mais prolongada, com a presenca de linfocitos e macrofagos, resultando em fibrose
ou necrose dos tecidos .

Fonte: http://drtysoncarter.wordpress.com/. February 23, 2004 issue of Time

Magazine. Acessado 22/05/12.

Os sinais e sintomas da inflamacdo sao caracterizados por dor, calor,

vermelhidao, tumor e perda da fungao resultante da dilatagdo dos vasos sanguineos

principais, o0 qual aumenta o seu suprimento, e também aumenta os espagos
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intercelulares, resultando no movimento de leucdcitos, proteinas e fluidos na regiao
inflamada (Parham, 2000).

O processo inflamatério pode ser dividido em duas partes: 1) inflamagao
aguda, caracterizada por um comeco rapido e de pouca duragdo, ocorrendo
exudacao de fluidos e proteinas do plasma, migragcédo de leucdcitos, principalmente
neutréfilos, para a area inflamada e 2) inflamagdo cronica, de duragdo mais
prolongada, com a presencga de linfécitos e macréfagos, resultando em fibrose ou
necrose dos tecidos (lwalewa et al., 2007).

O processo inflamatdrio é vital e necessario em nosso sistema de defesa e,
quando esta resposta imune é temporaria e local, a inflamacéao é benéfica. Contudo,
um colapso na regulacao da resposta inflamatéria pode resultar em um processo
que pode destruir tecidos e 6rgédos (Guilliams, 2006). Pesquisadores e clinicos
reconhecem que a resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro pode ser de protegao
ou de destruicdo, quando exacerbada. Como regra geral, mediadores inflamatérios
tem sido associados com a destruicdo dos tecidos, enquanto os mediadores anti-
inflamatorios podem combater e atenuar a progressao das doencas (Garlet, 2010).

A integridade do tecido 6sseo depende da manutengcdo de um delicado
equilibrio entre reabsor¢ao Ossea, realizada por osteoclastos, e formacédo Ossea,
realizada por osteoblastos. Como o osso € um tecido dindmico, ele esta sendo
constantemente remodelado através desta reabsorcdo e aposi¢cao, processo
modulado pela produg¢do de citocinas, como a IL-6, IL-8 e o TNF-a (Baloul et al.,
2011).

Os mediadores pro-inflamatérios e do metabolismo 6sseo parecem ser o foco
de atencdo neste momento em que a resposta do hospedeiro se mostra

determinante na destruicdo do tecido 6sseo (Alvim-Pereira et al., 2008).
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Recentes estudos mostraram que citocinas pro-inflamatérias inibem a
diferenciacao osteogénica (Lacey et al., 2009; Tomomatsu et al., 2009) e também
que a ativagao dos receptores Toll-like (TLRs) em osteoblastos induz a producgéo de
citocinas (Bar-Shavit, 2008). Foi verificado que, quando neutrdfilos e outras células
nao conseguem controlar um determinado estimulo mecéanico ou biolégico (como a
colocacao de um MI), a resposta do hospedeiro resulta em uma cascata de eventos
(processo inflamatério) que induz a perda de osso alveolar (Offenbacher, 1996), o
que pode resultar em falha na osseointegracao e consequente perda de Mls. Essa
exacerbacao da resposta imuno-inflamatéria pode ser devida a problemas técnicos
ou de contaminacgao na colocacdo do Ml ou relacionada ao background de resposta

do hospedeiro.

1.3.1 A Interleucina-6 (IL-6)

Citocinas sao proteinas de baixo peso molecular produzidas por diferentes
tipos celulares do sistema imune e sua producéo é desencadeada quando as células
sao ativadas por diferentes estimulos. As citocinas atuam na comunicacio entre as
células, promovendo a indugao ou regulagao da resposta imune (Bilate, 2007).

Podemos destacar as seguintes caracteristicas das citocinas: podem ser
produzidas por mais de uma célula, pleiotropismo (pode ter diferentes efeitos),
podem exercer a mesma fungao, podem potencializar ou inibir o efeito de outras
citocinas e produzem efeitos paracrinos, autdcrinos e endocrinos (Bilate, 2007).

Foi somente no ano de 1988, na conferéncia de “Regulagédo da fase aguda e
respostas imunes: Uma nova citocina”, em Nova York, que a citocina que
primeiramente era chamada de Interferon 3, proteina de 26 KDa, fator 2 de estimulo

de células B, fator de crescimento de plasmdcito, fator de estimulo de hepatécito,
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interleucina HP1, e indutivo tipo 2 de mondcito granuldcito fosse denominada

interleucina-6 (Hirano, 2010) (Fig.3).

Fig. 3. IL-6. E uma citocina multifuncional de 26 KDa, com atuac&o principal na
defesa do hospedeiro podendo ser sintetizada por muito tipos de células.
Fonte: banco de dados Protein Data Bank

http://en.wikipedia.org/wiki/File:IL6 Crystal Structure.rsh.pnag#file 07/07/11.

A IL-6 é uma citocina multifuncional de 26 KDa, com atuagao principal na
defesa do hospedeiro (Kishimoto, 1985) e pode ser sintetizada por muito tipos de
células, como mondcitos e macréfagos (May et al., 1988), fibroblastos (Mantovani et
al., 1998), células endoteliais (Podor et al., 1989) e células T (Hoffmann et al., 2001).
A IL-6 tem uma atuacéo importante na proliferacdo dos linfécitos T, diferenciagao dos
linfécitos B e ativagao do sistema complemento em cascata (Lotz et al., 1988) (Fig.
4). Além disso, esta citocina atua sinergicamente com a IL-1B, induzindo a

reabsorc¢ao 6ssea (Fridmann et al., 1990; Ishimi et al., 1990; Campos et al., 2004).
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Fig. 4. Acdo pleomorfica da IL-6 no organismo. E uma citocina que pode ser
produzida por muitos tipos celulares e que esta envolvida ndo somente na resposta
imune, mas também na hematopoiese, inflamagéo e metabolismo 6sseo.

Fonte: Uma nova interleucina no tratamento das artrites: anti-interleucina-6.

Scheinberg MA. Einstein. 2009; 7: 108-11.

A IL-6 € uma citocina envolvida em uma série de atividades imunologicas, em
especial a sintese de substancias de fase aguda pelo figado. Tal como seu receptor
(gp 130), € amplamente expressa durante a reacao inflamatoria, produzindo efeitos

indesejaveis em varios orgaos (Tonet et al., 2008; Gomes et al., 2009).

A caracterizagao da IL-6 revelou que é uma citocina que esta envolvida nao
somente na resposta imune, mas também hematopoiese, inflamacao e metabolismo
0sseo. Altos niveis de IL-6 (normalmente é expressa em niveis baixos) foram
encontrados em fluidos bioldgicos e no sangue quando havia areas de trauma,
infeccdo, doengas de inflamagao crénica e neoplasias (Hirano et al., 1990). A IL-6

faz contribuicdes significativas para doengas auto-imunes e inflamatérias, como a
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artrite  reumatéide, (Hirano, 2010), danos endoteliais no inicio do evento de
aterosclerose (Dienz & Ricon, 2009; Rauramaa, 2000), psoriase (Grossman et al.,
1989), anemia crbnica (Scheinberg, 2009), assim como altos niveis desta citocina
foram encontrados em pacientes com gengivite (Atilla & Kuatikguler, 1998) e
periodontite (Kamagata et al., 1989).

ApsOs a menopausa e andropausa, os niveis da interleucina 6 sdo elevados,
mesmo na auséncia de trauma, infecgdo ou estresse, assim, foi proposto que o
aumento da idade com elevagao sérica da IL-6 esta relacionado com o aparecimento
de doencas inflamatadrias cronicas (Ershler & Keller, 2000).

O entendimento da atuacao da IL-6 tem pavimentado o caminho para novas

abordagens terapéuticas para doengas auto-imunes e inflamatérias (Hirano, 2010)

(Fig.5).
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Fig. 5. Interacdo IL-6 na inflamagcdo aguda e crénica. Fonte: Scheinberg MA .

Einstein. 2009; 7:108-11.
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1.3.2 O Gene da Interleucina-6 (/L6)

O gene da interleucina-6 (/L6) (Fig. 6), apresenta 5 éxons e 4 introns, e esta
localizado no cromossomo 7, na posicao 7p21 (Fig. 7). A proteina é produzida
principalmente nos locais de inflamagao aguda e crbénica, onde é secretada no soro
e induz uma resposta inflamatéria, através da transcricao do receptor de interleucina
6 alfa. O funcionamento deste gene esta implicado em uma ampla variedade de

situagbes associadas a estados de doengas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene,

29/10/11).

NM_000600

IL6: interleukin & (interferon, beta 2)

Gene human figure: Hapmap release 24, 2008.

Fig. 6. Gene da interleucina-6. O gene apresenta cinco éxons e quatro introns

Fonte: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/cgi-perl/gbrowse/hapmap24_B36/.
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Fig. 7. Cromossomo 7. O gene da /L6 esta localizado no cromossomo 7, na
posicao 7p21.

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.12/05/12.

Os polimorfismos do gene da IL-6 afetam o nivel da interleucina-6 circulante,
sendo que a variagdo G>C na posicdo -174 foi encontrada influenciando a
expressao e a producao da IL-6 (Laine et al., 2010). O alelo C revelou alterar a
resposta de transcrigdo do gene a estimulos como lipopolissacarideos (LPS) e IL-1
(Fishman et al., 1998).

Foi demonstrada a associagao de polimorfismos do gene da IL-6 com varias
caracteristicas compativeis com risco cardiovascular em idosos saudaveis
(homozigose dominante estava atrelada a um efeito prejudicial, enquanto a
homozigose recessiva apresentava um efeito benéfico) (Tonet et al., 2008), com
doencga periodontal cronica (o gendtipo G/G esteve associado a doenga periodontal,

sugerindo que o alelo G seja importante no desenvolvimento da patogénese da
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periodontite) (Trevilatto et al., 2003). Por outro lado, nao foi encontrada associagao
deste polimorfismo (Campos, et al., 2005) com a perda de implantes dentais.

Polimorfismos s&o alteragbes na sequéncia génica, que geram formas
variantes, denominadas alelos, cuja frequéncia do mais raro é superior a 1%
(Nussbaum et al., 2002).

A abundancia e a grande frequéncia de polimorfismos no genoma humano os
transformam em alvo para explicar a variabilidade genética (Korstanje & Paigen,
2002; Guy et al., 2004) e sua influéncia no risco e progressao de algumas doengas
(Morange et al., 2005; Rao et al., 2005; Sun et al., 2005). Assim, polimorfismos
genéticos (variagcbes na sequéncia de DNA, resultando em alelos comuns na
populacdo) podem: 1) modificar a codificagcdo de sua proteina (composicao de
aminoacidos, no caso de éxons) e 2) alterar a taxa de expressao (se em promotor),
influenciando a suscetibilidade a doengas ou tragcos complexos, como é o caso da
perda de mini-implantes.

Desequilibrio de ligacdo (DL) é um fendmeno genético definido como
associacdo nao aleatéria entre alelos de dois ou mais loci que estao estreitamente
ligados (Slatkin, 2008).

As principais medidas de DL sdo D’ e r?, sendo que a primeira identifica
regides em que ha pouca recombinacido e a segunda esta relacionada com o poder
de detectar a associacdo, pois avalia o DL completo, o qual se refere ao quadrado
do coeficiente de correlagéo entre a frequéncia dos alelos em dois loci (Nascimento,
2012), sendo que um r? de pelo menos 0,8 entre um par de polimorfismos de base
unica (SNP) indica que eles estao em alto DL (Hinds et al., 2005).

A frequéncia de polimorfismos genéticos costuma variar em diferentes grupos

étnicos, os quais estdo disponiveis no HapMap project, sendo divididos em
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populacao Africana (YRI), a mais ancestral , apresentando blocos de DL menores
que as demais populagdes (Gabriel et al., 2002), Asiatica (CHB e JPT) e Européia
(CEU). Portanto, é necessario determinar o aparecimento e exatiddo de alelos
especificos nas categorias étnicas para determinar se informacdes derivadas de um
grupo podem ser extrapoladas para outro (Greenstein & Hart, 2002).

Para o gene da IL-6 foram selecionados, nesse estudo, marcadores do tipo
tag SNPs, levando em consideracao a estrutura de DL dos respectivos loci. Foram
considerados marcadores independentes aqueles que, em uma analise pareada,
apresentaram um grau de DL inferior a 0,8, conforme estimado pelo parametro r2, e
para a validacdo por frequéncia, os marcadores deveriam apresentar uma
frequéncia alélica minima (FAM) de 5%.

Foi realizada uma analise fisica, utilizando tag SNPs, que podem capturar a
informacéo de todo gene em termos de variabilidade genética, na qual um tag SNP
representa todos os outros polimorfismos em DL de um bin. Bin, portanto, € uma
sequéncia do gene que apresenta um conjunto de SNPs herdados em bloco (tag
SNPs), por estarem em alto DL (Fig.8). A estratégia de analise de bins representa
uma abordagem de satisfatério custo-beneficio, diminuindo os recursos financeiros e

tempo necessarios para a genotipagem (Liu et al., 2010).
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Fig.8. Polimorfismos no gene IL6. O gene da IL6, na populagdo Yoruba, possui 9
polimorfismos com frequéncia alélica minima de 5%, sendo que o rs2069830 esta
em desequilibrio de ligagdo com o rs2069835, o rs2069838 esta em desequilibrio de
ligacdo com o rs1474347, o 2066992 estda em desequilibrio de ligagcdo com o
rs1524107, o rs2069844 esta em desequilibrio de ligacdo com o rs2069845 e o
rs1554606 e o rs 2069849 esta em desequilibrio de ligagdo com o rs 1548216. Os rs
2069837, rs2069840, rs2069842 e o rs2069843 nao estdo em desequilibrio de

ligagdo com nenhum outro rs.
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2.Justificativa

Mediadores pro-inflamatorios e do metabolismo 6sseo parecem ser o foco de
atencdo neste momento em que a resposta do hospedeiro se mostra determinante
na destrui¢ao tecidual ao redor dos mini-implantes, afetando a sua estabilidade.

Polimorfismos nos genes que codificam citocinas inflamatorias e moduladores
do processo de remodelacdo Ossea podem alterar sua taxa de expresséao,
potencializando sua agao.

Além de identificar fatores de risco a falhas dos mini-implantes, a busca de
marcadores genéticos que permitam a deteccdo de individuos que produzam mais
mediadores inflamatérios frente a estimulos mecanicos ou infecciosos e, portanto,
mais suscetiveis a ocorréncia de perdas e falhas nos mini-implantes, pode permitir
ao profissional adequada selecdo do paciente, melhor planejamento do caso,
estabelecimento de progndstico seguro e instauragao de terapéutica individualizada,
proporcionando o aumento do indice de sucesso dos mini-implantes e tornando esta
alternativa de tratamento cada vez mais previsivel e confiavel.

A hipotese € de que o valor dos parametros clinicos tradicionalmente usados
na determinagdo de progndstico e sucesso terapéutico de procedimentos clinicos
individuais parece estar pelo menos em parte na dependéncia de gendtipos

especificos.
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3.Proposicéao

Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho é investigar a associagéo de aspectos clinicos
e polimorfismos no gene /L6 com a susceptibilidade a perda de mini-implantes para

a ancoragem ortodéntica.

Objetivos especificos

a) Investigar aspectos clinicos envolvidos na perda de mini-implantes para a
ancoragem ortodontica;

b) Analisar a associagao entre tag SNPs do gene /L6 e a perda de mini-implantes;

c) Definir os bins (blocos de desequilibrio de ligagdo) do gene /L6 na amostra de

pacientes do sul do Brasil.
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Abstract

Mini-implant (MI) has increasingly been used for orthodontic anchorage. M| success
may require some osseointegration, which is underlined by host immune-
inflammatory response. Interleukin-6 (IL-6) is a cytokine widely expressed during the
host immune-inflammatory response after a trauma or infection. Polymorphisms
(common variation) in genes of the host response may influence progression and
prognosis of complex traits. However, the approaches have been limited to a few
functional polymorphisms, which do not cover the whole gene extension, probably
losing genetic information. A novel physical approach, using tag SNPs, analyzes all
the gene bins (blocks in high linkage disequilibrium - LD) and may capture the whole
gene information in terms of variability. /L6 gene polymorphisms were associated to
several immune-inflammatory disturbs, including diseases of the oral cavity.
However, no study is available concerning their influence over Ml failure. Thus, the
aim of this study was investigate the association of clinical aspects and /L6 tag SNPs
with loss of Mls for orthodontic anchorage. From 487 patients treated with
orthodontic MIs (NEODENT'™ /mplante Osteointegravel) from 2004 to 2010, 135
subjects both gender, mean age 48.7+£10 (20-76yrs) were divided into two groups: (1)
control group, 104 patients presenting one or more Mls at least for six months in
function, with no loss, and (2) test group, 31 patients, who had lost one or more Mis.
Patients’ gender and age, ethnic group, smoking habits, socioeconomic status,
general medical condition, use of medication, hormone reposition, alcohol
consumption, hygiene habits, Decayed/Missing/Filled Teeth (DMFT) and Community
Periodontal Index Treatment Needs (CPITN) indices were assessed and compared
between the groups. Also, local of installation (maxilla or mandible; buccal, lingual or
alveolar ridge; right or left side), diameter, length, type of neck, type of anchorage,
and type of movement were compared between healthy and lost implants. DNA was
obtained from oral mucosa and the individuals were genotyped for the tag SNPs. The
following clinical parameters were associated with loss of Mls: local of installation
(mandible) and the amount of Mls installed per patients. The risk of losing MIs was
twice as high when installed in the mandible. When the number of Mls installed was
3 or more, the loss of MIs was higher than 50%. In the group with multiple losses, the
percentage of Mls lost increased from 12.5 to 55%, which was interpreted as the first
evidence of the literature suggestive of clusterization for Mls loss. With regard to
genetic aspects, Allele A of rs2069843 (p=0.051) as well as the allele T of rs2069849
(p=0.053) in the recessive model were associated with loss of Mls for orthodontic
anchorage. The tag SNPs rs2069843 and rs2069849 were in complete LD in the
Brazilian population studied, which means that in future studies only one should be
genotyped to represent the corresponding bin. It was concluded that a higher number
of Mls installed and if they are placed in the mandible may impact negatively the
success of MI treatment. Also, a weak signal of association was observed for two
polymorphisms (tag SNPs rs2069843 and rs2069849) located in the 4th intron and
5th exon of IL6 gene, respectively, in complete LD, with loss of Mis. Other studies
with a higher sample size may replicate such an association.
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Anchorage is defined as a “resistance to unwanted tooth movement”. Traditionally,
orthodontists have used teeth, intra-oral appliances, and extra-oral devices, to
guarantee adequate anchorage — minimizing the movement of certain teeth, while
completing the desired movement of others. However, because of Newton’s third law,
“for every action there is an equal and opposite reaction”, there are limitations in our
ability to completely control all aspects of tooth movement; moreover, it depends on
patient compliance (Ohnishi et al., 2005). Good anchorage control is a prerequisite to
successful orthodontic therapy (Wu et al., 2009).

Implants are currently used in dentistry and orthopedics. In 1945, authors
proposed the possibility of orthodontic anchorage using implants (Gainsforth and
Higley, 1945), but, the biologic basis for osseointegration was provided by pioneering
work of Branemark (Branemark et al., 1969). Since then, dental endosseous implants
have been successful in clinical practice for replacing missing teeth (Adell et al.,
1990) and for orthodontic anchorage (Roberts et al., 1990, Turley et al., 1988).

The clinical advantages of skeletal anchorage over dental and extra-oral
anchorage are absolute stability and independence from patient compliance (Chung
et al., 2011, Park et al., 2006). Skeletal anchorage has been used as onplants (Block
and Hoffman, 1995), osseointegrated implants in the palatine suture (Wehrbein and
Diedrich, 1993), zygomatic ligatures (Melsen et al., 1998), mini-plates (Umemori et
al., 1999), and mini-implants(Kanomi, 1997).

Mini-implants (MIs) were introduced as a simple alternative for orthodontic
anchorage (Kanomi, 1997).They are small, can be used in a variety of host sites,
insertion is a minimum traumatic procedure, and can be immediately loadable
(Deguchi et al., 2003). Other advantages include withstanding orthodontic forces;

applicability at any type of treatment, including interceptive therapy; shorter treatment
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time, with no need to prepare dental anchorage; not requiring compliance; being
biocompatible; having low cost (Carano et al., 2005), and can be used to maintain
edentulous space after active orthodontic treatment (Jeong et al., 2011).

Osseointegration can occur around screws (Lee et al., 2010) and stabilization
can be maintained, even under early loading (Melsen and Costa, 2000, Kim et al.,
2005, Chen et al., 2010, Chen et al., 2009). Histological studies in animals have
shown that osseointegration of Ml titanium is lower than half the conventional dental
implants (Melsen and Costa, 2000, Deguchi et al., 2003). Incomplete
osseointegration represents a distinct advantage in orthodontic applications, allowing
effective anchorage with easy insertion and removal (Carano et al., 2004). Mini-
implants, used as orthodontic anchorage should be loaded early to reduce treatment
time and should be removed after treatment (Park et al., 2006). Immediate loading
does not inhibit osseointegration of Mls but stimulates bone adaptation (Chen et al.,
2009).

With more patients being treated with screw implants as anchorage, factors
underlying their success rates are gathering attention. While for dental implants there
is success over 90% (Albrektsson et al., 1986, Adell et al., 1990) the success rates
for Mls vary from 37 to 100% (Moon et al., 2010, Miyawaki et al., 2003, Cheng et al.,
2004). The rates differ because there are significant differences between the Mls and
prosthetic implants, such as the duration of use, patient age, level, and direction of
the applied force and placement site (Moon et al., 2008).

Inflammation surrounding implants is a crucial physiopathological process that
allows elimination of local tissue damage and substitution for a viable tissue. An
augmentation of the inflammatory process is directly related to the quantity of tissue

that may be substituted (Thomas and Puleo, 2011). A complete stabilization between
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pins and surrounding bone is required to achieve a successful osseointegration. After
the bone regeneration process, stability reaches the maximum value when the
osseointegration is achieved.

Interleukin-6 is a 26 KDa pleotropic inflammatory cytokine produced by many
cell types, including fibroblasts, monocytes, adipocytes, and endothelial cells
(Monaco et al., 2004, Dienz and Rincon, 2009). Characterization of IL-6 revealed a
multifunctional cytokine that is involved not only in immune responses but also in
hematopoiesis, inflammation, and bone metabolism. In addition, this cytokine also
acts synergistically with IL-18, inducing bone resorption (Ishimi et al., 1990).
Moreover, IL-6 makes significant contributions to such autoimmune and inflammatory
diseases as rheumatoid arthritis (Hirano, 2010), endothelial damage and initiation of
atherosclerotic event (Dienz and Rincon, 2009, Rauramaa et al., 2000), psoriasis
(Grossman et al., 1989), chronic anemia (Marti and Scheinberg, 2009), gingivitis
(Atilla and Kutukculer, 1998), and periodontitis (Kamagata et al.,, 1989). The
understanding of IL-6 has paved the way for new therapeutic approaches for
autoimmune and inflammatory diseases (Hirano, 2010).

Polymorphisms are gene sequence variations whose minimum allele
frequency is higher than 1% in the population and are distributed throughout the
entire genome (Chiba-Falek and Nussbaum, 2001). Single nucleotide polymorphisms
(SNPs) are the most common form of DNA variation in the human genome. We used
a novel genetic approach, genotyping tag SNPs, which are SNPs often highly linked
to others by linkage disequilibrium (LD) forming a bin (a block with strong LD). Tag
SNPs are representative of all other SNPs of a given bin, which reduces genotyping
costs and time (Liu et al., 2010). Besides, this physical strategy is intended to capture

the information of the whole gene, further than single functional SNPs. In this context,
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the purpose of this study was to investigate the association of clinical aspects and

polymorphisms (tag SNPs) in the /L6 gene with mini-implant failure.

Methods

Study Population

A total of 487 patients were treated with orthodontic mini-implants (NEODENT!™
Implante Osteointegravel) in Latin-American Dental Research Institute (ILAPEO),
Curitiba, PR, from 2004 to 2010, and examined by chart review. From these, 196
(40.2%) patients were included (18 years or older, living in metropolitan area of
Curitiba, who accepted participating in the study). One hundred forty-eight patients
(n=148) signed a consent form within a protocol approved by an Institutional Review
Board, after being advised of the nature of the study (approved by the Ethical
Committee in Research at PUCPR, protocol 5693/10 CEP-PUCPR). Eight patients
with syphilis, current pregnancy or lactation were excluded.

Then, our study was composed of 135 subjects, both genders, mean age
48.7+10, range 20-76 (Table 1):

1. Study group (S), 31 patients presented at least one mini-implant lost,

2. Control group (C), 104 patients without any mini-implant lost, in function for

at least 6 months.

Brazilian population is heterogeneous. Recent article have not recommended
grouping Brazilians into ethnic groups bases on color, race, and geographical origin
because Brazilian individuals classified as white or black have significantly
overlapping genotypes, probably due to miscegenation (Parra et al., 2003).

Subjects were recalled and answered a personal, medical, and dental history

anamnesis, as well as their socioeconomic profile, according to Brazilian

30



Socioeconomic Classification Criteria, data from 2009 (ABEP, 2003). Patients’ gender
and age, smoking habits, socioeconomic status, general medical condition, use of
medication, hormone reposition, alcohol consumption, hygiene habits, and Decayed/
Missing/Filled Teeth (DMFT) and Community Periodontal Index Treatment Needs
(CPITN) indices were assessed. CPITN is a numerical rating scale for classifying the
periodontal status of a person or population with a single figure which takes into
consideration prevalence as well as severity of the condition. It is based upon probe
measurement of periodontal pockets and on gingival tissue status. The index was
proposed by World Health Organization (WHO), in 1977, to evaluate populations
periodontal treatment needs. Periodontal indices were recorded in index-teeth using
a conventional U.N.C periodontal probe (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). All clinical

data were collected by one examiner (A.M.R).

Analysis of MI clinical parameters
The mini-implants (NEODENT!™ /mplante Osteointegravel) used in the study were
conical, titanium grade V, smooth surface, self drilling and immediately loaded.

A total of 311 MIs were installed in 135 patients (control and study).
Independently on the group, the placed Mis were classified as healthy (H; n= 272) or
lost (L; n=39).

The following clinical characteristics were assessed and compared between H
and L: local of installation (maxilla or mandible; vestibular, lingual or alveolar ridge;
right or left side), diameter, length, type of neck, type of anchorage, type of

movement.
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DNA collection and purification

The individuals undertook a mouthwash after 1 min, containing 5 ml 3% glucose.
Following mouthwash, a sterile wood spatula was used to scrape buccal mucosa
(Trevilatto and Line, 2000). The tip of the spatula was then shaken into the retained
mouthwash solution. Oral epithelial cells were pelleted by centrifugation at 2000 rpm
for 10 min. The supernatant was discarded and the cell pellet resuspended in 1.300
ml of extraction buffer [10 mM Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM EDTA, 0.5% SDS]. Ten pl
proteinase K (20 mg/ml) were added to the solution, being left overnight at 65°C.
DNA was purified by adding ammonium acetate 10 M, precipitated with isopropanol
and resuspended with 50 ul Tris 10mM (pH 7.6) and EDTA 1 mM (Aidar and Line,

2007).

IL6 tag SNPs analysis
IL6 gene tag SNPs were selected according to the information available at the

International HapMap Project website, release 24 (http//www.hapmap.org). All

selected markers presented a minimum allele frequency (MAF) of 0.05 in YRI
(Yoruba in Ibadan, Nigeria) population. The cutoff parameter to define LD between
two markers was a multimarker r2>0.8. Following these criteria, the following tag
SNPs were included: rs2069835, rs2069837, rs2069838, rs1524107, rs2069840,
rs2069842, rs2069843, rs2069845, and rs2069849 (Fig. 1). Patients were genotyped
for the tag SNPs by the technique of real-time PCR (Applied Biosystems 7500 Real-
Time PCR System) with the use of TagMan™Genotyping Master Mix technology

(Applied Biosystems) (Lee et al., 1993).
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Statistical analysis

Nominal variables were expressed as frequencies and percents. To assess
association between binary variables, Fisher’'s exact test was used. Continuous
variables were primary classified by distribution as normal or non-normal. Normal
continuous variables were analyzed by Student t-test and non-normal by U-Mann-
Whitney test. Genetic models association between markers (tag SNPs) and mini-
implant loss were assessed as follows: i) additive model — tested by binary logistic
regression and ii) dominant or recessive models were tested by Fisher’s exact test.
Haploview software (Barrett et al., 2005) was used to analyze LD between the nine
tag SNPs (bins). Haplotype association analysis and p-values were calculated using
THESIAS test. Odds Ratio (OR) estimation and Confidence Interval (Cl) were used

when possible.

Results

Patient clinical findings
Out of 135 patients who had Mls placed, 31 patients presented at least one mini-
implant lost, corresponding to 23% of the sample and, of these, 8 patients had
multiple losses (more than two mini-implants lost per patient), corresponding 5.9% of
all patients included.

No statistically significant differences were observed in gender and age, ethnic
group, smoking habits, socioeconomic status, general medical condition, use of
medication, hormone reposition, alcohol consumption, hygiene habits, DMFT and

CPITN indices (Table 1).
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Significant differences were found in the number of Mls installed per patient
(p=0.001) (Table 1). When the number of mini-implants installed was 3 or more, the

loss of MIs was higher than 50%.

Mini-implant clinical findings

311 mini-implants (NEODENT'™ I/mplante Osteointegravel) were installed in 135
patients, from which 39 were lost, corresponding to 12.5% (39/311). In the group with
multiple losses (n=8), the percentage of mini-implants lost increased to 55% (16/29).

When comparing healthy (H; n=272) and lost (L; n=39) Mls, significant
difference was found between maxilla and mandible (p=0.025).

In the mandible, there was a higher prevalence of lost mini-implants (25/143,
17.5%) than in the maxilla (14/165, 8.5%). The Odds Ratio (OR) was 2.29 (Cl 95%,
1.14-4.59) (Table 2).

No differences were observed in position (vestibular, lingual or alveolar ridge),
side of installation (right or left side), diameter, length, type of neck, type of

anchorage, and type of movement (Table 2).

Analysis of IL 6tag SNPs

The allele frequencies of the 9 tag SNPs were consistent with the assumption of
Hardy-Weinberg equilibrium in the control population sample. Borderline differences
were found between the groups for the rs2069843 and rs2069849. Allele A of
rs2069843 (p=0.051) as well as the allele T of rs2069849 (p=0.053) were associated
with loss of mini-implants for orthodontic anchorage in the recessive model (Table 3).

The tag SNPs rs2069843 and rs2069849 were in complete LD (Fig. 2). Allele T the
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tag SNP rs2069835 (p=0.090) and allele C of the rs2069838 (p=0.067) in the additive

model had also a borderline signal of association with mini-implant loss (Table 3).
Regarding patients who had multiple losses, the allele C for tag SNP

rs2069840 had a weak signal of association with protection against multiple loss of

mini-implants in the recessive model (p=0.062).
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Discussion

Mini-implant failure is a complex trait. As a multifactorial process, several aspects
may influence the success of treatment with mini-implants for orthodontic anchorage.

Although some controversy, clinical variables of Mls, such as i) design, type,
diameter (Park et al., 2006), length (Miyawaki et al., 2003, Cheng et al., 2004, Park
et al., 2006), surface characteristics and treatment (Moon et al., 2010); ii) local host
factors, such as anatomical location, soft tissue emergence (Park et al., 2006, Moon
et al., 2010, Chaddad et al., 2008); iii) general host factors such as age, and sex
(Miyawaki et al., 2003, Cheng et al., 2004, Moon et al., 2010, Park et al., 2006), and
iv) management factors, such as angle of placement (Park et al., 2006), onset and
method of force application, oral hygiene (Miyawaki et al., 2003, Park et al., 2006),
ligature wire extension, and exposure of screw head (Park et al., 2006) did not
impact M| success. On the other hand, host related variables, such as mobility, the
right side (Park et al., 2006), mandible (Cheng et al., 2004, Park et al., 2006),
proximity of the root (Kuroda et al., 2007b), high mandibular plane (Miyawaki et al.,
2003, Moon et al., 2010), systemic alterations in the bone metabolism, medication,
heavy smoking (Melsen, 2005), absence of keratinized mucosa (Cheng et al., 2004,
Viwattanatipa et al., 2009), and inflammation (Viwattanatipa et al., 2009, Miyawaki et
al., 2003, Park et al., 2006) as well as and Mls characteristics, such as diameter up
to with 1 mm (Miyawaki et al., 2003), and operators learning curve (Kim et al., 2010,
Oh et al., 2011) have shown significant influence in success rates.

In our study, we had a high success rate of 87.5%, similar to other studies
(Park et al., 2006, Miyawaki et al., 2003, Kuroda et al., 2007a, Kim et al.,
2010).Usually the Mls are used in younger patients (Carano et al., 2005). It was

found slightly lower success rate in patients younger than 20 years old (Miyawaki et
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al., 2003, Chen et al., 2007). It was also found that the maxillary and mandibular
cortical bones at commonly used MI placement sites are thicker in adults than in
adolescents (Farnsworth et al., 2011). In our study, the mean age in the control group
(48.69£10.31) and in the study group (48.77+9.11) was higher than that usually found
in the literature because the patients selected were being prepared for prosthetic
implant treatment. The high rate of success obtained in our study is possibly due to
the increased mean age of the patients.

In the present study, no significant differences were observed between the
groups for the clinical variables, with the exception of the number of installed Mis.
The higher the number of Mlis installed the greater was the loss rate. This fact may
be partially explained by anatomical reasons that could influence the angle of
installation and incidence of mechanical forces or by increased inflammation caused
by the sum of surgical trauma which could impair Ml stability.

In relation to the clinical findings for Mls, position and side of installation,
diameter and length, type of neck, type of anchorage, and type of movement did not
show any significant difference between the healthy and lost Mls. In our study, there
was a higher prevalence of lost Mis in the mandible (64.1%). Our results showed that
the risk of losing MIs was more than twice as high when installed in the mandible.
Other studies also found a higher proportion of loss in the mandible (Cheng et al.,
2004, Chen et al., 2007). The mini-implants used were self-drilling, but, if the cortex
was very thick, an initial perforation was made with drill. The absence of keratinized
mucosa around Mls and the posterior mandible (bone in the posterior mandible is
dense and overheating is more likely to occur) significantly increased the risk of
infection and failure (Cheng et al., 2004). Therefore, a thermal change during drilling

might decrease success rate of screw anchorage in the mandible, which has thick

37



cortical bone (Kuroda et al., 2007a, Cheng et al., 2004), as well as might be related
to the surgical difficulty caused by the anatomical structure (Kuroda et al., 2007b).
We could not verify if the installed MIs were inserted in the keratinized mucosa,
because there was not this information in the clinical records.

The mini-implant could fracture on installation or removal (Melsen, 2005, Park
et al., 2006). In our study, only two Mls, out of 311, fractured (0.64%), but there was
no information if it occurred during placement or removal.

Environmental and genetic factors interact with clinical variables to influence
aspects of complex traits (Schutte and Murray, 1999, Muhle et al., 2004). This could
be the case of mini-implant loss. In the group with multiple losses, the percentage of
mini-implants lost increased from 12.5 to 55%. Groups of individuals seem to
concentrate high levels of implant failure (Montes et al., 2007, Weyant and Burt,
1993), but, to the authors’ knowledge, this is the first evidence of the clusterization
phenomenon in Mls loss for orthodontic anchorage.

Increased levels of immune-inflammatory mediators may result in an
exacerbated inflammatory response, which can compromise the osseointegration
process and induce implant loss (Salcetti et al., 1997, Nowzari et al., 2008).This
study aimed to investigate the association of SNPs in IL6 gene, together with clinical
factors, with mini-implant loss. It is worth mentioning that /L6 is considered a
functional candidate gene due to its potential involvement in the physiopathological
mechanisms underlying osseointegration process. Thus, this new physical tag SNP
approach, which analyzes all the gene bins, may capture the whole gene information
in terms of genetic variability. Several algorithms have been used to calculate LD
blocks by selecting a minimum number of SNPs to achieve maximum gene

coverage, thus leading to smaller tag SNP sets. Nowadays, the algorithm used by
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the Hapmap browser is based on the correlation index (r?), which calculates LD
between tag SNPs and uncollected SNPs, characterizing the bins. We chose Yoruba
(YRI) population instead of the Caucasian, Utah population from Western and
Northern European ancestry (CEU) because the YRI is older than the CEU. The
Brazilian population is mixed and genetic background data could be more completely
assessed if we used the YRI population. Yoruba population is expected to have more
bins (and consequently more tag SNPs) than CEU. The reduced sample size and the
low MAF may have impacted the significance of the results in the case of rs2069843
and rs2069849 (which were in high LD, r2=90%). While rs2069843 is located in the
4th intron, rs2069849 is situated in exon 5, however, the codon TTC or TTT results in
the definition of the same residue Phe. It is worth mentioning that if we had chosen
the CEU population we would have missed the information from those two genetic
markers. New studies with increased sample size should be conducted to confirm
whether this association does exist.

In summary, a higher number of Mls installed and the mandible are associated
with MI treatment failure. Also, a weak signal of association was observed for two
polymorphisms (tag SNPs rs2069843 and rs2069849) with loss of MIs.The tag SNPs
rs2069843 and rs2069849 were in complete LD in the Brazilian population studied,
which means that in future studies only one should be genotyped to represent the
corresponding bin. Other studies with a higher sample size may replicate such an

association.
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Table 1. Results of univariate analyzes, considering the clinical variables for groups control and

study.
i Univariate
Patients Data Control Group Study Group
p-value OR (CI 95%)
n=104 % n=31 %
Gender
Male 29 27.9 ! 226 g4 1.33 (0.52-3.41)
Female 75 721 24 77.4
Age 48.69 + 10.31 48.77 £ 9.11 0.968
Ethnic Group
Caucasian . 73 70.2 22 71.0 1.000* 0.96 (0.40-2.33)
Non-Caucasian 31 29.8 9 29.0
Smoking habits 26 25.0 12 38.7 0.172* 1.89 (0.81-4.42)
Socioeconomic status
A1/A2/B1 81 77.9 22 71.0 0.473* 1.4 (0.58-3.56)
B2/C/D 23 221 9 29.0
General medical condition 61 58.7 19 61.3 0.838* 1.12 (0.49-2.54)
Hormony reposition 7 6.7 3 9.7 0.696* 1.48 (0.36-6.12)
Alcohol consumption 40 38.5 14 45.2 0.536* 1.32 (0.59-2.96)
Use of medication
Drugs within 3 mouths 52 50 15 48.4 1.000* 0.94 (0.42-2.09)
Drugs of continuos use 44 42.3 18 58.1 0.152* 1.89 (0.84-4.26)
Hygiene habits
Brushing daily over 3 times 90 86.5 24 77.4 0.260* 0.53 (0.19-1.47)
Dental floss use 97 93.3 28 90.3 0.696* 0.67 (0.16-2.78)
Monthwash 98 94.2 30 96.8 1.000* 1.84 (0.21-15.87)
DMFT
up to 10 8 7 2 6.5 1.000* 1.21 (0.24-6.01)
more than 10 96 92.3 29 93.5
CPITN
zero 66 635 17 %48 4407 1.43 (0.63-3.22)
1,2and 3 38 36.5 14 452
Number of installed mini-
implants per patient
up to 1 27 26.0 0 0.0 0.001*
more than 1 77 74.0 31 100.0

* Fisher's exact test

Student t-test
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Table 2. Clinical findings for all mini-implants (n=311).

Univariate
Local MI Data Health MI Group Lost Ml Group p-value OR (CI 95%)
n=272 % n=39 %
Jaw of installation 269 98.90 39 100.00
Maxilla 151 91.52 14 8.48 -
Mandible 118 82.52 25 17.48 0.025 2.29 (1.14-4.49)
Position of installation 269 98.90 39 100.00
Buccal 196 87.11 29 12.89
Lingual 42 89.36 5 10.64 0.890*
Alveolar ridge 31 86.11 5 14.89
Side of installation 166 61.03 17 43.58
Right 95 88.79 12 11.21 0.316*
Left 71 93.42 5 6.58
Diameter (mm)w 272 100.00 39 100.00
1.3 36 85.71 6 14.29 -
1.6/2.0 236 87.73 33 12.27 0.802
Length (mm)* 272 100.00 39 100.00
5.0 9 90.00 1 10.00
7.0 145 86.83 22 13.17 .
9.0 82 87.23 12 12.77 0.948
11.0 36 90.00 4 10.00
Type of neck € 272 100.00 39 100.00
CB (low neck) 116 89.92 13 10.08
CM (middle neck) 125 85.62 21 14.38 0.542*
CA (high neck) 31 86.11 5 13.89
Type of anchorage 220 80.88 31 79.49
D|r§ct 177 88.50 23 11.50 0.474%
Indirect 43 84.31 8 15.69
Type of movement 233 85.66 35 89.74
Intrusion 123 90.44 13 9.56
Verticalization 54 79.41 14 20.59 0.109*
Forward 17 80.95 4 19.05
Backward 39 90.70 4 9.30

**Fisher's exact test

* Pearson Chi-Squared test

¥ diameter of 1.6 mm was used in 85% of the cases, 1.3 mm in 13.50%, and 2.0 mm in 0.64%
¥ length of 5 mm was used in 2.89% of the cases, 7 mm in 53.70%, 9 mm in 30.23%, and 11 mm in 11.57%

€ middle neck was used in 46.95% of the cases, low neck in 41.48%, and high neck in 9.96%
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Table 3. Results of univariate analyses of IL6 tag SNPs between control (n=104) and study (n=31) groups.

Gene tag SNP Variation %de. Genetic Groups " Genotype (%) Univariate .
[1/2] genotyping Model omozygous 1 Heterozygous Homozygous 2 p-value OR (C1 95%)

T L B

IL6  rs2069835  [T/C] 1000 Dominant' ggg;d 13014((1100098) 85818 ;
Recessive? ggg;c" 23%22:2; 1?82;‘) 0.118*  0.20 (0.03 - 1.56)

e S S8 mea o

L6  rs2069837  [A/G] 1000 Dominant' g&rg;ol 13014((1100098) 858:8; -
Recessive? gzj’g;o' gg gg:g; 2;(%942)) 1.000*  0.95(0.34 - 2.61)

e S0 o8 e’ one oy

L6  rs1524107  [C/T] 99.3 Dominant’ gﬁﬂ;;o' 13013((1100098) ggg:gg -
Recessive? g&'g;c" a gg:g; 2:((12;;1)) 1.000° 0.8 (0.32 - 2.42)

Il LT R R

L6  rs2069838  [C/T] 993  Recessive? g&?};"' 13013((11000%0)) 888% -

Dominant' g&'g;o' 1gg E;g_%?) ?Eg:g) 0.231*

e S0 28 wmose " Tawe o,
L6  rs2069840  [C/G] 993 Dominant' ggg;m §3§§§i§§ 1‘1‘82? 0190  0.21(0.03-1.68)
Recessive? g&?};"' ?i Eig:g; ‘:’; Egi:g; 0.684*  1.24 (0.55-2.77)

e S0 i zua " one

IL6  rs2069842  [GIA] 993 Dominant gzj’g;o' 13013((11509’00)) ggg:gi -

B A TR

Bl N TUL R TR

L6  rs2069843  [G/A] 1000  Recessive? g&’g;m 1‘2)3 gg%?) ggg:gi 0.051*
Dominant' ggg;o' %Egg:g; 1§§s1;.17'5) 1.000*  0.82(0.22-3.12)

1 T R
L6  rs2069845  [A/G] 1000 Recessive? g&’g;(" 23 Eg?:?g 1;((1129'96)) 0.747*  1.25(0.37 - 4.25)
Dominant’ ggg{,d jg gg?; ?g Egigg 0.681*  1.26 (0.55- 2.85)

e 0 B8 0se"Tone oy

IL6  rs2069849  [C/T] 985  Recessive’ g&?};"' 123 E;g%?) gﬁg:g; 0.053*
Dominant' gﬁﬂ;;o' ggggg:g; 130((:78)) 1.000*  0.99 (0.25- 3.83)

* Fisher's exact test two-sided

§ Binary logistic regression model
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Fig. 1. IL6 gene and the corresponding bins, whose SNPs present a minimum allele
frequency (MAF) of at least 0.05. The SNP rs2069835 (MAF 0.059) was in LD with SNP
rs2069830, rs2069837 (MAF 0.100) is a singleton, rs2069838 (MAF 0.004) was in LD with
SNP rs1474347, rs1524107 (MAF 0.104) was in LD with SNP rs2066992, rs2069840 (MAF
0.313) is a singleton, rs2069842 (MAF 0.007) is a singleton, 2069843 (MAF 0.063) is a
singleton, rs2069845 (MAF 0.344) was in LD with SNP rs1554606 and rs2069844, and

rs2069849 (MAF 0.056) was in LD with SNP rs1548216 .
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Fig. 2. Analysis of linkage disequilibrium (LD) between /L6 tag SNPs. The number inside
squares indicates the proportion of LD in %. The intensity of the color inside the squares
reflects the LD between two loci: the darker intensity represents the highest LD between

SNPs (r?>80).
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5.Concluséao

Em resumo, conclui-se que:

1) Em relacdo aos aspectos clinicos, a base 6ssea mandibular e a
quantidade de mini-implantes instalados por paciente foram associados com a perda
de Mls para ancoragem ortodéntica.

2) Em relagdo aos aspectos genéticos, o alelo A do rs2069843, e o alelo T
do rs2069849 estiveram fracamente associados com a perda de mini-implantes para
a ancoragem ortodéntica.

3) O rs2069843 e rs2069849 estiveram em completo desequilibrio de ligagéo
na populagao estudada, podendo somente um deles ser utilizado no estudo de bins

na populagao brasileira.
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Anexos
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Telefone Celular Telefone Recado

Data de Nascimento

Perfil Sécio-econdmico

Quantidade de itens

Televisdo em cores o__ | 1 28 | 3 | > |
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Freezer (aparelho

independente ou parte da 0 1 2 3] >4

geladeira duplex)

Grau de instrugao do chefe da familia D até 3° série do fund. D 42 série do fund. (priméario completo)
D Fund. completo (antigo ginasio) D Médio completo (antigo colegial)

D Superior completo
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Histérico Médico

Data da ultima consulta médica

Esta em tratamento médico?

Fez algum tipo de cirurgia?

Doengas

Diabetes

Hepatite

HIV

Sifilis

Febre Reumatica
Tuberculose

Doencgas Renais
Doencgas Respiratérias
Doencas Cardiacas
Doencgas Gastrointestinais
Doencas Reumaticas
Doencas Sanguineas
Doencas Auto Imunes

Hipertenséo

Faz uso de medicagdo continua?

Medicagdo nos ultimos 3 meses
Antibidticoterapia
Antiinflamatérios

Corticdides

Antidepressivos

E alérgico a algum medicamento?
Fumante?

Ex-fumante?

Consome bebida alcéolica?

Faz reposicdo hormonal?

Se paciente do sexo feminino

Pa

ciente_

sim

sim

sim

sim

sim

sim

sim_|
sim

sim__|
sim__|
sim__|
sim__|
sim

sim

[Jsim_nso

sim
sim
sim

sim__|

sim__|
sim__|

sim

sim

sim

Ano

_Familiar
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim
sim

sim

sim

Quantidade de cigarros?

A quanto tempo parou?

Qual Especialidade?

s de 1 gra

nédo

Frequéncia?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

Qual?

D Gravida | Lactante Faz uso de anticoncepcional |sim | néo
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Histérico Odontolégico

Data da ultima consulta odontolégica

Esta em tratamento Odontolégico? |Period. |néo

Habitos de higiene oral

Escovacéo

Fio dental

Enxaguatério

D até uma vez ao dia
D até uma vez ao dia
D até uma vez ao dia

més D ano |

Qual Especialidade?

Quar [ 1

Ja fez tratamento periodontal? D sim
I:I sim
Apresenta tratamento endodénticoZl sim
D sim
D sim
D sim
D sim

Gengiva sangra na
escovagao?

Bruxismo

Apertamento dental

Xerostomia

Ardéncia Bucal

indice Comuinitario Periodontal das Necessidades de Tratament« Dentes

17 |:| 26
16 D 27
1 |:| 87
CPOD
Numero de dentes cariados

Numero de dentes perdidos

Numero de dentes restaurados

o OO

Fig.10 Modelo de Ficha Clinica utilizada.

[vao

36|:|
41|:|
46|:|

47|:|

D RAP Supra
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D de uma a trés vezes ao dia mais de trés vezes ao dia
D de uma a trés vezes ao dia mais de trés vezes ao dia

D de uma a trés vezes ao dia mais de trés vezes ao dia

D RAP Cirurgica D Outra

Critérios

Gengiva normal

Sangram. apés sond.. S/célculo e BP<4mr

Célc. sentido e c/BP <4mm

Bolsa Period. com 4 a 5mm

Bolsa Period. > 6mm



