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RESUMO 

 
 

A reabsorção radicular externa inflamatória (RREI) é um processo patológico definido 
como a perda progressiva de tecido mineralizado radicular, dentina e cemento, 
resultante da combinação entre a lesão às camadas protetoras da superfície externa 
da raiz e a presença de microrganismos no interior do sistema de canais radiculares. 
Estudos clínicos demonstraram o papel da idade e de fatores relacionados ao manejo 
e tratamento do dente avulsionado na etiopatogenia e evolução das RREI após 
reimplantes. Entretanto, não existem informações sobre a interação destes fatores, 
bem como poucos estudos avaliaram a influência do perfil genético e imunológico do 
paciente no padrão de cicatrização após reimplantes dentários. O presente estudo 
objetivou (1) avaliar a interação de fatores prognósticos para o desenvolvimento da 
RREI após o reimplante de dentes permanentes, bem como (2) investigar o papel da 
epigenética nos processos imunomediados das RREI pós-traumáticas. Para estudo 
dos determinantes clínicos e suas interações, o universo da pesquisa envolveu 427 
pacientes (idade média de 12,6 anos) portadores de 581 dentes permanentes 
reimplantados, com rizogênese completa no momento do trauma, tratados na Clínica 
de Traumatismos dentários da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de 
Minas Gerais entre 1994 e 2018. Dados relativos à idade do paciente no momento do 
trauma, grau de rizogênese, condições de armazenamento e período extra alveolar 
do dente avulsionado, uso de antibioticoterapia sistêmica, tempo decorrido entre o 
reimplante e o início da terapia endodôntica radical (TER) e a duração do período de 
imobilização foram coletados dos prontuários dos pacientes. Tomadas radiográficas 
realizadas na consulta de início do TER foram utilizadas para diagnóstico da atividade 
de reabsorção. Sinais radiográficos de RREI foram encontrados em 80,7% da amostra 
(469 dentes). Os resultados demonstraram que a idade do paciente no momento do 
trauma e o tempo decorrido até o início do TER representaram importantes fatores 
prognósticos para a ocorrência de RREI. Além disso foi observada uma interação 
quantitativa entre estas duas variáveis uma vez que o aumento na idade do paciente 
atenuou significativamente o efeito do tempo até o início da terapia endodôntica. Este 
resultado inédito evidencia a maior vulnerabilidade do paciente mais jovem e enfatiza 
a importância de se considerar estas duas covariáveis conjuntamente durante a 
tomada de decisão clínica. Para o estudo epigenético, o perfil de metilação do DNA 
de 22 genes envolvidos na resposta imune foi avaliado em um pool de 08 amostras 
de fragmentos radiculares de dentes reimplantados portadores de RREI, indicados 
para exodontia. O grupo controle consistiu em um pool de 06 amostras de tecido ósseo 
saudável coletado durante a extração cirúrgica de dentes impactados. Os padrões de 
metilação do DNA dos 22 genes foram quantificados utilizando EpiTect Methyl II 
Signature Human Cytokine Production PCR Array. Os resultados do estudo da 
epigenética revelou que o pool de amostras com RREI apresentou nível mais alto de 
metilação do DNA na região promotora da FOXP3, em comparação com o pool de 
osso normal (65,95% e 23,43%, respectivamente). Esta é a primeira evidência de uma 
possível participação de eventos epigenéticos na modulação da RREI e especula-se 
se o padrão hipermetilado da FOXP3 poderia estar relacionado à presença da 
infecção endodôntica. 
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ABSTRACT 

 
 

Evaluation of Clinical Determinants and DNA Methylation profile in Inflammatory 
External Root Resorption in Replanted Permanent Teeth  

 
 

Inflammatory external root resorption (IERR) is a pathological process defined as the 
progressive loss of root mineralized tissue, dentin and cement, resulting from both: 
damage to the protective layers in the root external surface and the presence of 
endodontic infection inside the root canal. Clinical studies have demonstrated the role 
of age and factors related to the management and treatment of avulsed teeth in the 
etiopathogenesis and progression of RREI. However, there is no information on the 
interaction of these factors and few studies have evaluated the influence of the 
patient's genetic and immunological profile on the healing pattern after dental 
replantation. The present study aimed to (1) evaluate the interaction of prognostic 
factors for the development of RREI after replantation of permanent teeth, as well as 
(2) to investigate the role of epigenetics in the immunomediated processes of post-
traumatic RREI. To study the clinical determinants and their interactions, the sample 
comprised 427 patients (mean age 12.6 years) with 581 replanted mature permanent 
teeth treated at the Dental Trauma Clinic of the Faculty of Dentistry from the Federal 
University of Minas Gerais between 1994 and 2018. Patients' records were evaluated 
to collect data such as patient's age at the time of the trauma, storage conditions and 
extra alveolar period of the avulsed tooth, systemic antibiotic therapy prescription, time 
elapsed between reimplantation and onset of endodontic therapy (TER) and splinting 
timing. The presence and index of IERR was assessed radiographically at the visit of 
pulpectomy. Radiographic signs of IEER were found in 80.7% of the sample (469 teeth) 
and were absent in 19.7% of cases (112 teeth). The results showed that the patient's 
age at the time of the trauma and the time that elapsed until the beginning of TER 
represented important prognostic factors for the occurrence of RREI. In addition, a 
quantitative interaction was observed between these two variables since the increase 
in the patient's age significantly attenuated the effect of time until the beginning of 
endodontic therapy. This is an original result that highlights the greater vulnerability of 
the younger patients and emphasizes the importance of considering these two 
covariates together during clinical decision-making. For the epigenetic study, the DNA 
methylation profile of 22 genes involved in the immune response was evaluated in a 
pool of 08 samples of root fragments of replanted teeth with RREI, referred to 
extraction. The control group consisted of a pool of 06 samples of healthy bone tissue 
collected during surgical extraction of impacted teeth. The DNA methylation pattern 
was quantified using EpiTect Methyl II Signature Human Cytokine Production PCR 
Array. The results of the epigenetics study revealed that the sample pool with RREI 
showed a higher level of DNA methylation in the FOXP3 promoter region, compared 
to the normal bone pool (65.95% and 23.43%, respectively). This is the first evidence 
of a possible participation of epigenetic events in the modulation of RREI and it is 
speculated whether the hypermethylated pattern of FOXP3 could be related to the 
presence of endodontic infection. 

Keywords: Tooth replantation. Inflammatory external root resorption. Epigenetics. 
DNA methylation 
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1 CONSIDERAÇÕES INICIAIS  

 

 

As Reabsorções Radiculares Externas pós-traumáticas (RRE) - Reabsorção 

Radicular Externa por Substituição (RRES) e Reabsorção Radicular Externa 

Inflamatória (RREI) - constituem-se a sequela mais frequente após o reimplante de 

dentes permanentes avulsionados, com prevalências relatadas na literatura entre 13% 

e 94% (SOUZA et al., 2018).  A lesão à camada cementoblástica e às fibras do 

ligamento periodontal (LP), decorrentes do evento traumático e das condutas 

emergenciais e clínicas adotadas no momento do acidente, são os fatores 

desencadeantes que estabelecem condições propícias à atividade reabsortiva, uma 

vez que expõe as áreas mineralizadas da raiz à ação das células clásticas. No entanto, 

a ação destas células sob a superfície radicular requer estimulação contínua, ou seja, 

na ausência de um fator de manutenção que continuamente mantenha o estimulo para 

osteoclastogênese, a reabsorção radicular será transitória e o reparo tecidual poderá 

ocorrer pela aposição de fibras periodontais recém-formadas e cemento reparador nas 

lacunas reabsortivas (HAMMARSTRÖM et al., 1989; TRONSTAD, 1988).  

Na etiopatogenia da RRES, a perda do LP e da camada cementoblástica 

resulta em união direta do osso alveolar com a superfície radicular. Ao perder a 

camada cementoblástica e uma vez cessada a inflamação inicial responsável pela 

remoção dos restos necróticos do LP, a superfície radicular desnuda é colonizada por 

osteoblastos e osteoclastos, normalmente presentes no osso medular, que competem 

para repovoá-la. A superfície dentinária da raiz passa assim a integrar o processo de 

remodelação óssea fisiológica, culminando em reabsorção e substituição progressiva 

da estrutura radicular por tecido ósseo (HAMMARSTRÖM et al., 1989).  

No caso das RREI, a camada de cemento e cemento intermediárias atingidas 

pela reabsorção iniciada durante os processos de reparo do ligamento periodontal 

acaba por expor os túbulos dentinários. Considerando que a necrose pulpar é 

esperada na maioria dos casos de avulsão dentária e que o tecido pulpar necrosado 

é extremamente susceptível a contaminação microbiana, a exposição da superfície 

externa da raiz ao ambiente intracanal infectado propicia uma via de acesso para 

bactérias e suas toxinas atinjam a superfície externa da raiz. A combinação de 



16 

 

 

microrganismos presentes no interior do sistema de canais radiculares (SCR) com o 

dano à camada cementoblástica na superfície externa da raiz resulta em RREI que 

pode ser bastante grave e levar a uma rápida perda do elemento dental (ANDREASEN 

AND HJØRTING-HANSEN, 1966; HAMMARSTRÖM et al., 1986; BLOMLÖF et al., 

1988; TRONSTAD, 1988; TROPE, 2011). A presença da infecção endodôntica 

representa um estímulo contínuo e progressivo da atividade osteoclástica, 

amplificando o processo inflamatório, que modifica o curso da resposta tecidual e 

altera o processo inicial de cicatrização (ANDREASEN AND HJØRTING-HANSEN, 

1966a,b; ANDREASEN, 1981a; TROPE, 2011). A participação bacteriana na 

etiopatogenia da RREI é bem estabelecida e foi observada experimentalmente 

(ANDREASEN, 1981a;b; HAMMARSTRÖM et al., 1986; NISHIOKA et al., 1998; 

TROPE et al., 1992) e confirmada clinicamente através da associação direta entre o 

tempo decorrido até a pulpectomia e o desenvolvimento de RREI (BASTOS et al., 

2014; COCCIA, 1980; HINCKFUSS AND MESSER, 2009; KINIRONS et al., 1999; 

STEWART et al., 2008; WERDER et al., 2011). 

A partir do reconhecimento de que a presença de bactérias no ligamento 

periodontal, nos túbulos dentinários ou na polpa são fatores de risco responsáveis 

pelo desenvolvimento de RREI, uma abordagem lógica seria excluir ou limitar a carga 

microbiana durante a fase de cicatrização para otimizar o reparo periodontal. A 

principal forma de controlar a inflamação decorrente da infecção é através da terapia 

endodôntica. Outra fonte de infecção, proveniente do ligamento periodontal e alvéolo 

dentário contaminados, poderia ser controlada pela administração de 

antibioticoterapia sistêmica (ATS). Estudos experimentais em animais mostraram que 

a ATS otimiza a cicatrização e diminui a RREI (GOMES et al., 2015; HAMMARSTRÖM 

et al., 1986;  MELO et al., 2016; SAE-LIM et al., 1998a;b). Entretanto, os benefícios 

da administração da ATS não foram comprovados clinicamente (ANDERSSON AND 

BODIN, 1990; ANDREASEN AND HJØRTING-HANSEN, 1966a; ANDREASEN et al., 

1995; BASTOS et al., 2014; CRONA‐LARSSON et al., 1991; HINCKFUSS AND 

MESSER, 2009; SAE‐LIM AND YUEN, 1997). 

A idade do paciente no momento do trauma também foi descrita como uma 

variável importante na progressão e gravidade da RREI. Está bem estabelecido que 

quanto mais jovem o paciente, maior a taxa de reabsorção (ANDERSSON et al., 1989; 

BASTOS et al., 2014; PETROVIC et al., 2010). Estágios iniciais do desenvolvimento 
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radicular também foram relacionados à rápida progressão da RREI (ANDERSSON et 

al., 1989; ANDREASEN et al., 1995a; KRISTERSON AND ANDREASEN, 1984). Além 

disso, fatores relacionados ao manejo do dente avulsionado, como seu 

armazenamento por longos períodos em condições inadequadas também foram 

associados à ocorrência de RREI após o reimplante (BOYD et al., 2000; KINIRONS 

et al., 1999; PETROVIC et al., 2010). Há ainda evidência clínica da existência de risco 

aumentado para desenvolvimento precoce de RREI em casos de fratura coronária 

concomitante no dente avulsionado (DONALDSON & KINIRONS, 2001).  

Entretanto, a influência destes fatores prognósticos clínicos têm sido 

investigada isoladamente e até o momento não existem informações na literatura 

sobre como estes diferentes fatores interagem influenciando a atividade de 

reabsorção. Além disso, existem poucas informações sobre o papel da resposta do 

hospedeiro na determinação do prognóstico periodontal após o reimplante. Os poucos 

estudos clínicos disponíveis demonstraram que o processo de cicatrização após o 

reimplante pode ser influenciado pelo perfil imunológico do paciente, 

independentemente do manejo e tratamento inicial do dente avulsionado (ROSKAMP 

et al., 2017). 

Evidências sugerem que os mecanismos celulares e moleculares da 

reabsorção dos tecidos dentários são bastante semelhantes aos da reabsorção óssea, 

envolvendo células clásticas morfológica e funcionalmente semelhantes aos 

osteoclastos (PIERCE, 1989; SASAKI, 2003). A osteoclastogênese é um processo 

resultante de interações complexas entre células, receptores e seus respectivos 

ligantes, citocinas e fatores de crescimento, sendo o equilíbrio entre a expressão 

desses componentes considerado o principal mecanismo regulatório da atividade dos 

osteoclastos (BOYCE AND XING, 2008; BOYLE et al., 2003; KATAGIRI AND 

TAKAHASHI, 2002; TAKAYANAGI, 2005; TAKAYANAGI, 2012). Estudos in vivo 

confirmaram que a dinâmica da expressão de citocinas osteo-imunomodulatóras tem 

efetiva participação durante o processo de reparo após o reimplante dental em ratos 

e está associada com a diferenciação de odontoclastos (MANFRIN et al., 2013; 

PANZARINI et al., 2013). Um estudo utilizando tecidos perirradiculares de dentes 

humanos extraídos de pacientes portadores de RREI e RRES após o reimplante 

dentário demonstrou a expressão de mediadores inflamatórios semelhantes àqueles 

da reabsorção óssea, sugerindo que fatores locais que comprovadamente atuam nos 
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processos fisiológicos e patológicos de reabsorção óssea também participam na 

modulação das RRE (BASTOS et al., 2017).  

Neste contexto, o principal mecanismo de indução da RREI está relacionado 

com a capacidade das endotoxinas de bactérias presentes no canal radicular de 

promover a liberação de fatores desencadeadores da atividade osteoclástica à 

semelhança do que acontece na reabsorção óssea periapical em resposta à uma 

infecção endodôntica (GRAVES et al., 2011; NE et al., 1999). Nas lesões periapicais, 

apesar dos microrganismos e seus subprodutos causarem dano direto por meio de 

seus fatores de virulência, os danos indiretos provocados pela própria  resposta 

inflamatória/imunológica nos tecidos perirradiculares são os principais responsáveis 

pela destruição tecidual. Acredita-se que a interação entre antígenos bacterianos e as 

células de defesa do hospedeiro, células inflamatórias e clásticas, que coletivamente 

organizam a atividade de enzimas, citocinas e hormônios também sejam 

determinantes da evolução das reabsorções radiculares (NE et al., 1999; PIERCE, 

1989; SASAKI, 2003). As informações sobre a imunopatologia e os mecanismos 

moduladores das RREI pós-trauma advêm, na sua maioria, de estudos experimentais 

conduzidos in vivo e in vitro (AHN et al., 2016; LIU et al., 2016; MANFRIN et al., 2013; 

PANZARINI et al., 2013; REGO et al., 2011; SAITO et al., 2011; ZHANG et al., 2003).  

A resposta imune de um indivíduo não é influenciada apenas por características 

genéticas. Há um nível adicional de regulação gênica desencadeada por alterações 

epigenéticas. Epigenética é definida como modificações herdáveis na expressão do 

gene que não envolve mudança na sequência de bases nucleotídicas da molécula de 

DNA (ácido desoxirribonucleico) (GOLDBERG et al., 2007). Através de modificações 

nas proteínas histonas ou por meio de alterações químicas na própria molécula de 

DNA, remodelando a cromatina, mecanismos epigenéticos atuam seletivamente 

ativando ou inativando genes. Representam um tipo de regulação gênica capaz de 

alterar o comportamento celular, controlando padrões de expressão gênica durante o 

ciclo celular, desenvolvimento ou diferenciação celular, e que pode interferir na 

variabilidade interindividual da resposta imune e na suscetibilidade a doenças 

(LARSSON, 2017; WILSON, 2008). 

A metilação do DNA é um dos fenômenos epigenéticos mais extensamente 

estudado e melhor caracterizado (GREENBERG AND BOURC’HIS, 2019). A 
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metilação do DNA é caracterizada pela adição covalente de um grupo metil no quinto 

carbono, ou posição 5' do anel citosina, e é catalisada por enzimas denominadas DNA 

metiltransferases (DNMTs). Em mamíferos foram identificadas três DNMTs: DNMT1, 

DNMT3A e DNMT3B. DNMT3A e DNMT3B são consideradas metiltransferases de 

novo, pois podem estabelecer um novo padrão de metilação para DNA não modificado 

(OKANO et al., 1999). Por outro lado, o DNMT1 atua durante a replicação do DNA, 

sendo responsável pela manutenção do padrão de metilação do filamento de DNA 

parental para o filamento recém-sintetizado. Após a replicação do DNA, as duas 

hélices filhas do DNA hemi-metilado contém uma fita metilada e uma fita não metilada. 

A DNMT1 metila as fitas recém sintetizadas reestabelecendo o padrão de metilação 

do DNA parental, assegurando a transferência fiel deste padrão durante as divisões 

celulares, sendo assim considerada uma metiltransferase de manutenção (HERMANN 

et al., 2004). 

Em mamíferos, a metilação ocorre principalmente em dinucleotídeos CG 

(citosina-guanina) ou CpG que são regiões de citosina e guanina ligadas por um grupo 

de fosfato. Ilhas CpG são extensões de DNA de aproximadamente 1000 pares de 

bases as quais apresentam uma densidade CpG maior que o restante do genoma. 

Cerca de 70% dos genes promotores residem em ilhas CpG (MOORE et al., 2013). 

Dinucleotídeos CG metilados interferem diretamente na ligação dos fatores de 

transcrição às suas sequências de reconhecimento. Além disso, regiões do DNA 

metilado adjacente aos sítios promotores dos genes atuam como um sinal de 

recrutamento para proteínas de ligação (MBDs), as quais competem com os fatores 

de transcrição, resultando na repressão transcricional. Estas proteínas de ligação 

(MBDs) por sua vez associam-se a grandes complexos de proteínas contendo 

corepressores e histonas deacetilases. A deacetilação da histona é um mecanismo 

responsável por remover grupos acetil, levando ao enovelamento do DNA. Isto resulta 

em uma cromatina mais compacta a qual é transcricionalmente inacessível. Assim, o 

silenciamento gênico provocado pela metilação do DNA ocorre diretamente 

bloqueando a ligação dos fatores de transcrição ao DNA e indiretamente, uma vez 

que  citosinas metiladas tendem a recrutar histonas deacetilases, favorecendo a 

condensação do DNA e consequente alteração na estrutura da cromatina (ATTWOOD 

et al., 2002; BARROS AND OFFENBACHER, 2009) (Figura 01). 
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Figura 01: Mecanismo de inibição da transcrição gênica por meio da metilação do DNA. 

Fonte: Adaptado de Barros and Offenbacher (2009) 

 

 

Evidências apontam que genes de citocinas envolvidas no processo 

imunológico são alvos de múltiplos eventos epigenéticos, incluindo metilação do DNA 

e modificações de histonas (FITZPATRICKAND WILSON, 2003; NIELSEN AND 

TOST, 2013). A própria resposta inflamatória por si só é capaz de influenciar 

mudanças epigenéticas nas células, levando à repressão ou ativação transcricional 

de múltiplos genes alvo. Em outras palavras, os mecanismos epigenéticos 

desempenham um papel fundamental na iniciação e progressão da inflamação pela 

determinação dos perfis de citocinas em resposta a estímulos ambientais, mas 

também pela regulação dos genes alvo em resposta às citocinas produzidas no 

microambiente (BAYARSAIHAN, 2011). 

Nesse sentido, o papel da inflamação crônica como um potencial estímulo para 

alterar o padrão de metilação local fornece uma área fértil para investigação. No 

campo da odontologia, pesquisas atuais demonstraram o envolvimento da metilação 

do DNA em genes que codificam para citocinas envolvidas no processo inflamatório 

na patogênese da doença periodontal (DE FARIA AMORMINO et al., 2013; DE 
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SOUZA et al., 2014; LARSSON et al., 2015; LARSSON, 2017; LI et al., 2018; 

LINDROTHAND PARK, 2013; SCHULZ et al., 2016; VIANA et al., 2011; ZHANG et al., 

2010; ZHANG et al., 2013). De forma semelhante, diferenças no perfil de metilação 

de genes relacionados à resposta imune parecem ter influência sobre a 

susceptibilidade individual à lesões periapicais inflamatórias, tais como cistos e 

granulomas, e no resultado ao tratamento, através da sua contribuição para expressão 

alterada de genes envolvidos na doença (CAMPOS et al., 2013; CAMPOS et al., 2015; 

CAMPOS et al., 2016; WICHNIESKI et al., 2019). Até o momento, não existem 

informações sobre o papel da regulação epigenética na modulação da resposta imune 

inflamatória do hospedeiro e sua interferência no processo de cicatrização de dentes 

portadores de lesões traumáticas dento-alveolares. 

Cabe ressaltar ainda que patógenos microbianos, incluindo bactérias, vírus e 

seus fatores de virulência, podem atuar induzindo alterações epigenéticas com a 

intenção de contornar os mecanismos de defesa do hospedeiro, favorecendo a 

colonização, o crescimento ou a disseminação microbiana (NILLER et al., 2013). O 

papel da infecção bacteriana e da inflamação tecidual na modulação epigenética de 

algumas doenças orais foi recentemente explorado, as quais mostraram-se capazes 

de induzir modificações epigenéticas nos tecidos pulpares (HUI et al., 2017; MO et al., 

2019) e periodontais (DRURY AND CHUNG, 2015; HOLLA AND BALAJI, 2015; LUO 

et al., 2018). Dessa forma, o estudo de padrões epigenéticos pode fornecer 

informações valiosas sobre como as células respondem à presença de patógenos 

endodônticos, contribuindo para a melhor compreensão dos mecanismos 

imunoregulatórios na progressão da RREI. 

Considerando-se a importância da regulação imunológica nos processos de 

reabsorção dos tecidos mineralizados, a escassez de informações específicas sobre 

o perfil imunoinflamatório do indivíduo na modulação das RREI pós-traumáticas, e 

tendo como parâmetro a participação de eventos epigenéticos em outros processos 

inflamatórios de interesse odontológico, especula-se se estes mecanismos também 

estariam relacionados à patogênese das RREI em dentes reimplantados após a 

avulsão dentária. Estudos desta natureza são de grande relevância, pois podem 

contribuir para compreensão das diferenças interindividuais observadas clinicamente 

e, dessa forma, orientar estratégias terapêuticas específicas. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral: 

Avaliar a atividade de RREI após o reimplante de dentes permanentes avulsionados 

bem como sua associação com determinantes clínicos e epigenéticos. 

 

2.2  Objetivos específicos: 

2.2.1 Avaliar a presença e extensão de RREI em dentes permanentes maduros 

reimplantados após avulsão traumática. 

2.2.2 Avaliar a associação entre a atividade de RREI e possíveis determinantes tais 

como a idade do paciente no momento do trauma, as condições de 

armazenamento e período extra alveolar dos dentes avulsionados, o tempo 

decorrido entre o reimplante e o início da terapia endodôntica, o uso de 

antibioticoterapia sistêmica no momento do reimplante, a duração do período 

de imobilização e a presença de fratura coronária concomitante no dente 

avulsionado. 

2.2.3 Avaliar o padrão de metilação dos genes BCL10, BCL3, FOXP3, HMOX1, 

IL12A, TRAF6, MALT1, SOD1, MAP3K7, TRAF2, STAT5A, INHA, INHBA, 

GATA3, IRF1, SMAD3, IGF2BP2, ELA2, LTB, MYD88, NOD1 e TLR2 em 

dentes permanentes reimplantados após avulsão traumática com diagnóstico 

de RREI e comparar com tecido ósseo normal.
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3 METODOLOGIA EXPANDIDA 

 

 

3.1 FASE I: ESTUDO DOS DETERMINANTES CLÍNICOS DA OCORRÊNCIA RREI 

3.1.1 Seleção da amostra:  

O presente estudo consistiu em uma avaliação transversal da atividade de 

RREI em dentes permanentes reimplantados de pacientes atendidos na Clínica de 

Traumatismos Dentários da Faculdade de Odontologia da UFMG (CTD-FAO-UFMG) 

entre 1994 e 2018. Foram excluídos pacientes que apresentavam alterações 

sistêmicas debilitantes e/ou usuários de fármacos capazes de modificar a resposta 

inflamatória padrão do indivíduo ou interferir no metabolismo ósseo. Para este estudo 

foram incluídos na amostra somente dentes com completo desenvolvimento radicular 

e ápice fechado no momento do reimplante. Além disso, os pacientes não poderiam 

apresentar alterações periapicais de origem endodôntica ou periodontal não 

relacionadas à reabsorção radicular pós-traumática, lesões traumáticas prévias no 

elemento avulsionado, presença de restaurações extensas e sinais radiográficos de 

reabsorção radicular ou tratamento endodôntico radical anterior ao evento traumático 

que tenha desencadeado o processo reabsortivo. 

Foram revisados registros de um total de 1288 dentes avulsionados e 

reimplantados de 871 pacientes. Após a aplicação dos critérios de exclusão, a amostra 

final constituiu-se de 427 pacientes portadores de 581 dentes permanentes 

reimplantados, com rizogênese completa no momento do trauma  

 

3.1.2 Aspectos Éticos: 

Os pacientes ou os representantes legais daqueles menores de idade 

selecionados foram informados sobre os objetivos do estudo, tendo a oportunidade 

de esclarecer quaisquer dúvidas. Foi solicitada a leitura e assinatura do termo de 

consentimento livre esclarecido e/ou termo de assentimento livre esclarecido (TCLE 

e/ou TALE – Anexo 1) pelo paciente ou responsável caso concordasse em participar. 

O paciente também foi informado que durante qualquer etapa do projeto de pesquisa 

ele teria o direito de desistir e não sofreria nenhuma penalização, nem seriam 
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interrompidos os procedimentos necessários para o término do seu tratamento. 

Adicionalmente, os pesquisadores envolvidos assinaram o Termo de Compromisso 

de Utilização de Dados (TCUD – Anexo 2) para a salvaguarda os direitos daqueles 

participantes em que houve impossibilidade de obtenção do TCLE/TALE. O projeto de 

pesquisa foi aprovado pelo comitê de ética de pesquisa da Universidade Federal de 

Minas Gerais (COEP UFMG – Anexo 3) (CAAE 11883119.9.0000.5149), obedecendo 

ao exigido pela legislação brasileira, conforme as resoluções do Conselho Nacional 

de Saúde sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo 

Seres Humanos (Resolução CNS 466/12),. 

 

3.1.3 Diagnóstico da RREI: 

Para diagnóstico da reabsorção radicular, radiografias periapicais realizadas 

imediatamente após o reimplante e no início da terapia endodôntica foram 

examinadas em condições ideais por dois examinadores e de forma independente 

(JVB e DABF). A RREI foi diagnosticada quando a superfície radicular do dente 

reimplantado apresentasse áreas radiolúcidas em forma de concha ao longo da 

superfície da raiz e no osso alveolar adjacente, de acordo com critérios descritos na 

literatura (ANDREASEN et al., 1995b).  

Para estudo da atividade de reabsorção, utilizou-se o  índice radiográfico de 

reabsorção radicular descrito por Andersson et al.(1989). Para cálculo do índice, as 

superfícies mesial e distal da raiz foram divididas em três seções iguais a partir do 

nível da crista óssea até o ápice. A cada seção da raiz foi atribuída uma pontuação (0, 

1 ou 2), dependendo da presença e profundidade das cavidades de reabsorção a partir 

da superfície externa da raiz até a cavidade pulpar (Figura.02). As pontuações de cada 

seção foram somadas para se calcular o índice de reabsorção radicular em cada 

radiografia. Assim, cada radiografia examinada recebeu uma pontuação referente à 

atividade de reabsorção total. Os índices atribuídos variaram entre 0 a 12. 

 

 

 



27 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 02: Desenho esquemático do critério para cálculo do índice radiográfico de reabsorção: Critérios 

para pontuação da profundidade da cavidade de reabsorção a partir da superfície externa da raiz nos 
terços apical, médio e cervical das faces mesial e distal da raiz: 0= ausência de reabsorção, espaço do LP 
normal; 1= profundidade da lacuna de reabsorção ≤ metade da distância entre a superfície externa da raiz 

e a cavidade pulpar; 2= profundidade da lacuna de reabsorção > metade da distância entre a superfície 
externa da raiz e a cavidade pulpar. 

Fonte: ANDERSSON et al. (1989). 

 

3.1.4 Análise Estatística: 

Um modelo de regressão multinomial ordinal foi utilizado para testar o 

efeito das covariáveis idade do paciente no momento do trauma, condições de 

armazenamento e duração do período extra alveolar do dente avulsionado, 

tempo decorrido entre o reimplante e o início da terapia endodôntica, uso de 

antibioticoterapia sistêmica no momento do reimplante, duração do período de 

imobilização e a presença de fratura coronária concomitante no dente 

avulsionado na ocorrência e extensão de RREI. Para esse fim, os índices 

radiográficos da atividade de reabsorção foram agrupados em quatro 

categorias, da seguinte forma: Ausente (índice=0), Leve (índices de 1 a 4), 

Moderado (índices de 5 a 8) e Grave (índices de 9 a 12). Para cada variável 

explicativa, um modelo de regressão univariada foi ajustado, e aquelas com 

valores de p<0,25 seguiram para a análise multivariada. A interação entre as 

covariáveis que permaneceram significativas no modelo multivariado final 

também foi avaliada incluindo um termo de interação multiplicativa. O método 
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de equações de estimação generalizadas (GEE) foi usado, considerando-se a 

correlação potencial nos casos em que mais de um dente foi reimplantado no 

mesmo paciente. Como faltavam dados para a prescrição de ATS, foi realizada 

uma  imputação múltipla através do método Multiple Imputation by Chained 

Equations (MICE), para que indivíduos com informações ausentes pudessem 

ser incluídos na análise. A estatística Kappa foi usada para estimar a 

concordância inter e intra examidor para a avaliação dos índices de RRE. A 

análise estatística foi realizada utilizando software R (R Core Team, Versão 

3.5.3, 2018, Viena, Áustria). O nível de significado foi fixado em p<0.05.  

 

3.2 FASE II: ESTUDO DO PERFIL DE METILAÇÃO DO DNA 

3.2.1 Grupos amostrais e obtenção das amostras:  

- Grupo Caso 

Para realização do ensaio, foram selecionados 06 indivíduos portadores de 08 

dentes reimplantados após avulsão traumática que apresentavam evidência 

radiográfica de RREI e com indicação de exodontia. O critério para indicação da 

exodontia baseou-se no índice radiográfico da atividade de reabsorção (dentes com 

índices radiográficos de 9 a 12) . Os dentes foram submetidos à exodontia na clínica 

de Traumatismos Dentários, da Faculdade de Odontologia da UFMG. A coroa dentária 

foi separada da raiz e os fragmentos radiculares, bem como o material curetado do 

alvéolo obtidos durante o procedimento cirúrgico, foram acondicionado em criotubos 

estéreis e armazenados a seco a – 80ºC até processamento das amostras. 

- Grupo Controle: 

Para o grupo controle foram selecionados 06 pacientes saudáveis com 

indicação de remoção de terceiro molar incluso. Fragmentos de osso medular sadio 

removidos durante os procedimentos de osteotomia foram coletados, acondicionados 

e armazenados da mesma forma que os do grupo caso. A quantidade de amostras 

inserida em cada grupo foi determinada de acordo com a disponibilidade de material 

biológico para realização dos experimentos propostos. Os indivíduos do grupo 

controle eram saudáveis e não apresentavam distúrbios ósseos. 
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3.2.2 Extração do DNA: 

Para realização do ensaio, as amostras foram trituradas em homogeneizador 

(Fisher Scientific* PowerGen* Model 1000) e centrifugadas. A digestão do tecido foi 

feita com a enzima Proteinase K (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) overnight. O DNA 

genômico (gDNA) foi isolado utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen 

Inc., Valencia, CA, USA), segundo as instruções do fabricante. A qualidade e 

quantidade de gDNA foi avaliada por espectrofotometria em equipamento 

NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), com leitura da 

absorbância nos comprimentos de ondas A260 e A280. As amostras contendo DNA 

extraído foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento da realização dos 

experimentos.  

 

3.2.3 Digestão Enzimática e Análise do perfil de metilação do DNA: 

Com as amostras de DNA extraído e quantificado foram feitos 2 pools contendo 

uma concentração final de gDNA de 1 μg/pool: (1): RREIe (2) tecido ósseo normal. 

Todos os pacientes contribuíram com a mesma quantidade de DNA para composição 

do pool. 

Após preparo dos pools, foi feita avaliação do perfil de metilação em um painel 

de 22 genes alvos envolvidos com resposta imune (Tabela.01) utilizando o kit 

EpiTectMethyl II Signature Human Cytokine Production PCR Array (SABiosciences, 

Qiagen, Valencia, CA/Cat. Nº: 335212 EAHS-541ZE), de acordo com as 

recomendações do fabricante.  
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Tabela 01: Composição do painel de genes humanos analisados relacionados à resposta imune.  

Fonte: QUIAGEN, 2015 

 

 

GENES FUNÇÃO 

4BCL10 

Regulador da função de células T; Regulador da função de células B; Regulador 

de transcrição; Desenvolvimento e estímulo da resposta celular; Sinalizador 

molecular na produção de citocinas;  

BCL3 

Regulador da função de células T; Regulador da função de células B;  Regulador 

de transcrição; Regulador de tradução; Desenvolvimento e estímulo da resposta 

celular; Sinalizador molecular na produção de citocinas; 

FOXP3 
Regulador da função de células T; Regulador de transcrição; Desenvolvimento 

e estímulo da resposta celular; Sinalizador molecular na produção de citocinas; 

HMOX1, IL12A, 

TRAF6 

Regulador da função de células T; Desenvolvimento e estímulo da resposta 

celular;  

MALT1, SOD 1 
Regulador da função de células T; Desenvolvimento e estímulo da resposta 

celular;Sinalizador molecular na produção de citocinas; 

MAP3K7, TRAF 2 
Regulador da função de células T; Sinalizador molecular na produção de 

citocinas; 

STAT5A 

Regulador da função de células T; Regulador da função de células B;  Regulador 

de transcrição; Desenvolvimento e estímulo da resposta celular; Sinalizador 

molecular na produção de citocinas; 

INHA, INHBA 
 Regulador da função de células B; Desenvolvimento e estímulo da resposta 

celular; Sinalizador molecular na produção de citocinas;; 

GATA3 Regulador de transcrição; Desenvolvimento e estímulo da resposta celular; 

IRF1  Regulador de transcrição;  

SMAD3 
Regulador de transcrição; Desenvolvimento e estímulo da resposta celular; 

Sinalizador molecular na produção de citocinas;   

IDF2BP2  Regulador de tradução; 

ELA2, LTB, 

MYD88, NOD1 e 

TLR2 

Desenvolvimento e estímulo da resposta celular; Sinalizador molecular na 

produção de citocinas; 

 

O método empregado pelo sistema é baseado na detecção quantitativa de DNA 

após a clivagem por enzima de restrição sensível à metilação e/ou enzima de restrição 

dependente de metilação, as quais digerem o DNA não metilado e metilado, 

respectivamente. O tratamento enzimático com enzima sensível a metilação (Ms) 

seletivamente digere cópias de DNA não metilado e parcialmente metilado. 

Consequentemente, a quantidade de DNA remanescente dessa reação representa a 
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fração de DNA metilado. Em contraste, a digestão enzimática realizada pela enzima 

dependente de metilação (Md) digere cópias de DNA metilado e, dessa forma, 

determina a fração de DNA não metilado. A quantidade de remanescente de DNA em 

cada reação enzimática é normalizada pela quantidade total de DNA inicial indicada 

pela fração de DNA tratado sem enzima (Mo). A dupla digestão (Msd) determina a 

fração de DNA inicial que não é susceptível a digestão pelas enzimas de restrição. 

Assim, cada pool foi aliquotado em quatro frações iguais que correspondem às 

quatro diferentes digestões enzimáticas de restrição independentes: 1) digestão sem 

enzima (Mo), 2) digestão sensível a metilação (Ms), 3) digestão dependente de 

metilação (Md) e 4) digestão sensível e dependente de metilação ou dupla digestão 

(Msd) (Figura.03). Foi utilizado 1μg de cada um dos pools para as diferentes reações.  

Após a fase de digestão enzimática, adicionou-se SYBR Green qPCR Master 

Mix e o conteúdo foi adicionado a uma placa de PCR (polymerase chain reaction) 

array de 96 poços contendo primers pré-aliquotados que flanqueiam as regiões 

promotoras de interesse (Figura.03). A reação de real-time PCR foi realizado no 

StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, DE, USA) 

programado de acordo com instruções do fabricante seguindo as condições de 

ciclagem estabelecidas. 

Os níveis de metilação foram determinados utilizando o software de análise de 

dados EpiTectMethyl II DNA PCR 96-Well Data Analysis spreadsheet (Life 

Technologies, Carlsbad, CA). Os dados são copiados e transferidos para uma 

template no Microsoft Excel disponível gratuitamente para download no site do 

fabricante. Os resultados são apresentados em porcentagens de DNA metilado e DNA 

não metilado a partir dos valores obtidos de cycle threshold (Ct) (Figura.03). 
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Figura 03: Procedimentos Epitec ® Methyl II Signature Human Cytokine Production PCR Array 

Fonte: Adaptado de EpiTect® Methyl II PCR Array Handbook 
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ABSTRACT 

Background/Aims: Inflammatory external root resorption is a serious outcome following 

traumatic dental injuries resulting from damage to periodontal ligament and cementum 

together with the infection of root canal. The present study aimed to explore prognostic 

factors, as well as their interactions, for the development of severe cases of IERR in 

permanent teeth replanted after avulsion. 

Methods: Records from 427 patients with 581 replanted permanent mature teeth treated at 

the Dental trauma Clinic of the Federal University of Minas Gerais, from 1994 to 2018, were 

reviewed. IERR presence and extension was assessed at the visit of pulpectomy adopting 

the Andersson’s radiographical index of root resorption. An ordinal multinomial regression 

model was used to test the effect of patient’s age at trauma, type of teeth, presence of 

concomitant fractures, storage conditions, length of extra-alveolar period of the avulsed tooth, 

SAT use, time of pulpectomy and splinting timing in relation to severity of IERR. 

Results: Radiographic signs of IERR were found in 469 teeth (80.7%), most of them 

classified as mild (63.4%) The multivariate model showed that patients’ age (OR 0.909, CI 

95% 0.875 – 0.945, p<0.001) and time elapsed between replantation and pulpectomy (OR 

2.201, CI 95% 1.87-2.60, p<0.001) were significantly associated to IERR severity. In addition, 

it was demonstrated that the effect of the delay in pulpectomy diminished with the increase 

in patients’ age evidencing a quantitative interaction (OR -0.035, CI 95% -0.060 - -0.010, 

p=0.006). 

Conclusion: The present results demonstrated that delayed pulpectomy increased the risk 

of severe IERR in an age-dependent way, since the magnitude of such effect diminish 

according to an increase in the patients’ age at the moment of trauma. This result represent 

an contribution for treatment decision-making and highlight the need for target strategies to 

coordinate emergency and long-term care in dental traumatology. 

 

KEYWORDS: Tooth avulsion, tooth replantation, external inflammatory root resorption, 

interaction 

 

INTRODUCTION 

Progressive inflammatory external root resorption (ERR) is a serious complication of 

periodontal healing in traumatized teeth, resulting from both loss of protective layers of 

external root surface due to damage to periodontal fibers and cementum, and the presence 
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of intracanal infection1,2. Immediately after replantation, an immune-inflammatory process is 

initiated enrolling the colonization of denuded root surfaces by clastic cells originating from 

adjacent bone. If the vitality of the periodontal membrane has been at least partially 

preserved, repair can occur with the apposition of newly formed periodontal fibers and 

reparative cementum within the resorptive lacunae3. Nonetheless, the course of such a 

response may be changed when bacteria and their toxic products, present inside the root 

canal, reach the damaged external root surface through exposed dentinal tubules. There, 

they continuosly stimulate osteoclastic activity switching the initial healing proccess into a 

catalitic progressive inflammatory external root resorption (IERR). The resorptive process will 

progress for as long as bacteria remain inside the root canal and may cause rapid destruction 

of the dental root, unless the intracanal infection is eliminated1,2,4,5. The role of pulp canal 

infection supporting IERR has been demonstrated experimentally 6-10 and confirmed clinically 

through the association between the timing of pulpectomy after replantation and the 

development of IERR11-16. The patient’s age at the time of trauma has also been described 

as an important variable in the progression and severity of IERR. It is well-established that 

the younger the patient, the greater the resorption rate16-18. Likewise, earlier stages of root 

development have also been related to the rapid progression of IERR 17,19,20. Moreover, 

increased extra-alveolar time in unsuitable storage conditions12,18,21, the presence of visible 

root contamination, and additional crown fracture have also been associated with IERR after 

replantation22. In spite of the relevance of the above-mentioned factors in triggering IERR, 

the clinical literature on dental trauma is still scant regarding the modulation of IERR; and, 

these factors cannot completely explain interindividual differences observed clinically.  

Therefore, the present study aimed to explore prognostic factors for the development and 

extension of IERR, as well as their interactions in permanent teeth replanted after avulsion. 

Identifying prognostic and/or predictive factors in clinical research is particularly important 

because they can support specific target therapeutic strategies. 

 

MATERIALS AND METHODS 

The present study retrospectively evaluated IERR activity in replanted permanent mature 

teeth, from patients treated at the Federal University of Minas Gerais (Universidade Federal 

de Minas Gerais, UFMG) in Belo Horizonte, Brazil, from 1994 to 2018. Patients received 

initial care at the Dental emergency service at the Metropolitan Hospital of Belo Horizonte 
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and, after that, were referred to proceed with treatment and follow-up at the Dental Trauma 

Clinic at the School of Dentistry of UFMG (DTC-SD-UFMG). Replantation was accomplished 

after irrigating the alveolus abundantly with saline. The avulsed tooth was held by the crown 

and gently inserted back into the socket under light digital pressure on the buccal and palatal 

sides of the alveolar process. The position of the replanted tooth was verified radiographically 

and then an orthodontic wire (Ø 0.8 mm) splint was fixed with composite resin. No root 

surface treatment was performed. Systemic antibiotic therapy (SAT) prescription was not 

mandatory. Immobilization removal and pulpectomy were performed at the first visit to the 

DTC-SD-UFMG. For the purpose of the present study, patients’ records were reviewed in 

order to collect clinical data regarding patients’ age at the time of trauma, extra-alveolar 

period and storage conditions of the avulsed teeth, splinting and pulpectomy timing, and the 

use of SAT. Radiographies taken at the replantation visit were used to determine stage of 

root development, and only teeth with complete root development and closed apical foramen 

were included in this sample. Teeth with additional traumatic injuries such as root, crown-root 

and bone fractures, and those with extensive restorations, history of endodontic treatment or 

radiographic signs of root resorption prior to the injury were excluded. This study was 

approved by the Committee on Ethics in Research of the Federal University of Minas Gerais 

(UFMG) (CAAE 11883119.9.0000.5149). 

Radiographic Assessment of Root Resorption 

Periapical radiographs were taken following criteria previously described16 and were 

independently and blindly analyzed by two qualified investigators (JVB and DABF), under 

optimal conditions16. IERR was diagnosed radiographically when bowl-shaped 

radiolucencies where seen in the resorption cavities and adjacent bone 20. IERR extension 

was assessed  using the resorption index developed by Andersson et al.17.  

Statistical Analysis 

An ordinal, multinomial regression model was used to test the association between the 

patient’s age at trauma, type of teeth, presence of concomitant fractures, storage conditions 

and length of extra-alveolar period of the avulsed tooth, SAT use, and the pulpectomy and 

splinting timing in relation to presence of IERR at the pulpectomy visit. For this purpose, 

indices were grouped into four categories, as follows: Absent (index=0), Mild (indices from 1 

to 4), Moderate (indices from 5 to 8) and Severe (indices from 9 to 12). For each explanatory 

variable a univariate regression model was adjusted, and those with p-values<0.25 
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proceeded to the multivariate analysis. Interaction between covariates was also assessed, 

including a multiplicative interaction term for those variables that were significant in the 

multivariate model. The generalized estimation equation (GEE) method was used, 

considering the potential correlation in cases in which more than one tooth was replanted in 

the same patient. Since there were missing data for the SAT prescription, multiple imputation 

was used via the Multiple Imputation by Chained Equations (MICE) package in R, so that 

individuals with missing information could be included in the analysis23. The Kappa statistic 

was used to estimate inter- and intra-rater agreement values for the assessment of ERR 

indexes and indicated excellent intra-examiner agreement for both examiners (0.85% and 

0.82%) and fair to good inter-examiner agreement (0.75%). Statistical analysis was 

performed using the R language and environment (R Core Team, Version 3.5.3, 2018, 

Vienna, Austria). The level of significance was set at p<0.05. 

 

 

RESULTS 

Records of a total of 1288 avulsed and replanted teeth from 871 patients were reviewed. A 

final sample of 427 patients with 581 replanted permanent, mature teeth was achieved after 

applying the exclusion criteria. Sample distribution according to gender was 295 males 

(69.1%) and 132 females (30.9%), and the patients’ median age at trauma was of 12.6 (range 

from 6.6 to 48.7). The upper central incisors were the most affected teeth (75.7%), followed 

by the upper lateral incisors (15.1%). The lower incisors represented 6.5% and the canines 

2.6% of the cases. Concomitant uncomplicated crown fractures were present in 33.9% of the 

avulsed teeth. The median extra-alveolar period was 120 min (range from 5 min to 7 days). 

Most of the teeth were stored in a dry environment (39.5%), followed by storage in milk 

(22.7%), saline (20.6%), water (14.3%) and saliva (2.8%). Teeth that were kept dry for more 

than 20 min prior to storage in a wet medium were classified in the dry environment group. 

Systemic therapy with amoxicillin was prescribed for 80 patients (36.2%). Time elapsed 

between replantation and the onset of endodontic therapy ranged from 15 days to 6.5 years, 

with a median time of 2.3 months. Splinting time ranged from 15 days to 2.9 years, with a 

median period of 42 days. 

Radiographic signs of IERR were found in 469 teeth (80.7%). Sample distribution according 

to indexes of IERR is presented in Figure.01. Most of the cases were classified as mild 

(63.4%). Moderate IERR was diagnosed in 26.2% of the teeth, and severe in 10.5%. Results 



39 

 

 

of the univariate analysis are presented in Table.01. They demonstrate that the increase in 

the patients’ age at the moment of trauma was nominally associated with less probability of 

replanted teeth having moderate or severe IERR by the time of late pulpectomy. On the other 

hand, the increase in the time until pulpectomy and splinting timing were nominally associated 

with greater probability of higher indices of IERR at the onset of endodontic therapy. These 

covariates were tested in a multivariate model together with the presence of concomitant 

uncomplicated crown fractures in the avulsed tooth, teeth group and storage conditions since 

they presented p values lower than 0.25. The final multivariate model demonstrated that only 

the patients’ age at the moment of trauma and the time elapsed between replantation and 

pulpectomy remained significant, as well as their interaction term (Table.02). It can be seen 

in Figure.02 that the effect of time until pulpectomy was attenuated by the increase in patients 

‘age at the moment of trauma. Considering that the interaction term was significant, the main 

effect of these covariates should no longer be considered isolated, but must be interpreted 

by setting values for one of them and vice versa. For example, in patients who were 9 years 

old at the moment of trauma, the effect of an increase in the time elapsed until pulpectomy 

from 10 days to 20 days enhanced the odds of severe or moderate IERR, compared to mild 

or absent IERR, by 166% (CI 125% to 214%). For patients who were 16 years old at the 

moment of trauma, such an increase was 124%. 

 

 

FIGURE 1: Sample distribution according to indexes of IERR at the time of pulpectomy 
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TABLE 1: Univariate and Multiple Multinomial Regression Model – Association of potential risk factors 

and severe IERR 

 

No IERR + Mild IERR X Moderate + Severe IERR 
OR (CI  95%) p 

 

Patients’ age at trauma   

Years 0.927 (0.899 – 0.955) p < 0.001 0.909 (0.875 – 0.945) p < 0.001 

Storage Condition   

Dry Reference  

Water, 1.413 (0.881 – 2.276) p = 0.152  

Saline, 1.088 (0.685 – 1.726) p = 0.722  

Saliva 0.851 (0.302 – 2.403) p = 0.761  

Milk 1.061 (0.643 – 1.749) p = 0.818  

Extra-alveolar period*   

Minutes 1.008 (0.984 – 1.033) p = 0.501  

Timing of pulpectomy*   

Days after replantation 2.148 (1.840 – 2.508) p < 0.001 2.201 (1.866 – 2.596) p < 0.001 

Systemic Antibiotic Therapy   

No Reference  

Yes 1.192 (0.767 – 1.859) p = 0.436  

Splinting time*   

Days after replantation 1.364 (1.209 – 1.538) p < 0.001  

Concomitant Crown Fractures   

No Reference  

Yes 1.248 (0.916 - 1.704) p = 0.160  

Teeth group   

Central Upper incisors Reference  

Lateral Upper incisors 1.312 (0.868 – 1.983) p = 0.197  

Mandibular  incisors 1.132 (0.206 – 6.219) p = 0.887  

* Log transformed 
 

TABLE 2: Final multivariate Multinomial Regression Model – Effect of patients’age at trauma, timing of 

pulpectomy and their interaction in the odds of developing Severe IERR 

 

No IERR + Mild IERR  X Moderate + Severe IERR 
β (CI 95%)  p 

Patients’ age at trauma  

Years 0.051 (-0.603 – 0.163) 0.367 

Timing of pulpectomy*  

Days after replantation 1.729 (1.308 - 2.149) p < 0.001 

Patients’ age at trauma X Timing of 

Pulpectomy 
 

 -0.035 (-0.060 - -0.010) p = 0.006 

* Log transformed 
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FIGURE 2: Interaction between patients’age at trauma and late pulpectomy.  

Y axis indicates the OR of having severe or moderate IERR with the increase of timing of pulpectomy.  X axis 

indicates the patients’ age at the moment of trauma.  The odds ratio of having severe or moderate IERR 

decreases with increase in patients’age at the trauma. 

 

DISCUSSION 

The present study evaluated IERR activity in 581 permanent mature teeth replanted after 

avulsion, as well as the prognostic value of base line variables such as patients ‘age at the 

moment of trauma, concomitant crown fractures, extra-alveolar period and storage conditions 

of the avulsed tooth, together with treatment related variables like SAT prescription and timing 

of pulpectomy and immobilization. Assuming that IERR is a multifactorial event, possible 

prognostic/predictive factors, ideally, should not only be tested nominally for their association 

with IERR, through a univariate analysis, but should also be tested simultaneously by 

performing a multiple analysis. In addition, variables that remain significant in the multivariate 

model should be tested for associations between them, i.e., for their interaction24. This 

procedure was adopted for the present sample and allowed the investigation of whether the 

effect of one factor varies according to the levels of another determining factor. This could be 

expected, for example, for the extra-alveolar period and storage conditions; or, for the timing 

of pulpectomy and patients ‘age at the moment of trauma. Identifying whether a baseline 

factor is prognostic and/or predictive can be done either prospectively, by incorporating 

factors that may influence outcomes into the sampling planning for a randomized clinical trial 

(RCT), or retrospectively, using exploratory analyses to test a pre-settled hypothesis built 
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over an underlying biologic plausibility or based in previous reports24. Although ideal, 

conducting RCTs to investigate treatment procedures associated with the acute phase of 

dental trauma has ethical and methodological limitations that make them almost always 

impractical. Therefore, retrospective longitudinal studies are an important source of robust 

evidence since they fulfill the necessary prerequisites regarding sample size and 

standardization and receive appropriate statistical treatment25. Such conditions were met in 

the present study. 

The current results demonstrated that increasing the time until pulpectomy enhances the 

likelihood of having advanced stages of IERR. These findings corroborate previous clinical 

observations that delayed pulp extirpation is associated with greater risk and severity of 

IERR11-16 . Taken together, these results are also consistent with experimental studies 

demonstrating that infection present inside the root canal represents the main risk factor for 

the onset of IERR 6-10. It was also observed in the present study that patients’ age at the time 

of trauma was inversely associated with the incidence and extent of IERR. This effect has 

also been observed in previous clinical studies and can be explained by the wider diameter 

of dentinal tubules in young mature teeth that facilitates the passage of bacteria and/or their 

endotoxins from the root canal system to the external root surface were they amplify and 

maintain the resorptive process16,18,20,26. 

However, the significant association between these two covariates observed in the present 

study makes an important and original contribution by showing that patients‘ age at the 

moment of trauma was not only a relevant prognostic factor for IERR activity, but also an 

important predictive factor for the effect of the timing of the onset of endodontic therapy. 

Provided that the magnitude of the effect of late pulpectomy diminished according to an 

increase in the patients’ age, but maintained the same direction, a quantitative interaction 

was evidenced. In other words, the delay in the onset of endodontic therapy affected IERR 

in an age-dependent way. 

This result is critically important to support treatment decision-making, not only at an 

individual level but especially for organizing emergency and long-term care for patients with 

TDI. Providing emergency services for TDI still represents a challenge in many places in the 

world, and this matter has been addressed in some editorials by27-29 and explored in a 

preliminary, observational study by Alnaggar & Andersson30. The authors concluded that the 

major problem was limited availability and competence, especially outside office working 
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hours when most TDIs occur. It was also emphasized that further professional education for 

general dentists is needed, as well as the availability of specialists prepared to deal with more 

complex injuries. Taking into account that TDI is still a neglected, albeit a very frequent, oral 

condition worldwide31, there is also an urgent need for public policies that guaranty the 

organization of adequate first aid and emergency services. 

Currently, it is recommended that pulpectomy be performed from 7 to 10 days after 

replantation32, or even immediately, as part of the emergency management of teeth in which 

revascularization is not expected2. While there is no doubt that such recommendations are 

biologically justified, one can question how to achieve such a goal when confronted with the 

challenges for providing adequate treatment for patients with TDI. In the present study, the 

initial treatment was performed at the Dental emergency service of the Metropolitan Hospital 

in Belo Horizonte and, afterward, patients were referred to the Dental Trauma Clinic of the 

School of Dentistry at UFMG (DTC-SD-UFMG) to proceed with treatment and follow-up. 

These two institutions integrate the UFMG multidisciplinary Dental Trauma Program and, 

since 1994, have been working together to treat traumatized patients in Belo Horizonte33. 

This might explain why the median period of 2.3 months for pulpectomy, observed in the 

present sample, is higher than what is recommended. This, in turn, may explain the greater 

incidence of IERR observed in the present sample (80.7% of teeth). Most of them were 

classified as mild, with indices ranging from 1 to 4. This is a negative scenario when 

compared to previous clinical reports regarding the prevalence of ERR34. However, these 

numbers communicate the real limitations, rather than negligence, that are encountered in 

the coordination and implementation of networks to link practitioners and patients, at various 

sites and organizations35. In this context, the present results make an important contribution 

since they support a range of approaches and interventions to optimize resources and 

guaranty the continuity of care for young, injured children that are at greater risk of 

complications. 

The viability of the periodontal membrane and the integrity of the cementum have been shown 

to be the most important prognostic factors for healing, following replantation of traumatically 

avulsed teeth. Loss of these protective layers, caused by mechanical damage during tooth 

displacement or resulting from unsuitable and prolonged extra-alveolar storage conditions, is 

a sine qua non condition for triggering any type of ERR after a TDI. Therefore, development 

of IERR soon after replantation also has been associated with extra-alveolar period and 

storage conditions12,21,22. Surprisingly, these factors did not affect IERR activity in the present 
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sample. Considering that periodontal healing can be complicated by infection emanating from 

an infected canal, despite initially favorable periodontal conditions36, the delayed pulpectomy 

observed in the present sample may explain such a finding since the prolonged exposure of 

the damaged PL to bacteria and their byproducts might have overwhelmed the favorable 

extra-alveolar period and storage conditions. 

SAT prescription did not affect IERR activity in the present sample. This is in line with previous 

clinical reports showing that the benefits of SAT at the time of replantation was 

inconclusive16,26,37-41. However, such clinical results should be taken with caution since they 

diverge or lack important details such as the type, dosage and duration of antibiotics 

prescribed. In addition, no studies have assessed patient compliance with the treatment. On 

the other hand, extrapolation to humans, of in vivo experimental results showing that SAT 

prevented IERR8,42,43, has well-known limitations. This is an important issue, and 

professionals should balance the need to optimize the chances for the replantation to 

succeed against the current trend to use antibiotics only if there is definite advantage to the 

patient. Therefore, there is a clear need for further research in this area. 

Splinting time has been related to PDL healing in experimental studies44-46, but no relationship 

between immobilization and IERR could be demonstrated either in the present study or in 

previous ones12,16. The significant association observed in the univariate analysis can be 

explained by the fact that splinting and pulpectomy timing are closely correlated in the present 

sample. Concomitant crown fractures in the avulsed teeth also have not influenced IERR in 

the present sample, which contradicts results from a single, previous, human study that 

demonstrated an increased risk of root resorption in the presence of additional damage to 

the dental crown22.  

 

CONCLUSION 

The present results showed a pivotal role of endodontic infection in the development of IERR 

in replanted permanent teeth. In addition, it was demonstrated that delayed pulpectomy 

increased the odds of replanted permanent teeth having moderate and severe IERR in an 

age-dependent way. The need for target strategies to guaranty continuity of care for young 

children, that are at greater risk of complications, was highlighted. 
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ABSTRACT 

Inflammatory external root resorption (IERR) is a pathological process defined as the 

progressive loss of dental hard tissue, dentine and cementum, resulting from the 

combination of loss of external root protective apparatus and root canal infection. It 

has been suggested that healing patterns after tooth replantation may be influenced 

by the genetic and immunological profiles of the patients. The purpose of the present 

investigation was to evaluate the DNA methylation patterns of 22 immune response 

related genes in extracted human teeth presenting IERR. Methylation assays were 

performed on samples of root fragments showing IERR, and compared with healthy 

bone tissue collected during the surgical extraction of impacted teeth. The methylation 

patterns were quantified using EpiTect Methyl II Signature Human Cytokine Production 

PCR Array. Results revealed a higher hypermethylation of the FOXP3 gene promoter 

in IERR (65.95%) compared to the bone group (23.43%). Our study suggests that the 

differential methylation patterns of FOXP3 may be involved in IERR modulation, and 

this could be related to the presence of root canal infection.  

 

KEY WORDS 

Dental trauma, inflammatory external root resorption, DNA methylation, FOXP3 

 

INTRODUCTION 

Inflammatory external root resorption (IERR) is a pathological process defined as the 

progressive loss of dental hard tissue, dentine and cementum, resulting fromthe 

combination of loss of external root protective apparatus and root canal infection 1,2. 

Traumatic luxation injuries are a frequent cause of IERR, due to damage to the 

periodontal ligament (PDL) and cementum. The denuded root surface allows pre-

osteoclasts to attach and become activated starting the resorption process 3,4. 

However, persistent stimulation is essential before resorption can proceed. 

Progressive IERR is sustained by infection originating from the root canal that reaches 

the external root surface in resorbed areas via exposed dentinal tubules. Once bacteria 

and their byproducts arrive at the PDL space, they switch the ongoing healing process 

to an immune-inflammatory response 1,5.  
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The molecular and cellular events involved in IERR are believed to be similar to those 

of bone resorption. These events are also modulated by soluble factors of the immune 

response which, in turn, is regulated by gene expression profiling 6,7. Epigenetics is 

probably the most significant interface between genetic and environmental factors, 

giving rise to the phenotype, and may interfere with the interindividual variability of the 

immune response and susceptibility to diseases 8. The epigenetic mechanisms are 

flexible genomic parameters that can alter cell  behavior by controlling gene expression 

patterns during the cell cycle, development or differentiation without altering the DNA 

sequence 9. DNA methylation is one of the best-studied and critically important 

epigenomic modifications 10. It is a covalent modification that occurs by the addition of 

a methyl (CH3) group at the 5’ cytosine in the sequence context of Cytosine-phosphate-

Guanine (CpG) dinucleotides. The addition of a methyl group at the CpG islands, which 

are mostly located in the promoter regions of genes, results in stable silencing of gene 

expression 11. In some circumstances, bacterial challenge and inflammation can 

induce changes in epigenetic patterns and, consequently, gene expression. Current 

research has demonstrated the involvement of specific DNA methylation in the 

pathogenesis of a variety of different oral inflammatory diseases such as periodontitis 

8,12 and periapical lesions due to pulpal infection 13-16. Such results make it reasonable 

to assume that these mechanisms may also affect IERR activity. In addition, it has 

been suggested that the genetic and immunological profiles of patients influence 

healing patterns after tooth replantation, regardless of the management of the avulsed 

tooth 17. 

Therefore, the present study aimed to identify methylation patterns in the immune 

related genes of patients with IERR. We hypothesize that the epigenetic status of 

immune response–related genes may harbor different putative methylation sites, which 

can contribute to the dynamics of IERR development. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Subjects and sample collection 
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This study was approved by the Committee on Ethics in Research of the Federal 

University of Minas Gerais, FUMG (CAAE 11883119.9.0000.5149). All participants 

gave their written consent to participate. 

The case group comprised 8 replanted permanent teeth referred for extraction, 

presenting radiographic signs of IERR according to Andreasen’s criteria 18: bowl-

shaped radiolucencies at both the root surface and the adjacent bone. Radiographies 

were standardized according to previously described criteria 19, and were examined 

independently by two investigators (DABF and JVB). The control group comprised 6 

samples of healthy bone from patients who required extraction of their third molars. 

Samples of root fragments presenting IERR and of healthy bone tissue were obtained 

during the surgical procedure, and were immediately stored at -80ºC for later DNA 

extraction. Patients with systemic conditions requiring the use of bone metabolism 

modifiers and patients with periodontal disease or radiographic evidence of periodontal 

bone loss were excluded. 

DNA methylation analysis 

Samples of teeth and bone fragments were grinded in a tube containing 2.3 mm 

chrome-steel beads (Biospec, cat. nº. 11079123c) using a shaker equivalent to a 

MiniBeadbeater. Genomic DNA (gDNA) was isolated using the DNeasy Blood and 

Tissue Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s protocol. 

The DNA concentration and purity were measured by spectrophotometry, using 

NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). 

The resultant gDNA extracts were gathered to form the case and control groups. All 

patients contributed the same amount of DNA to the pools. After preparation of the 

pools, the samples were digested for DNA methylation analysis using the 

EpiTectMethyl DNA Restriction Kit (Qiagen, Inc). The method is based on detecting 

quantitative DNA after cleavage using four enzyme reactions (without enzymes, 

methylation-sensitive restriction enzyme, methylation-dependent restriction enzyme, 

and both enzymes). The methylation-sensitive restriction enzyme and the methylation-

dependent restriction enzyme digest unmethylated and methylated DNA, respectively. 

According to the manufacturer’s protocol, 1μg of each pool was used for each digestion 

reactions. 



54 

 

 

Following the enzymatic digestion phase, analysis of the methylation status of 22 

immune response–related genes was performed using EpiTect Methyl II Signature 

Human Cytokine Production PCR Array (SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, cat. 

nº.335212 EAHS-541ZE). For this analysis, SYBR Green qPCR Master Mix was 

addedto a 96-well PCR array plate containing the 22 primers of promoter genes (Table 

1). Real-time PCR reaction was carried out using the StepOne Plus Real-Time PCR 

System (Thermo Fisher Scientific, DE, USA), programmed according to 

manufacturer's instructions, following established cycling conditions. Each array 

includes specific control assays to monitor the cutting efficiencies of methylation-

sensitive and methylation-dependent enzymes and to ensure reliable results. 

 

TABLE 1. Composition of Epitect Methyl II Signature Human Cytokine Production PCR Array 
(SABiosciences, Qiagen) 

Group function Gene Symbol 

T-cell function regulators 
BCL10, BCL3, FOXP3, HMOX1, IL12 A, MALT1, MAP3K7, SOD1, 

STAT5A, TRAF2, TRAF6 

B-cell function regulators BCL10, BCL3, INHA, INHBA, STAT5A 

Transcriptional regulators  BCL10, BCL3, FOXP3, GATA3, IRF1, SMAD3, STAT5A 

Translational regulators  BCL3, IGF2BP2 

Environment and 

intracellularstimuli 

responses 

BCL10, BCL3, ELA2, FOXP3, GATA3, HMOX1, IL12 A, INHA, INHBA, 

LTB, MALT1, MYD88,NOD1, SMAD3, SOD1, STAT5A, TLR2 

Cytokine production 

signalingmolecules 

BCL10, BCL3, FOXP3, HMOX1, INHA, INHBA, LTB, MALT1, MAP3K7, 

MYD88, NOD1, SMAD3,SOD1, STAT5A, TLR2, TRAF2, TRAF6 

 

Data were assessed using the deltaCt-values. Relative percentages of unmethylated 

and methylated fractions of input DNA were obtained for each gene in both groups. 

Data representing DNA methylation levels were analyzed using the EpiTect Methyl II 

DNA PCR 96-Well Data Analysis spreadsheet, available at the manufacturer’s website 

(Life Technologies, Carlsbad, CA). 
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RESULTS 

The methylation levels of the promoter regions of the 22 immune response related 

genes in the IERR group and in the control group are presented in Figure 1. The results 

of the methylation patterns of the IERR pooled samples revealed the highest levels of 

DNA methylation for FOXP3, compared with the other investigated genes. The FOXP3 

promoter region showed 65.95% methylation levels in the IERR pool, while the normal 

healthy bone pool showed a markedly reduced percentage of DNA methylation 

(23.43%) for the same gene (Table 2).The other evaluated gene promoters had similar 

profiles between the case and control groups, presenting low methylation levels. 

(A) 

 
(B) 

 
FIGURE 1. Methylation levels (%) observed in (A) pool IERR - Inflammatory External Root Resorption 
and (B) pool bone 
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TABLE 2. Percentage of unmethylated (UM) and methylated (M) levels in immune response genes 
in pool IERR and pool bone 

Gene Symbol 
Pool IERR Pool bone 

UM M UM M 

BCL10 99,98% 0,02% 99,63% 0,37% 
BCL3 99,99% 0,01% 99,73% 0,27% 

ELANE 70,93% 29,07% 82,44% 17,56% 
FOXP3 34,05% 65,95% 76,57% 23,43% 
GATA3 99,37% 0,63% 99,73% 0,27% 
HMOX1 98,74% 1,26% 99,05% 0,95% 
IGF2BP2 99,81% 0,19% 99,92% 0,08% 

IL12A 99,48% 0,52% 99,39% 0,61% 
INHA 99,16% 0,84% 99,44% 0,56% 

INHBA 98,61% 1,39% 99,25% 0,75% 
IRF1 99,98% 0,02% 99,30% 0,70% 
LTB 100,00% 0,00% 99,65% 0,35% 

MALT1 99,89% 0,11% 99,43% 0,57% 
MAP3K7 99,14% 0,86% 99,23% 0,77% 
MYD88 99,55% 0,45% 99,35% 0,65% 
NOD1 99,85% 0,15% 99,76% 0,24% 

SMAD3 99,86% 0,14% 99,79% 0,21% 
SOD1 100,00% 0,00% 99,86% 0,14% 

STAT5A 94,41% 5,59% 91,92% 8,08% 
TLR2 99,90% 0,10% 99,65% 0,35% 

TRAF2 99,88% 0,12% 99,69% 0,31% 
TRAF6 99,67% 0,33% 99,83% 0,17% 

 

 

DISCUSSION 

The present clinical and molecular study investigated, for the first time, the methylation 

status of a selected panel of important inflammatory genes related to immune 

response, in replanted teeth presenting IERR. These genes comprised B-cell and T-

cell function regulators, transcriptional and translational regulators, as well as other 

genes involved in inflammatory response and immunity. The DNA methylation profile 

was investigated to compare a pooled sample of root fragments bearing IERR to a 

pooled sample of normal bone tissue. Epigenetic mechanisms, such as DNA 

methylation, have been shown to have an impact on the pathogenesis of other 

inflammatory oral diseases, including periodontitis 8,12 and periapical lesions 13-16. 

The methylation assays revealed that the FOXP3 gene promoter had higher levels of 

DNA methylation in the IERR group, compared to the healthy bone group. A higher 

level of FOXP3 promoter methylation was also observed in radicular cysts and 
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periapical granulomas 14. FOXP3 is a transcription factor considered necessary and 

sufficient for the development of regulatory T cells (Tregs); it is also considered the 

specific marker for this T cell subpopulation 20-22. Treg cells represent a distinct 

population of T cells, induced peripherally by antigen exposure 23. The role of Tregs in 

controlling immune response, via suppression of effector cell function and/or 

production of immunosuppressive cytokines, is well established 21,23. In epigenetic 

studies, a correlation between DNA methylation and gene silencing has long been 

recognized. It has been suggested that DNA demethylation of the FOXP3 promoter 

gene in Tregs is a prerequisite for stable protein expression and Treg development, 

and for the suppressive regulatory T cell phenotype. Demethylation allows FOXP3 

binding in order to maintain transcriptional activity at the FOXP3 locus 21,24-26.On the 

other hand, the higher level of methylation of the FOXP3 promoter region inhibits 

transcription factors from binding to their DNA binding sites, since they are correlated 

with FOXP3 mRNA gene expression downregulation 14. 

Taken together, the present findings, which show a higher methylation status of the 

FOXP3 gene promoter region in the IERR group, as well as in radicular cysts and 

periapical granulomas 14, may reflect the infectious etiopathogenesis shared by such 

entities. It has been shown that DNA methylation status can change rapidly in response 

to infection, and may have a role in innate immune response 27. It has been shown that 

microbial pathogens, including bacteria, viruses and their virulence factors, can further 

deregulate the epigenetic machinery of the host cell with the intention of circumventing 

host defense mechanisms, thereby favoring the colonization, growth or spread of 

infectious pathogens 28. The role of environmental factors, including bacterial infection 

and tissue inflammation in some oral diseases, have recently been explored and have 

been shown capable of inducing epigenetic changes in pulpal 29,30 and periodontal 

tissues 31-33. 

As the FOXP3 promoter gene is encoded on the X chromosome, most studies choose 

to use only male donors in order to avoid bias due to the inactivity of the X 

chromosome. However, the precise regulation of FOXP3 expression in female donors 

remains something of an enigma 22. According to a recent study, methylation patterns 

of the FOXP3 locus seems to be quite similar in both genders 22. Taking this into 

account, together with the fact that tooth avulsion is a rare traumatic injury in 

permanent dentition, ranging from 0.5% to 16% 34, both genders were included in the 
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same pool. The decision to include female donors was based on the difficulty of 

obtaining samples of severe IERR in teeth that cannot be saved. Therefore, in the 

present analysis, one female donor was included in each pool in order to match 

patients by gender. 

The present study originally provided procative results regarding the differential 

methylation patterns in an important gene involved in the immune response. This 

suggests that epigenetic mechanisms may participate in IERR modulation. It is 

noteworthy that there are no previous studies in the literature investigating the role of 

epigenetic regulation in root resorption modulation. However, the present data must 

be interpreted with caution, especially because it is necessary to assess the functional 

impact of DNA methylation, by verifying the expression and transcription levels of the 

mRNA of the FOXP3 gene, through validation experiments using individual samples. 

In addition, this is a preliminary descriptive study. Multivariate analysis, to assess the 

effect of demographic and clinical factors in IERR activity, was not performed. It is well 

known that the patient’s age at the time of trauma 19,35 and the timing of pulpectomy 

after replantation 19,35 may affect IERR activity. Therefore, future studies addressing 

simultaneous methylation patterns of the FOXP3 and additional genes, as well as other 

clinical parameters, may also contribute to elucidate the dynamics of IERR in 

traumatized teeth. 

 

CONCLUSION 

The present results suggest differential methylation patterns of the FOXP3 gene in 

IERR, compared to healthy bone tissue; and, that this might be attributed to the 

presence of root canal infection. This is the first evidence of the possible participation 

of epigenetic events in the modulation of IERR. However, future studies are needed to 

corroborate these findings, so as to determine the functional relevance of this alteration 

and its role in the pathogenesis of IERR. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

5.1 Avaliação dos Determinantes Clínicos da ocorrência de RREI em dentes 

permanentes reimplantados 

No presente estudo, buscou-se avaliar retrospectivamente os determinantes 

clínicos da atividade da RREI, antes da intervenção endodôntica, em dentes 

permanentes reimplantados de pacientes tratados na CDT-FAO-UFMG entre 1994 e 

2018. Estudos desta natureza constituem-se uma importante contribuição uma vez 

que a literatura relativa aos traumatismos dentários ainda é dominada por estudos 

experimentais e estudos clínicos de baixo poder de evidência científica, como relatos 

de casos ou estudos realizados com amostras relativamente pequenas 

(ANDERSSON AND ANDREASEN, 2011). Neste contexto, o presente estudo traz 

uma importante contribuição tendo em vista o tamanho da amostra, constituída de 581 

dentes reimplantados em 427 pacientes. Vale ressaltar que a estratégia adotada para 

análise estatística dos dados permitiu a inclusão de mais de um dente reimplantado 

no mesmo paciente através da utilização das Equações de Estimação Generalizadas 

(GEE).  

Outra importante característica deste trabalho reside no fato de que houve 

padronização dos procedimentos adotados durante o reimplante bem como no 

registro de informações. Essa garantia se deu em virtude de os dois centros 

envolvidos no atendimento dos pacientes integrantes da amostra atual - Pronto 

Socorro Odontológico do Hospital Metropolitano Odilon Bherens (HMOB), onde o 

atendimento de urgência foi realizado, e a Clínica de Traumatismos Dentários da 

Faculdade de Odontologia da UFMG, onde os pacientes receberam atendimento 

sequencial - integrarem o Programa Traumatismos Dentários da FAO-UFMG, os quais 

adotam protocolos e formulários comuns desde 1994. Sendo assim, é possível 

assegurar que as manobras adotadas para a realização do reimplante foram 

rigorosamente as mesmas para toda a amostra. 

Na primeira etapa, o modelo de regressão multinomial ordinal demonstrou que, 

dentre as variáveis estudadas, apenas a idade e o tempo entre o reimplante e a 

pulpectomia estavam significativamente relacionados com a ocorrência e severidade 
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da RREI. Este resultado corrobora estudos clínicos prévios que demonstram que o 

atraso na extirpação pulpar (BASTOS et al., 2014; COCCIA, 1980; HINCKFUSS AND 

MESSER, 2009; KINIRONS et al., 1999; STEWART et al., 2008; WERDER et al., 

2011), bem como a menor idade do paciente no momento do trauma (ANDREASEN 

et al., 1995a; BASTOS et al., 2014; PETROVIC et al., 2010), estão associados ao 

maior risco e gravidade RREI. A relação direta da pulpectomia tardia com maior 

ocorrência de RREI observada neste estudo é coerente com os achados da literatura 

que demonstraram o papel chave desempenhado pela infecção do canal radicular na 

etiopatogenia das RREI. A presença de bactérias no canal radicular sustenta a 

inflamação no LP e, consequentemente, é capaz de incentivar a atividade clástica na 

superfície externa da raiz, resultando em maior chance de um dente reimplantado 

desenvolver RREI (ANDREASEN, 1981a;b; HAMMARSTROM et al., 1986; TROPE et 

al., 1992; NISHIOKA et al., 1998). 

Em uma segunda etapa, procurou-se investigar a interação entre estas duas 

covariáveis, ou seja, estimar se o efeito de uma modifica o efeito da outra. O resultado 

significativo do teste de interação evidenciou uma interação quantitativa entre estas 

duas variáveis ao demonstrar que o efeito do tempo até a pulpectomia foi 

significativamente atenuado pelo aumento da idade do paciente no momento do 

trauma. Em outras palavras, o atraso no início da terapia endodôntica afeta a 

ocorrência e severidade da RREI de maneira dependente da idade. Este é um 

resultado inédito e representa uma contribuição importante ao demonstrar que a idade 

do paciente não é apenas um fator prognóstico relevante para a atividade de RREI, 

mas também um importante fator preditivo do efeito da demora no início da terapia 

endodôntica. O resultado desta interação sugere, em última análise, que estas duas 

covariáveis devem ser consideradas conjuntamente durante a tomada de decisão 

clínica, não só em nível individual, mas principalmente na organização e coordenação 

do cuidado emergencial e sequencial de pacientes portadores de dentes permanentes 

reimplantados. 

Em situações de avulsão e reimplante dentários, as demandas são sempre 

agudas e urgentes, e frequentemente, há necessidade de acompanhamento em longo 

prazo do paciente traumatizado, em uma abordagem multidisciplinar. Desconsiderar 

a complexidade deste cenário no planejamento do tratamento de dentes 

reimplantados pode resultar em elevado custo econômico e social. 
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Consequentemente, o resultado aqui apresentado traz importantes subsídios para 

embasar deliberações eficazes que  levem em consideração a maior vulnerabilidade 

do paciente de menor idade em situações em que a terapia endodôntica não pode ser 

iniciada no momento ideal. 

 

5.2 Avaliação do Perfil de Metilação do DNA na RREI em dentes permanentes 

reimplantados 

A realização deste ensaio buscou investigar, pela primeira vez, se mecanismos 

reguladores da expressão gênica poderiam estar envolvidos na dinâmica dos 

processos reabsortivos em dentes permanentes reimplantados após avulsão 

traumática portadores de RREI. Aqui, o perfil de metilação do DNA de um painel de 

22 genes relacionados com a resposta imune foi investigado utilizando um pool de 

amostras de fragmentos radiculares de dentes portadores de RREI com indicação de 

exodontia, e comparado com um pool de amostras de tecido ósseo normal. 

Os ensaios de metilação revelaram que o estado de metilação da região 

promotora do gene FOXP3 na RREI difere do tecido ósseo normal. O gene FOXP3 

apresentou maior nível de metilação do DNA na RREI em comparação com o grupo 

osso (65,95% e 23,43% respectivamente). Os demais promotores de genes 

estudados tiveram um perfil similar entre os grupos, apresentando uma baixa 

frequência de metilação. Este resultado se assemelha aos achados de Campos et al. 

(2015), que demonstraram que o gene FOXP3 se apresenta hipermetilado em cistos 

e granulomas periapicais, e que este maior nível de metilação está relacionada coma 

menor expressão gênica. 

Considerando que o principal mecanismo de indução da RREI também está 

relacionado com a presença de microrganismos colonizando o interior do sistema de 

canais radiculares (ABBOTT, 2016; TROPE, 2011), especula-se se o padrão de 

metilação de genes envolvidos na resposta imuno-inflamatóriana RREI também 

poderia estar alterado em função da presença da infecção. Vale ressaltar que não há 

na literatura estudos com amostras semelhantes que tenham buscado investigar o 

papel regulador da metilação na modulação da resposta imune inflamatória do 

indivíduo e na eficiência dos mecanismos de cicatrização em situações de reimplante 
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dentário. Apesar disso, o presente resultado deve ser interpretado com cautela. O 

impacto funcional da metilação do DNA, por meio da verificação dos níveis de 

expressão e transcrição do mRNA do gene FOXP3, não foi contemplado neste estudo. 

Assim sendo, estudos adicionais com enfoque especial na validação destes achados 

em amostras individuais são necessários para confirmar ou refutar o pressuposto aqui 

levantado. 

Ainda assim, os resultados da presente investigação fornece parâmetros 

básicos e abre novas perspectivas para estudos futuros que busquem melhor 

compreensão dos fatores moduladores da resposta imune e sua participação na 

patogênese das reabsorções radiculares pós-traumáticas. Este avanço poderá 

estabelecer novas abordagens para o diagnóstico e tratamento destas lesões. 
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ANEXO 1 

Termos de Consentimento/Assentimento livre e Esclarecido (TCLE/TALE) 
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ANEXO 2 

Termo de Compromisso de Utilização de Dados (TCUD) 
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ANEXO 3 

Parecer Consubstanciado do CEP  
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ANEXO 4 

Produção científica durante o curso (Artigo publicado 01) 
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ANEXO 4 

Produção científica durante o curso (Artigo publicado 02) 
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