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RESUMO

A reabsorgao radicular externa inflamatoéria (RREI) € um processo patolégico definido
como a perda progressiva de tecido mineralizado radicular, dentina e cemento,
resultante da combinacgao entre a lesdo as camadas protetoras da superficie externa
da raiz e a presenga de microrganismos no interior do sistema de canais radiculares.
Estudos clinicos demonstraram o papel da idade e de fatores relacionados ao manejo
e tratamento do dente avulsionado na etiopatogenia e evolugdo das RREI| apos
reimplantes. Entretanto, ndo existem informag¢des sobre a interagdo destes fatores,
bem como poucos estudos avaliaram a influéncia do perfil genético e imunolégico do
paciente no padrdo de cicatrizagdo apés reimplantes dentarios. O presente estudo
objetivou (1) avaliar a interagdo de fatores progndsticos para o desenvolvimento da
RREI apds o reimplante de dentes permanentes, bem como (2) investigar o papel da
epigenética nos processos imunomediados das RREI pos-traumaticas. Para estudo
dos determinantes clinicos e suas interagdes, 0 universo da pesquisa envolveu 427
pacientes (idade média de 12,6 anos) portadores de 581 dentes permanentes
reimplantados, com rizogénese completa no momento do trauma, tratados na Clinica
de Traumatismos dentarios da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de
Minas Gerais entre 1994 e 2018. Dados relativos a idade do paciente no momento do
trauma, grau de rizogénese, condi¢des de armazenamento e periodo extra alveolar
do dente avulsionado, uso de antibioticoterapia sistémica, tempo decorrido entre o
reimplante e o inicio da terapia endodéntica radical (TER) e a duragao do periodo de
imobilizagdo foram coletados dos prontuarios dos pacientes. Tomadas radiograficas
realizadas na consulta de inicio do TER foram utilizadas para diagndstico da atividade
de reabsorgao. Sinais radiograficos 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 inicio do TER representaram importantes fatores
progndésticos para a ocorréncia de RREI. Além disso foi observada uma interagao
quantitativa entre estas duas variaveis uma vez que o aumento na idade do paciente
atenuou significativamente o efeito do tempo até o inicio da terapia endoddntica. Este
resultado inédito evidencia a maior vulnerabilidade do paciente mais jovem e enfatiza
a importancia de se considerar estas duas covariaveis conjuntamente durante a
tomada de decisao clinica. Para o estudo epigenético, o perfil de metilacdo 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 6sseo
saudavel coletado durante a extracao cirurgica de dentes impactados. Os padrdes de
metilacdo do DNA dos 22 genes foram quantificados utilizando EpiTect Methyl Il
Signature Human Cytokine Production PCR Array. Os resultados do estudo da
epigenética revelou que o pool de amostras com RREI apresentou nivel mais alto de
metilacdo do DNA na regiao promotora da FOXP3, em comparagdo com o pool de
osso normal (65,95% e 23,43%, respectivamente). Esta é a primeira evidéncia de uma
possivel participacdo de eventos epigenéticos na modulagdo da RREI e especula-se
se o0 padrao hipermetilado da FOXP3 poderia estar relacionado a presenca da
infecgdo endodontica.



Palavras-chave: Reimplante dentario. Reabsorg¢édo radicular externa inflamatéria.
Epigenética, Metilacdo do DNA



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 Il 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 CONSIDERAGOES INICIAIS

As Reabsorgdes Radiculares Externas pos-traumaticas (RRE) - Reabsorgéo
Radicular Externa por Substituicdo (RRES) e Reabsor¢do Radicular Externa
Inflamatéria (RREI) - constituem-se a sequela mais frequente apds o reimplante de
dentes permanentes avulsionados, com prevaléncias relatadas na literatura entre 13%
e 94% (SOUZA et al.,, 2018). A lesdo a camada cementoblastica e as fibras do
ligamento periodontal (LP), decorrentes do evento traumatico e das condutas
emergenciais e clinicas adotadas no momento do acidente, sdo os fatores
desencadeantes que estabelecem condi¢des propicias a atividade reabsortiva, uma
vez que expde as areas mineralizadas da raiz a agado das células clasticas. No entanto,
a acgao destas células sob a superficie radicular requer estimulagao continua, ou seja,
na auséncia de um fator de manutengao que continuamente mantenha o estimulo para
osteoclastogénese, a reabsorgao radicular sera transitoria e o reparo tecidual podera
ocorrer pela aposicao de fibras periodontais recém-formadas e cemento reparador nas
lacunas reabsortivas (HAMMARSTROM et al., 1989; TRONSTAD, 1988).

Na etiopatogenia da RRES, a perda do LP e da camada cementoblastica
resulta em unido direta do osso alveolar com a superficie radicular. Ao perder a
camada cementoblastica e uma vez cessada a inflamacgao inicial responsavel pela
remocgao dos restos necroticos do LP, a superficie radicular desnuda é colonizada por
osteoblastos e osteoclastos, normalmente presentes no osso medular, que competem
para repovoa-la. A superficie dentinaria da raiz passa assim a integrar o processo de
remodelagao dssea fisioldgica, culminando em reabsorgao e substituicdo progressiva
da estrutura radicular por tecido 6sseo (HAMMARSTROM et al., 1989).

No caso das RREI, a camada de cemento e cemento intermediarias atingidas
pela reabsorgao iniciada durante os processos de reparo do ligamento periodontal
acaba por expor os tubulos dentinarios. Considerando que a necrose pulpar é
esperada na maioria dos casos de avulsao dentaria e que o tecido pulpar necrosado
€ extremamente susceptivel a contaminagao microbiana, a exposi¢ao da superficie
externa da raiz ao ambiente intracanal infectado propicia uma via de acesso para

bactérias e suas toxinas atinjam a superficie externa da raiz. A combinagao de
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microrganismos presentes no interior do sistema de canais radiculares (SCR) com o
dano a camada cementoblastica na superficie externa da raiz resulta em RREI que
pode ser bastante grave e levar a uma rapida perda do elemento dental (ANDREASEN
AND HJZRTING-HANSEN, 1966; HAMMARSTROM et al., 1986; BLOMLOF et al.,
1988; TRONSTAD, 1988; TROPE, 2011). A presenca da infecgcdo endodéntica
representa um estimulo continuo e progressivo da atividade osteoclastica,
amplificando o processo inflamatorio, que modifica o curso da resposta tecidual e
altera o processo inicial de cicatrizagdo (ANDREASEN AND HJ@RTING-HANSEN,
1966a,b; ANDREASEN, 1981a; TROPE, 2011). A participacdo bacteriana na
etiopatogenia da RREI é bem estabelecida e foi observada experimentalmente
(ANDREASEN, 1981a;b; HAMMARSTROM et al., 1986; NISHIOKA et al., 1998;
TROPE et al., 1992) e confirmada clinicamente através da associagéo 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 presenca de bactérias no ligamento
periodontal, nos tubulos dentinarios ou na polpa séo fatores de risco responsaveis
pelo desenvolvimento de RREI, uma abordagem légica seria excluir ou limitar a carga
microbiana durante a fase de cicatrizacdo para otimizar o reparo periodontal. A
principal forma de controlar a inflamacao decorrente da infecgao € através da terapia
endodéntica. Outra fonte de infecgéo, proveniente do ligamento periodontal e alvéolo
dentario contaminados, poderia ser controlada pela administracdo de
antibioticoterapia sistémica (ATS). Estudos experimentais em animais mostraram que
a ATS otimiza a cicatrizacéo e diminui a RREI (GOMES et al., 2015; HAMMARSTROM
et al., 1986; MELO et al., 2016; SAE-LIM et al., 1998a;b). Entretanto, os beneficios
da administragdo da ATS n&o foram comprovados clinicamente (ANDERSSON AND
BODIN, 1990; ANDREASEN AND HJORTING-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
variavel importante na progresséo e gravidade da RREI. Esta bem estabelecido que
guanto mais jovem o paciente, maior a taxa de reabsorgdo (ANDERSSON et al., 1989;
BASTOS et al., 2014; PETROVIC et al., 2010). Estagios iniciais do desenvolvimento
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radicular também foram relacionados a rapida progressao da RRElI (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 periodos em condigdes inadequadas também foram
associados a ocorréncia de RREI apds o reimplante (BOYD et al., 2000; KINIRONS
etal., 1999; PETROVIC et al., 2010). Ha ainda evidéncia clinica da existéncia de risco
aumentado para desenvolvimento precoce de RREI em casos de fratura coronaria
concomitante no dente avulsionado (DONALDSON & KINIRONS, 2001).

Entretanto, a influéncia destes fatores progndsticos clinicos tém sido
investigada isoladamente e até o momento n&o existem informagdes na literatura
sobre como estes diferentes fatores interagem influenciando a atividade de
reabsorgcdo. Além disso, existem poucas informagdes sobre o papel da resposta do
hospedeiro na determinagao do progndstico periodontal apds o reimplante. Os poucos
estudos clinicos disponiveis demonstraram que o processo de cicatrizagdo apds o
reimplante pode ser influenciado pelo perfil imunolégico do paciente,
independentemente do manejo e tratamento inicial do dente avulsionado (ROSKAMP
et al., 2017).

Evidéncias sugerem que o0s mecanismos celulares e moleculares da
reabsorcao dos tecidos dentarios sdo bastante semelhantes aos da reabsorcéo dssea,
envolvendo células clasticas morfologica e funcionalmente semelhantes aos
osteoclastos (PIERCE, 1989; SASAKI, 2003). A osteoclastogénese € um processo
resultante de interacdes complexas entre células, receptores e seus respectivos
ligantes, citocinas e fatores de crescimento, sendo o equilibrio entre a expressao
desses componentes considerado o principal mecanismo regulatoério 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 dindmica da expressao de citocinas osteo-imunomodulatéras tem
efetiva participacao durante o processo de reparo apds o reimplante dental em ratos
e estad associada com a diferenciacdo de odontoclastos (MANFRIN et al., 2013;
PANZARINI et al., 2013). Um estudo utilizando tecidos perirradiculares de dentes
humanos extraidos de pacientes portadores de RREIlI e RRES apds o reimplante
dentario demonstrou a expressao de mediadores inflamatorios semelhantes aqueles

da reabsorgao 0ssea, sugerindo que fatores locais que comprovadamente atuam nos
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processos fisioldgicos e patolégicos de reabsorcdo d6ssea também participam na
modulagao das RRE (BASTOS et al., 2017).

Neste contexto, o principal mecanismo de indu¢cao da RREI esta relacionado
com a capacidade das endotoxinas de bactérias presentes no canal radicular de
promover a liberagdo de fatores desencadeadores da atividade osteoclastica a
semelhanga do que acontece na reabsorgao Ossea periapical em resposta a uma
infeccdo endodéntica (GRAVES et al., 2011; NE et al., 1999). Nas lesbes periapicais,
apesar dos microrganismos e seus subprodutos causarem dano direto por meio de
seus fatores de viruléncia, os danos indiretos provocados pela propria resposta
inflamatdria/imunolégica nos tecidos perirradiculares s&o os principais responsaveis
pela destruicio tecidual. Acredita-se que a interagao entre antigenos bacterianos e as
células de defesa do hospedeiro, células inflamatorias e clasticas, que coletivamente
organizam a atividade de enzimas, citocinas e horménios também sejam
determinantes da evolugédo das reabsorgdes radiculares (NE et al., 1999; PIERCE,
1989; SASAKI, 2003). As informagdes sobre a imunopatologia € os mecanismos
moduladores das RREI pds-trauma advém, 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 individuo ndo é influenciada apenas por caracteristicas
genéticas. Ha um nivel adicional de regulacdo génica desencadeada por alteragdes
epigenéticas. Epigenética é definida como modificacbes herdaveis na expressao do
gene que nao envolve mudanga na sequéncia de bases nucleotidicas da molécula de
DNA (acido desoxirribonucleico) (GOLDBERG et al., 2007). Através de modificagdes
nas proteinas histonas ou por meio de alteragdes quimicas na propria molécula de
DNA, remodelando a cromatina, mecanismos epigenéticos atuam seletivamente
ativando ou inativando genes. Representam um tipo de regulagdo génica capaz de
alterar o comportamento celular, controlando padrées de expressao génica durante o
ciclo celular, desenvolvimento ou diferenciagdo celular, e que pode interferir na
variabilidade interindividual da resposta imune e na suscetibilidade a doencas
(LARSSON, 2017; WILSON, 2008).

A metilagdo do DNA é um dos fendmenos epigenéticos mais extensamente
estudado e melhor caracterizado (GREENBERG AND BOURCHIS, 2019). A
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metilacdo do DNA é caracterizada pela adigao covalente de um grupo metil no quinto
carbono, ou posigao 5' do anel citosina, e € catalisada por enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs). Em mamiferos foram identificadas trés DNMTs: DNMT1,
DNMT3A e DNMT3B. DNMT3A e DNMT3B s&o consideradas metiltransferases de
novo, pois podem estabelecer um novo padrao de metilagao para DNA nao modificado
(OKANO et al., 1999). Por outro lado, o DNMT1 atua durante a replicagdo do DNA,
sendo responsavel pela manutencao do padrdo de metilagdo do filamento de DNA
parental para o filamento recém-sintetizado. Apds a replicacdo do DNA, as duas
hélices filhas do DNA hemi-metilado contém uma fita metilada e uma fita ndo metilada.
A DNMT1 metila as fitas recém sintetizadas reestabelecendo o padrdao de metilagéo
do DNA parental, assegurando a transferéncia fiel deste padrao durante as divisdes
celulares, sendo assim considerada uma metiltransferase de manutengdo (HERMANN
et al., 2004).

Em mamiferos, a metilagdo ocorre principalmente em dinucleotideos CG
(citosina-guanina) ou CpG que sao regides de citosina e guanina ligadas por um grupo
de fosfato. llhas CpG sao extensdes 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).
Dinucleotideos CG metilados interferem diretamente na ligacdo dos fatores de
transcricdo as suas sequéncias de reconhecimento. Além disso, regides do DNA
metilado adjacente aos sitios promotores dos genes atuam como um sinal de
recrutamento para proteinas de ligagdo (MBDs), as quais competem com os fatores
de transcrigdo, resultando na repressao transcricional. Estas proteinas de ligagao
(MBDs) por sua vez associam-se a grandes complexos de proteinas contendo
corepressores e histonas deacetilases. A deacetilacido da histona € um mecanismo
responsavel por remover grupos acetil, levando ao enovelamento do DNA. Isto resulta
em uma cromatina mais compacta a qual € transcricionalmente inacessivel. Assim, o
silenciamento génico provocado pela metilacdo do DNA ocorre diretamente
bloqueando a ligagédo dos fatores de transcricdo ao DNA e indiretamente, uma vez
que citosinas metiladas tendem a recrutar histonas deacetilases, favorecendo a
condensacgao do DNA e consequente alteragédo na estrutura da cromatina (ATTWOOD
et al., 2002; BARROS AND OFFENBACHER, 2009) (Figura 01).
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Figura 01: Mecanismo de inibigdo da transcrigdo génica por meio da metilagdo do DNA.
Fonte: Adaptado de Barros and Offenbacher (2009)

Evidéncias apontam que genes de citocinas envolvidas no processo
imunoldgico sido alvos de multiplos eventos epigenéticos, incluindo metilagdo do DNA
e modificagbes de histonas (FITZPATRICKAND WILSON, 2003; NIELSEN AND
TOST, 2013). A propria resposta inflamatoria por si s6 € capaz de influenciar
mudancas epigenéticas nas ceélulas, levando a repressao ou ativagao transcricional
de multiplos genes alvo. Em outras palavras, os mecanismos epigenéticos
desempenham um papel fundamental na iniciacdo e progresséo da inflamagao pela
determinacdo dos perfis de citocinas em resposta a estimulos ambientais, mas
também pela regulacdo dos genes alvo em resposta as citocinas produzidas no
microambiente (BAYARSAIHAN, 2011).

Nesse sentido, o papel da inflamagao crénica como um potencial estimulo para
alterar o padréo de metilagdo local fornece uma area fértil para investigagdo. No
campo da odontologia, pesquisas atuais demonstraram o envolvimento da metilagao
do DNA em genes que codificam para citocinas envolvidas no processo inflamatério
na patogénese da doenga periodontal (DE FARIA AMORMINO et al., 2013; DE



21

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, diferengas no perfil de metilagéo
de genes relacionados a resposta imune parecem ter influéncia sobre a
susceptibilidade individual a lesbes periapicais inflamatdrias, tais como cistos e
granulomas, e no resultado ao tratamento, através da sua contribuigao para expressao
alterada de genes envolvidos na doencga (CAMPOS et al., 2013; CAMPOS et al., 2015;
CAMPOS et al., 2016; WICHNIESKI et al., 2019). Até o momento, ndo existem
informacdes sobre o papel da regulagao epigenética na modulagao da resposta imune
inflamatoria do hospedeiro e sua interferéncia no processo de cicatrizagdo de dentes

portadores de lesées traumaticas dento-alveolares.

Cabe ressaltar ainda que patdégenos microbianos, incluindo bactérias, virus e
seus fatores de viruléncia, podem atuar induzindo alteragbes epigenéticas com a
intencdo de contornar os mecanismos de defesa do hospedeiro, favorecendo a
colonizacgao, o crescimento ou a disseminagao microbiana (NILLER et al., 2013). O
papel da infeccdo bacteriana e da inflamagao tecidual na modulagéao epigenética de
algumas doengas orais foi recentemente explorado, as quais mostraram-se capazes
de induzir modificagdes 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 padrées epigenéticos pode fornecer
informagdes valiosas sobre como as células respondem a presenga de patdégenos
endodoénticos, contribuindo para a melhor compreensdo dos mecanismos

imunoregulatorios na progressao da RREI.

Considerando-se a importancia da regulagdo imunolégica nos processos de
reabsorcao dos tecidos mineralizados, a escassez de informagdes especificas sobre
o perfil imunoinflamatério do individuo na modulacdo das RREI pés-traumaticas, e
tendo como parametro a participagdo de eventos epigenéticos em outros processos
inflamatorios de interesse odontoldgico, especula-se se estes mecanismos também
estariam relacionados a patogénese das RREI em dentes reimplantados apds a
avulsdo dentaria. Estudos desta natureza sdo de grande relevancia, pois podem
contribuir para compreensao das diferencas interindividuais observadas clinicamente

e, dessa forma, orientar estratégias terapéuticas especificas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

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

bem como sua associagdo com determinantes clinicos e epigenéticos.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Avaliar a presenga e extensdo de RREIl em dentes permanentes maduros

reimplantados apds avulsédo traumatica.

2.2.2 Avaliar a associagao entre a atividade de RREI e possiveis determinantes tais
como a idade do paciente no momento do trauma, as condi¢gdes de
armazenamento e periodo extra alveolar dos dentes avulsionados, o tempo
decorrido entre o reimplante e o inicio da terapia endodbntica, o uso de
antibioticoterapia sistémica no momento do reimplante, a duragao do periodo
de imobilizacdo e a presenca de fratura coronaria concomitante no dente

avulsionado.

2.2.3 Avaliar o padrao de metilagdo 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 apds avulsédo traumatica com diagndstico

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

3.1 FASE I: ESTUDO DOS DETERMINANTES CLINICOS DA OCORRENCIA RREI
3.1.1 Selecdo da amostra:

O presente estudo consistiu em uma avaliacdo transversal da atividade de
RREI em dentes permanentes reimplantados de pacientes atendidos na Clinica de
Traumatismos Dentarios da Faculdade de Odontologia da UFMG (CTD-FAO-UFMG)
entre 1994 e 2018. Foram excluidos pacientes que apresentavam alteragoes
sistémicas debilitantes e/ou usuarios de farmacos capazes de modificar a resposta
inflamatoria padréo do individuo ou interferir no metabolismo 6sseo. Para este estudo
foram incluidos na amostra somente dentes com completo desenvolvimento radicular
e apice fechado no momento do reimplante. Além disso, os pacientes ndo poderiam
apresentar alteragbes periapicais de origem endodéntica ou periodontal nao
relacionadas a reabsorcao radicular pés-traumatica, lesdes traumaticas prévias no
elemento avulsionado, presencga de restauragdes extensas e sinais radiograficos de
reabsorcao radicular ou tratamento endoddéntico radical anterior ao evento traumatico

que tenha desencadeado o processo reabsortivo.

Foram revisados registros de um total de 1288 dentes avulsionados e
reimplantados de 871 pacientes. Apds a aplicacao dos critérios de exclusdo, a amostra
final constituiu-se de 427 pacientes portadores de 581 dentes permanentes

reimplantados, com rizogénese completa no momento do trauma

3.1.2 Aspectos Eticos:

Os pacientes ou os representantes legais daqueles menores de idade
selecionados foram informados sobre os objetivos do estudo, tendo a oportunidade
de esclarecer quaisquer duvidas. 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 responsavel caso concordasse em participar.
O paciente também foi informado que durante qualquer etapa do projeto de pesquisa

ele teria o direito de desistir e ndo sofreria nenhuma penalizagcdo, nem seriam
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interrompidos os procedimentos necessarios para o término do seu tratamento.
Adicionalmente, os pesquisadores envolvidos assinaram o Termo de Compromisso
de Utilizacdo de Dados (TCUD — Anexo 2) para a salvaguarda os direitos daqueles
participantes em que houve impossibilidade de obtengdo do TCLE/TALE. O projeto de
pesquisa foi aprovado pelo comité de ética de pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (COEP UFMG — Anexo 3) (CAAE 11883119.9.0000.5149), obedecendo
ao exigido pela legislacéo brasileira, conforme as resolugbes do Conselho Nacional
de Saude sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo
Seres Humanos (Resolugcdo CNS 466/12),.

3.1.3 Diagnostico da RREL:

Para diagnostico da reabsorcao radicular, radiografias periapicais realizadas
imediatamente apds o reimplante e no inicio da terapia endodéntica foram
examinadas em condigdes ideais por dois examinadores e de forma independente
(JVB e DABF). A RREI foi diagnosticada quando a superficie radicular do dente
reimplantado apresentasse areas radiolucidas em forma de concha ao longo da
superficie da raiz e no osso alveolar adjacente, de acordo com critérios descritos na
literatura (ANDREASEN et al., 1995b).

Para estudo da atividade de reabsorgao, utilizou-se o indice radiografico de
reabsorcao radicular descrito por Andersson et al.(1989). Para calculo do indice, as
superficies mesial e distal da raiz foram divididas em trés se¢des iguais a partir do
nivel da crista 6ssea até o apice. A cada segéao da raiz foi atribuida uma pontuacéo (0,
1 ou 2), dependendo da presenca e profundidade das cavidades de reabsorgao a partir
da superficie externa da raiz até a cavidade pulpar (Figura.02). As pontuagdes de cada
secao foram somadas para se calcular o indice de reabsorcao radicular em cada
radiografia. Assim, cada radiografia examinada recebeu uma pontuacgao referente a

atividade de reabsorcéo total. Os indices atribuidos variaram entre 0 a 12.
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Figura 02: Desenho esquematico do critério para calculo do indice radiografico de reabsorc¢ao: Critérios
para pontuagao da profundidade da cavidade de reabsorgao a partir da superficie externa da raiz nos
tercos apical, médio e cervical das faces mesial e distal da raiz: 0= auséncia de reabsor¢ao, espaco do LP
normal; 1= profundidade da lacuna de reabsorcdo < metade da distancia entre a superficie externa da raiz
e a cavidade pulpar; 2= profundidade da lacuna de reabsorg¢ao > metade da distancia entre a superficie
externa da raiz e a cavidade pulpar.

Fonte: ANDERSSON et al. (1989).

3.1.4 Analise Estatistica:

Um modelo de regressao multinomial ordinal foi utilizado para testar o
efeito das covariaveis idade do paciente no momento do trauma, condi¢cdes de
armazenamento e duragao do periodo extra alveolar do dente avulsionado,
tempo decorrido entre o reimplante e o inicio da terapia endoddntica, uso de
antibioticoterapia sistémica no momento do reimplante, duracdo do periodo de
imobilizagdao e a presenga de fratura coronaria concomitante no dente
avulsionado na ocorréncia e extensdo de RREI. Para esse fim, os indices
radiograficos da atividade de reabsor¢do foram agrupados em quatro
categorias, da seguinte forma: Ausente (indice=0), Leve (indices de 1 a 4),
Moderado (indices de 5 a 8) e Grave (indices de 9 a 12). Para cada variavel
explicativa, um modelo de regressao univariada foi ajustado, e aquelas com
valores de p<0,25 seguiram para a analise multivariada. A interagao entre as
covariaveis que permaneceram significativas no modelo multivariado final

também foi avaliada incluindo um termo de interagcao multiplicativa. O método
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de equacdes de estimacao generalizadas (GEE) foi usado, considerando-se a
correlagao potencial nos casos em que mais de um dente foi reimplantado no
mesmo paciente. Como faltavam dados para a prescricdo de ATS, foi realizada
uma imputacdo multipla através do método Multiple Imputation by Chained
Equations (MICE), para que individuos com informagdes ausentes pudessem
ser incluidos na analise. A estatistica Kappa foi usada para estimar a
concordancia inter e intra examidor para a avaliagdo dos indices de RRE. A
analise estatistica foi realizada utilizando software R (R Core Team, Verséo
3.5.3, 2018, Viena, Austria). O nivel de significado foi fixado em p<0.05.

3.2 FASE II: ESTUDO DO PERFIL DE METILAGAO DO DNA
3.2.1 Grupos amostrais e obtengdo das amostras:
- Grupo Caso

Para realizacdo do ensaio, foram selecionados 06 individuos portadores de 08
dentes reimplantados apds avulsdao traumatica que apresentavam evidéncia
radiografica de RREI e com indicagdo de exodontia. O critério para indicagdao da
exodontia baseou-se no indice radiografico da atividade de reabsorcédo (dentes com
indices radiograficos de 9 a 12) . Os dentes foram submetidos a exodontia na clinica
de Traumatismos Dentarios, da Faculdade de Odontologia da UFMG. A coroa dentaria
foi separada da raiz e os fragmentos radiculares, bem como o material curetado do
alvéolo obtidos durante o procedimento cirurgico, foram acondicionado em criotubos

estéreis e armazenados a seco a — 80°C até processamento das amostras.
- Grupo Controle:

Para o grupo controle foram selecionados 06 pacientes saudaveis com
indicacdo de remocéao 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
biolégico para realizagdo dos experimentos propostos. Os individuos do grupo

controle eram saudaveis e nao apresentavam disturbios dsseos.
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3.2.2 Extracdo do DNA:

Para realizagado do ensaio, as amostras foram trituradas em homogeneizador
(Fisher Scientific* PowerGen* Model 1000) e centrifugadas. A digestao do tecido foi
feita com a enzima Proteinase K (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA) overnight. O DNA
gendmico (gDNA) foi isolado utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen
Inc., Valencia, CA, USA), segundo as instrucbes do fabricante. A qualidade e
quantidade de gDNA foi avaliada por espectrofotometria em equipamento
NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), com leitura da
absorbancia nos comprimentos de ondas A2so € A2s0. As amostras contendo DNA
extraido foram armazenadas em freezer a -20°C até o momento da realizagdo dos

experimentos.

3.2.3 Digestao Enzimatica e Analise do perfil de metilagdo do DNA:

Com as amostras de DNA extraido e quantificado foram feitos 2 pools contendo
uma concentracao final de gDNA de 1 ug/pool: (1): RREle (2) tecido 6sseo normal.
Todos os pacientes contribuiram com a mesma quantidade de DNA para composig¢ao

do pool.

Apos preparo dos pools, foi feita avaliagao do perfil de metilagado em um painel
de 22 genes alvos envolvidos com resposta imune (Tabela.01) utilizando o kit
EpiTectMethyl Il Signature Human Cytokine Production PCR Array (SABiosciences,
Qiagen, Valencia, CA/Cat. N° 335212 EAHS-541ZE), de acordo com as

recomendacgdes do fabricante.
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Tabela 01: Composigao do painel de genes humanos analisados relacionados a resposta imune.

Fonte: QUIAGEN, 2015

GENES FUNCAO
Regulador da fungéo de células T; Regulador da fungao de células B; Regulador
4BCL10 de transcricdo; Desenvolvimento e estimulo da resposta celular; Sinalizador
molecular na produgéao de citocinas;
Regulador da fungéo de células T; Regulador da fungéo de células B; Regulador
BCL3 de transcrigdo; Regulador de tradugéo; Desenvolvimento e estimulo da resposta
celular; Sinalizador molecular na produgao de citocinas;
FOXP3 Regulador da funcdo de células T; Regulador de transcrigdo; Desenvolvimento

e estimulo da resposta celular; Sinalizador molecular na producéo de citocinas;

HMOX1, IL12A,
TRAF6

Regulador da fungdo de células T; Desenvolvimento e estimulo da resposta
celular;

MALT1, SOD 1

Regulador da fungdo de células T; Desenvolvimento e estimulo da resposta
celular;Sinalizador molecular na producgéo de citocinas;

MAP3K7, TRAF 2

Regulador da fungdo de células T; Sinalizador molecular na produgdo de
citocinas;

STAT5A

Regulador da funcdo de células T; Regulador da fungéo de células B; Regulador
de transcricdo; Desenvolvimento e estimulo da resposta celular; Sinalizador
molecular na produgéao de citocinas;

INHA, INHBA

Regulador da fungédo de células B; Desenvolvimento e estimulo da resposta
celular; Sinalizador molecular na produgéo de citocinas;;

GATA3 Regulador de transcricdo; Desenvolvimento e estimulo da resposta celular;
IRF1 Regulador de transcrigéo;
Regulador de transcricdo; Desenvolvimento e estimulo da resposta celular;
SMAD3 A ~ -
Sinalizador molecular na produgao de citocinas;
IDF2BP2 Regulador de traducéo;
ELA2, LTB, . . . Qinali
MYD88, NOD1 e Desenv~oIV|me.nto.e estimulo da resposta celular; Sinalizador molecular na
TLR2 produgao de citocinas;

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

apos a clivagem por enzima de restricao sensivel a metilagéo e/ou enzima de restricao

dependente de metilagdo, as quais digerem o DNA ndao metilado e metilado,

respectivamente. O tratamento enzimatico com enzima sensivel a metilagédo (Ms)

seletivamente digere copias de DNA ndo metilado e parcialmente metilado.

Consequentemente, a quantidade de DNA remanescente dessa reagao representa a
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fracdo de DNA metilado. Em contraste, a digestao enzimatica realizada pela enzima
dependente de metilagdo (Md) digere copias de DNA metilado e, dessa forma,
determina a fracdo de DNA ndo metilado. A quantidade de remanescente de DNA em
cada reacado enzimatica € normalizada pela quantidade total de DNA inicial indicada
pela fragdo de DNA tratado sem enzima (Mo). A dupla digestdo (Msd) determina a

fracdo de DNA inicial que nao é susceptivel a digestdo pelas enzimas de restrigao.

Assim, cada pool foi aliquotado em quatro fragdes iguais que correspondem as
quatro diferentes digestbes enzimaticas de restricdo independentes: 1) digestdo sem
enzima (Mo), 2) digestdo sensivel a metilacdo (Ms), 3) digestdo dependente de
metilacdo (Md) e 4) digestao sensivel e dependente de metilagdo ou dupla digestao

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

ApoOs a fase de digestdo enzimatica, adicionou-se SYBR Green qPCR Master
Mix e o conteudo foi adicionado a uma placa de PCR (polymerase chain reaction)
array de 96 pocos contendo primers pré-aliquotados que flanqueiam as regides
promotoras de interesse (Figura.03). A reagdo de real-time PCR foi realizado no
StepOne Plus Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, DE, USA)
programado de acordo com instru¢gdes do fabricante seguindo as condi¢cbes de

ciclagem estabelecidas.

Os niveis de metilagao foram determinados utilizando o software de analise de
dados EpiTectMethyl II DNA PCR 96-Well Data Analysis spreadsheet (Life
Technologies, Carlsbad, CA). Os dados sao copiados e transferidos para uma
template no Microsoft Excel disponivel gratuitamente para download no site do
fabricante. Os resultados séo apresentados em porcentagens de DNA metilado e DNA

nao metilado a partir dos valores obtidos de cycle threshold (Ct) (Figura.03).
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Figura 03: Procedimentos Epitec ® Methyl Il Signature Human Cytokine Production PCR Array
Fonte: Adaptado de EpiTect® Methyl Il 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, C195% 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, Cl 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 infection’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 eliminated’2#°, The role of pulp canal
infection supporting IERR has been demonstrated experimentally 1% and confirmed clinically
through the association between the timing of pulpectomy after replantation and the
development of IERR'-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 rate'¢-18, Likewise, earlier stages of root
development have also been related to the rapid progression of IERR 171920, Moreover,
increased extra-alveolar time in unsuitable storage conditions'?>1821 the presence of visible
root contamination, and additional crown fracture have also been associated with IERR after
replantation?2. 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 (& 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 described'® and were
independently and blindly analyzed by two qualified investigators (JVB and DABF), under
optimal conditions’. |ERR was diagnosed radiographically when bowl-shaped
radiolucencies where seen in the resorption cavities and adjacent bone 2°. IERR extension

was assessed using the resorption index developed by Andersson et al."”’.
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 analysis?®. 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
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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% (Cl 125% to 214%). For patients who were 16 years old at the

moment of trauma, such an increase was 124%.
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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 (Cl 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

B(CI95%) 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 interaction?*. 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 reports?*. 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 treatment?®. 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
IERR"-1®  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 810, |t 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 process'6.1820.26,

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 by?’-?° and explored in a
preliminary, observational study by Alnaggar & Andersson?. 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 worldwide3', 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
replantation3?, or even immediately, as part of the emergency management of teeth in which
revascularization is not expected?. 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 Horizonte.
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 organizations?®. 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 conditions'?2122, 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 conditions®®, 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
inconclusive'6:26.37-41 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 IERR®4%243 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 studies*4-4®, but no relationship
between immobilization and IERR could be demonstrated either in the present study or in
previous ones'?'%. 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 crown?2,

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 Il 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 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 '°.
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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 &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 °. DNA methylation is one of the best-studied and critically important
epigenomic modifications '°. It is a covalent modification that occurs by the addition of
a methyl (CHs) 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 ''. 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
812 and periapical lesions due to pulpal infection '3-16, 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 '8: bowl-
shaped radiolucencies at both the root surface and the adjacent bone. Radiographies
were standardized according to previously described criteria '°, 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 -80°C 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. n°. 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, 1ug of each pool was used for each digestion

reactions.
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Following the enzymatic digestion phase, analysis of the methylation status of 22
immune response—related genes was performed using EpiTect Methyl Il Signature
Human Cytokine Production PCR Array (SABiosciences, Qiagen, Valencia, CA, cat.
n®.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 Il Signature Human Cytokine Production PCR Array
(SABiosciences, Qiagen)

Group function Gene Symbol

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

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

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

responses
Cytokine production BCL10, BCL3, FOXP3, HMOX1, INHA, INHBA, LTB, MALT1, MAP3K7,
signalingmolecules MYD88, NOD1, SMAD3,S0D1, 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).




55

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.
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and (B) pool bone




56

TABLE 2. Percentage of unmethylated (UM) and methylated (M) levels in immune response genes
in pool IERR and pool bone

Pool IERR Pool bone
Gene Symbol
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%
MYDS88 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 812 and periapical lesions '3-16.

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 '#. 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 2922, 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 223, 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 2"2426.0n 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 4.

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 '4, 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 #’. 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 2°3° 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 2. 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% 3*, 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 %35 and the timing of pulpectomy
after replantation 935 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 CONSIDERAGOES FINAIS

5.1 Avaliagdo dos Determinantes Clinicos da ocorréncia de RREI em dentes

permanentes reimplantados

No presente estudo, buscou-se avaliar retrospectivamente os determinantes
clinicos da atividade da RREI, antes da intervencdo endodéntica, em dentes
permanentes reimplantados de pacientes tratados na CDT-FAO-UFMG entre 1994 e
2018. Estudos desta natureza constituem-se uma importante contribuicdo uma vez
que a literatura relativa aos traumatismos dentarios ainda é dominada por estudos
experimentais e estudos clinicos de baixo poder de evidéncia cientifica, como relatos
de <casos ou estudos realizados com amostras relativamente pequenas
(ANDERSSON AND ANDREASEN, 2011). Neste contexto, o presente estudo traz
uma importante contribuicdo tendo em vista o tamanho da amostra, constituida de 581
dentes reimplantados em 427 pacientes. Vale ressaltar que a estratégia adotada para
analise estatistica dos dados permitiu a inclusdo de mais de um dente reimplantado
no mesmo paciente através da utilizacdo das Equacdes de Estimacido Generalizadas
(GEE).

Outra importante caracteristica deste trabalho reside no fato de que houve
padronizacao dos procedimentos adotados durante o reimplante bem como no
registro de informacbdes. Essa garantia se deu em virtude de os dois centros
envolvidos no atendimento dos pacientes integrantes da amostra atual - Pronto
Socorro Odontologico do Hospital Metropolitano Odilon Bherens (HMOB), onde o
atendimento de urgéncia foi realizado, e a Clinica de Traumatismos Dentarios da
Faculdade de Odontologia da UFMG, onde os pacientes receberam atendimento
sequencial - integrarem o Programa Traumatismos Dentarios da FAO-UFMG, os quais
adotam protocolos e formularios comuns desde 1994. Sendo assim, € possivel
assegurar que as manobras adotadas para a realizagdo do reimplante foram

rigorosamente as mesmas para toda a amostra.

Na primeira etapa, o modelo de regressao multinomial ordinal demonstrou que,
dentre as variaveis estudadas, apenas a idade e o tempo entre o reimplante e a

pulpectomia estavam significativamente relacionados com a ocorréncia e severidade
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da RREI. Este resultado corrobora estudos clinicos prévios que demonstram que o
atraso na extirpacgao 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), estdo associados ao
maior risco e gravidade RREI. A relacdo direta da pulpectomia tardia com maior
ocorréncia de RREI observada neste estudo é coerente com os achados da literatura
que demonstraram o papel chave desempenhado pela infeccdo do canal radicular na
etiopatogenia das RREI. A presenca de bactérias no canal radicular sustenta a
inflamacao no LP e, consequentemente, é capaz de incentivar a atividade clastica na
superficie 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 interacdo entre estas duas
covariaveis, ou seja, estimar se o efeito de uma modifica o efeito da outra. O resultado
significativo do teste de interagdo evidenciou uma interacdo quantitativa entre estas
duas variaveis 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 inicio da terapia endodéntica afeta a
ocorréncia e severidade da RREI de maneira dependente da idade. Este € um
resultado inédito e representa uma contribuicdo importante ao demonstrar que a idade
do paciente ndo é apenas um fator prognostico relevante para a atividade de RREI,
mas também um importante fator preditivo do efeito da demora no inicio da terapia
endodéntica. O resultado desta interacdo sugere, em ultima analise, que estas duas
covariaveis devem ser consideradas conjuntamente durante a tomada de deciséo
clinica, ndo s6 em nivel individual, mas principalmente na organizagao e coordenagao
do cuidado emergencial e sequencial de pacientes portadores de dentes permanentes
reimplantados.

Em situagdes de avulsdo e reimplante dentarios, as demandas sao sempre
agudas e urgentes, e frequentemente, ha necessidade de acompanhamento em longo
prazo do paciente traumatizado, em uma abordagem multidisciplinar. Desconsiderar
a complexidade deste cenario no planejamento do tratamento de dentes

reimplantados pode resultar em elevado custo econbmico e social.
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Consequentemente, o resultado aqui apresentado traz importantes subsidios para
embasar deliberagdes eficazes que levem em consideragdo a maior vulnerabilidade
do paciente de menor idade em situagdes em que a terapia endoddntica nao pode ser

iniciada no momento ideal.

5.2 Avaliacdo do Perfil de Metilagdo do DNA na RREIl em dentes permanentes

reimplantados

A realizacao deste ensaio buscou investigar, pela primeira vez, se mecanismos
reguladores da expressdo génica poderiam estar envolvidos na dinamica dos
processos reabsortivos em dentes permanentes reimplantados apds avulsao
traumatica portadores de RREI. Aqui, o perfil de metilacdo 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 indicacao de

exodontia, e comparado com um pool de amostras de tecido 6sseo normal.

Os ensaios de metilacdo revelaram que o estado de metilacdo da regiao
promotora do gene FOXP3 na RREI difere do tecido 6sseo normal. O gene FOXP3
apresentou maior nivel de metilagdo do DNA na RREI em comparagédo com o grupo
0sso (65,95% e 23,43% respectivamente). Os demais promotores de genes
estudados tiveram um perfil similar entre os grupos, apresentando uma baixa
frequéncia de metilacdo. 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 nivel de metilagdo esta relacionada coma

menor expressao génica.

Considerando que o principal mecanismo de inducdo da RREI também esta
relacionado com a presenga de microrganismos colonizando o interior do sistema de
canais radiculares (ABBOTT, 2016; TROPE, 2011), especula-se se o padrao de
metilacdo de genes envolvidos na resposta imuno-inflamatériana RREI também
poderia estar alterado em fungéo da presenca da infecgéo. Vale ressaltar que ndo ha
na literatura estudos com amostras semelhantes que tenham buscado investigar o
papel regulador da metilagdo na modulacdo da resposta imune inflamatéria do

individuo e na eficiéncia dos mecanismos de cicatrizagao em situacdes de reimplante
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dentario. Apesar disso, o presente resultado deve ser interpretado com cautela. O
impacto funcional da metilagdo do DNA, por meio da verificagdo dos niveis de
expressao e transcricdo do mRNA do gene FOXP3, nao foi contemplado neste estudo.
Assim sendo, estudos adicionais com enfoque especial na validagao destes achados
em amostras individuais sdo necessarios para confirmar ou refutar o pressuposto aqui

levantado.

Ainda assim, os resultados da presente investigacao fornece parametros
basicos e abre novas perspectivas para estudos futuros que busquem melhor
compreensao dos fatores moduladores da resposta imune e sua participagdo na
patogénese das reabsor¢des radiculares pos-traumaticas. Este avango podera

estabelecer novas abordagens para o diagnostico e tratamento destas lesdes.
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ANEXO 1

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES MAIORES DE 18
ANOS PORTADORES DE DENTES REIMPLANTADOS APOS AVULSAQ TRAUMATICA

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntério (a) a participar da pesquisa “CICATRIZACAO
PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTQ-ALVEOLARES - INTERACAQ DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORGCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua
autorizagdo para a coleta, armazenamento, a utiliza¢do e descarte de material biolégico humano tais
como a raiz do seu dente que sera extraido, fluido presente na sua gengiva e dentro do canal do seu
dente”. Nesta pesquisa pretendemos verificar como foi o padrdo de cicatrizacdo do seu dente
traumatizado, se existem bactérias que infectam o canal do seu dente traumatizado, identificar as
substancias produzidas pelo organismo que interferem na cicatrizagdo de um dente traumatizado e
se o perfil genético interfere nesta resposta. Além disso, faremos uma compara¢do com as
substancias encontradas em dentes normais que nunca sofreram trauma. Os riscos da participacdo
nesta pesquisa estdo relacionados aos procedimentos de coleta de fluido da sua gengiva e do seu
canal radicular que podem aumentar a duracao das consultas. A extracdo do dente, que so sera
realizada se estiver indicada como parte do seu tratamento, pode gerar dor pds-operatoria,
sangramento, edema. Qualquer um destes sintomas sera solucionado pela equipe da Clinica de
Traumatismos Dentdrios. Esta pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que permitam manter um
dente traumatizado saudavel por um maior periodo de tempo diminuindo os prejuizos emacionais,
funcionais e financeiros para os PARTICIPANTES que sofrem traumatismos. A participagdo neste
estudo ndo é condicdo necessdria para que vocé continue sendo atendido na Clinica de Traumatismo
Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG. Vocé soO participard deste trabalho se
voluntariamente assinar o termo de consentimento em duas vias, uma delas permanecera com vocé.
Vocé podera desistir da participagao nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao seu tratamento. As
despesas decorrentes da participacdo na pesquisa serdo de responsabilidade (nica e exclusiva dos
pesquisadores envolvidos, através das Instituicdes as quais pertencem, ndao estando prevista
qualquer forma de remuneracdo para os voluntarios. Os materiais coletados serdo utilizados
somente para a pesquisa atual e o restante ficara congelado sob a responsabilidade da pesquisadora
responsavel por um periodo de 10 (dez) anos na Faculdade de Odontologia da UFMG. Novas
pesquisas sO serdo realizadas com o seu consentimento e aprovacao dos orgdos competentes da
UFMG. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o
consentimento de guarda e utilizacdo do material bioldgico armazenado no Biorrepositdrio, valendo
a desisténcia a partir da data de formalizacdo da mesma. Os resultados obtidos pela pesquisa, a
partir de seu material bioldgico, estarao a sua disposicdo quando finalizada. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislagdo brasileira
(Resolucbes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salde e suas
complementares), utilizando as informac@es somente para fins académicos e cientificos. O (A) Sr. (a)
nao sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar desta pesquisa e seu nome ou o
material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Faculdade de Odontologia da UFMG, e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos, meétodos, riscos e beneficios da pesquisa
“CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE
DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”, de maneira clara e detalhada
e esclareci minhas davidas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas informacoes e modificar minha

decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado
pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para
que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e
esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:
CEP: oo, / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) .coeeeeens
E-mail: .........
Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592
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TERMO DE_CONSENTIMENTO LIVRE E _ESCLARECIDO PARA RESPONSAVEL LEGAL POR
PARTICIPANTES MENORES DE_18 ANOS OU INCAPAZES, PORTADORES DE DENTES
REIMPLANTADOS APOS AVULSAO TRAUMATICA

Considerando a sua condicao de responsavel legal pelo(a) menor

apresentamos este convite e solicitamos o seu consentimento para que ele(a) participe da pesquisa intitulada
“CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE
DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLfNICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua autorizacdo
para a coleta, armazenamento, utilizacdo e descarte de material biologico humano do participante sob sua

responsabilidade tais como a raiz do dente que sera extraido, fluido presente na gengiva e dentro do canal do
dente. Nesta pesquisa pretendemos verificar como foi o padrdo de cicatrizacdo do dente traumatizado, se
existem bactérias que infectam o canal do dente traumatizado, identificar as substancias produzidas pelo
organismo que interferem na cicatrizacdo de um dente traumatizado e se o perfil genético interfere nesta
resposta. Além disso, faremos uma comparacao com as substancias encontradas em dentes normais que nunca
sofreram trauma. Os riscos da participacdo nesta pesquisa estdo relacionados aos procedimentos de coleta de
fluido da gengiva e do canal radicular uma vez que estes procedimentos aumentam o tempo de duracdo da
consulta. A extracdo do dente, que s0 sera realizada se estiver indicada como parte do tratamento, pode gerar
dor pos-operatoria, sangramento, edema. Qualquer um destes sintomas sera solucionado pela equipe da
Clinica de Traumatismos Dentarios. Esta pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que permitam manter um
dente traumatizado saudavel por um maior periodo de tempo diminuindo os prejuizos emocionais, funcionais
e financeiros para os PARTICIPANTES que sofrem traumatismos. A participacdo neste estudo ndo é condicdo
necessaria para que o participante continue sendo atendido na Clinica de Traumatismo Dentdrio da Faculdade
de Odontologia da UFMG e ele so participara deste trabalho se o participante e seu responsavel concordarem e
voluntariamente assinarem os termos de consentimento e assentimento em duas vias, uma delas permanecera
com vocés. Vocés poderdo desistir da participacdo nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao tratamento. As
despesas decorrentes da participacdo na pesquisa serdo de responsabilidade dnica e exclusiva dos
pesquisadores envolvidos, através das Instituicoes as quais pertencem, ndo estando prevista qualquer forma
de remuneracdo para os voluntarios. Os materiais coletados serdo utilizados somente para a pesquisa atuale o
restante ficara congelado sob a responsabilidade da pesquisadora responsavel por um periodo de 10 (dez) anos
na Faculdade de Odontologia da UFMG. Novas pesquisas sO serdo realizadas com o consentimento do
participante e/ou seu responsavel e aprovacdo dos drgdos competentes da UFMG. O Sr. (a) tera o
esclarecimento sobre o estudo em qualguer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se a
qualguer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacdo do material
biolégico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo da mesma. Os
resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biolégico, estardo a sua disposicdo quando finalizada.
Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo
brasileira (Resolucbes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares), utilizando as informacées somente para fins académicos e cientificos. O (A) Sr. (a) ndo sera
identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desta pesquisa e seu nome ou o material que
indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo. Este termo de consentimento encontra-se
impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo pesquisador responsavel, na Faculdade de
Odontologia da UFMG, e a outra sera fornecida ao 5r. (a).

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do responsavel pelo participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade

, responsavel pelo menor
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “CICATRIZACAO
PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORC»KO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas

informacdes e modificar minha decisdo de autorizar a participacdo do menor

sob minha responsabilidade se assim o desejar.

( ) Concordo que o material biolégico do participante sob minha responsabilidade seja utilizado
somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o material biolégico do participante sob minha responsabilidade possa ser
utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro
termo de consentimento livre e esclarecido que explique para que fim sera utilizado o material.

Declaro, na qualidade de responsavel pelo menor

concordo que ele participe desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e
esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do responsavel Data

Assinatura do Responsavel legal pelo participante participante da pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:
CEP: .................. / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) .....c.........
E-mail: .........
Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES MENORES, COM
IDADES ENTRE 14 e 18 ANOS, PORTADORES DE DENTES REIMPLANTADOS APOS AVULSAO
TRAUMATICA

Vocé. (a) estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS
LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS,
CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR
EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua autorizagdo para a coleta,
armazenamento, a utilizacdo e descarte de material biologico humano tais como a raiz do seu dente
que sera extraido, fluido presente na sua gengiva e dentro do canal do seu dente”. Nesta pesquisa
pretendemos verificar como foi o padrao de cicatrizacdo do seu dente traumatizado, se existem
bactérias que infectam o canal do seu dente traumatizado, identificar as substancias produzidas pelo
organismo que interferem na cicatrizagdo de um dente traumatizado e se o perfil genético interfere
nesta resposta. Além disso, faremos uma comparagao com as substancias encontradas em dentes
normais que nunca sofreram trauma. Os riscos da participagdo nesta pesquisa estao relacionados aos
procedimentos de coleta de fluido da sua gengiva e do seu canal radicular que podem aumentar a
duragao das consultas. A extracdo do dente, que so sera realizada se estiver indicada como parte do
seu tratamento, pode gerar dor pds-operatoria, sangramento, edema. Qualquer um destes sintomas
sera solucionado pela equipe da Clinica de Traumatismos Dentarios. A participacdo neste estudo ndo
€ condicdo necessaria para que vocé continue sendo atendido na Clinica de Traumatismo Dentario da
Faculdade de Odontologia da UFMG. Vocé ndo gastara nada para participar e também nao vai
receber nenhuma forma de pagamento. Mas sua participacdo contribuira para aumentar o
conhecimento sobre a cicatrizagdo de dentes traumatizados e o que podemos fazer para que eles
permanegam por mais tempo depois do trauma. Os materiais coletados serdo utilizados somente
para a pesquisa atual e o restante ficara congelado sob a responsabilidade da pesquisadora
responsavel por um periodo de 10 (dez) anos na Faculdade de Odontologia da UFMG. Novas
pesquisas so serao realizadas com o seu consentimento e de seus responsaveis, além da aprovacdo
dos orgdos competentes da UFMG. Vocé pode perguntar qualquer informagdo sobre a pesquisa e so
participara deste trabalho se vocé quiser e pode desistir quando quiser. Isso ndo prejudicara seu
tratamento. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biolégico, estardo a sua
disposicdo quando finalizada. Vocé nao sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa
resultar desta pesquisa e seu nome ou o material que indique sua participacao, ndo sera liberado
sem a sua permissao. Vocé ficara com uma via deste termo de assentimento. Toda pesquisa realizada
na Faculdade de Odontologia da UFMG ¢ avaliada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais — COEP/UFMG. No caso de duvida, vocé também podera obter informacdes
sobre os aspectos éticos desta pesquisa no COEP/UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il, 22. Andar — Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-
901, e-mail: coep@prpg.ufmg.br, ou pelo telefone (31) 3409 4592.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLfNICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi o
que sera feito e que mesto tendo aceitado participar posso, a qualquer momento, desistir sem nenhum
problema. Os pesquisadores tiraram minhas dlvidas e conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi e liuma
VIA deste termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:
Responsavel pela pesquisa
Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:

CEP: .................. | Belo Horizonte - MG
Telefones: (31) ......cou......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.

&3



TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES MENORES, COM
IDADES ENTRE 10 e 13 ANOS, PORTADORES DE DENTES REIMPLANTADOS APOS AVULSAQ
TRAUMATICA

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS
LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Queremos
identificar as substancias que as suas células estdo produzindo que podem influenciar na
cicatrizagdo do seu dente traumatizado, verificar se existem bactérias dentro do canal
radicular do seu dente traumatizado e se a sua genética interfere cicatrizacdo do seu dente
traumatismo. Para estudarmos estas substancias precisamos coletar pedacos do seu dente
que sera extraido para obter as células, coletar um pouco de fluido da sua gengiva e do
material que esta dentro do seu canal. Estes procedimentos de coleta serdo feitos durante o
seu tratamento e ndo provocardo nenhum incomodo mas podem aumentar o tempo da
consulta. O seu dente sé sera extraido se for necessario para o seu tratamento. Esta
pesquisa vai nos ajudar a desenvolver tratamentos para manter os dentes traumatizados por
mais tempo. As criancas e adolescentes que irdo participar dessa pesquisa tém de 7 a 18
anos de idade. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se nao quiser, € um direito seu e ndo
terd nenhum problema se desistir.A pesquisa sera feita aqui na Faculdade de Odontologia
pela equipe da Clinica de Traumatismos Dentarios. Caso aconteca algo errado, vocé pode
nos procurar. Ninguém saberd que vocé esta participando da pesquisa, ndo falaremos a
outras pessoas, nem daremos a estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados
da pesquisa vdo ser publicados, mas sem identificar as criancas que participaram da
pesquisa. Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode procurar a Profa. Juliana Vilela Bastos
pelos telefones (31) 3409 2454 e (31) 999786430. Toda pesquisa realizada na Faculdade de
Odontologia da UFMG ¢é avaliada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais — COEP/UFMG. No caso de duvida, vocé também podera obter informacdes
sobre os aspectos éticos desta pesquisa no COEP/UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il, 22. Andar — Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP:
31270-901, E-mail: coep@prpg.ufmg.br, ou pelo telefone (31) 3409 4592.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLfNICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi as
coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualguer momento, posso dizer “ndo” e desistir sem nenhum problema. Os pesquisadores tiraram minhas
duvidas e conversaram com o0s meus responsaveis. Recebi uma VIA deste termo de assentimento e li e
concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:

Responsavel pela pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Endereco:

CEP: .................. | Belo Horizonte - MG
Telefones: (31) ......cou......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES MENORES, COM
IDADES ENTRE 7 e 9 ANOS, PORTADORES DE DENTES REIMPLANTADOS APOS AVULSAO
TRAUMATICA

Temos um convite para te fazer: quer participar de uma pesquisa que estamos fazendo aqui
na Clinica de Traumatismos Dentarios? O nome da pesquisa é “CICATRIZACAO PERIODONTAL
APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Que nome
complicado, ndo?! Mas vou te explicar: queremos descobrir o que aconteceu |a dentro do
seu dente depois que vocé machucou. Sera que na hora do trauma bactérias entraram no
seu dente? Sera que elas estdo atrapalhando a cura do seu dente? Mas o nosso corpo tem
armas que nos ajudam a combater as bactérias. Quem sera que esta ganhando esta batalha?
As bactérias ou as defesas do nosso corpo? Sera que os seus genes estdo programados para
vencer a luta contra as bactérias? Para responder estas perguntas vamos pegar um
pedacinho do seu dente (mas sé quando ele estiver quase caindo), um pouquinho da sua
saliva e do liquido que tem dentro do seu dente para examinar tudo no laboratério, com
aparelhos especiais. Nada do que vamos fazer vai te machucar ou assustar, mas sua consulta
pode demorar um pouco mais. Se vocé ficar cansado nds vamos parar e marcaremos outra
consulta. Esta pesquisa vai nos ensinar a cuidar dos dentes traumatizados para que eles
fiqguem por muito tempo na boca mesmo depois de machucados e vocé possa dar um sorriso
bem bonito! As criancas e adolescentes que irdo participar dessa pesquisa tém de 7 a 18
anos de idade. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo
terd nenhum problema se desistir. A pesquisa sera feita aqui na Faculdade de Odontologia
pela equipe da Clinica de Traumatismos Dentarios. Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode
perguntar para a Profa. Juliana Vilela Bastos ou pedir para quem cuida de vocé falar com ela
nos telefones (31) 3409 2454 e (31) 999786430. O que descobrirmos nesta pesquisa, vamos
contar para os dentistas do mundo todo também aprenderem a cuidar de dentes
traumatizados. Mas eles ndo vao saber o seu nome nem informacdes sobre vocé e sua
familia. Toda pesquisa realizada na Faculdade de Odontologia da UFMG é avaliada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais — COEP/UFMG. No
caso de duvida, vocé ou quem cuida de vocé também poderd obter informacdes sobre os
aspectos éticos desta pesquisa no COEP/UFMG, Av. Anténio Carlos, 6627, Unidade
Administrativa Il, 22. Andar — Sala 2005 Campus Pampulha Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP:
31270-901, E-mail: coep@prpg.ufmg.br, ou pelo telefone (31) 3409 4592.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLfNICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi as
coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualguer momento, posso dizer “ndo” e desistir sem nenhum problema. Os pesquisadores tiraram minhas
duvidas e conversaram com o0s meus responsaveis. Recebi uma VIA deste termo de assentimento e li e
concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:

Responsavel pela pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Endereco:

CEP: .................. / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) ......cou......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA COLETA DE DADOS DOS
PRONTUARIOS DE PARTICIPANTES MAIORES DE 18 ANOS, PORTADORES DE DENTES
REIMPLANTADOS APOS AVULSAO TRAUMATICA

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “CICATRIZACAO
PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORC»KO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua
autorizagao para utilizar o seu prontuario e coletar informagdes sobre sua idade e sexo, sobre as
causas e tipo de traumatismos que vocé teve, sobre os cuidados imediatos com vocé e com o seu
dente traumatizados, sobre o tratamento emergencial e outros que vocé recebeu apos o trauma.
Também vamos analisar os resultados dos seus exames clinicos, exames por imagem (radiografias e
tomografias) e exames complementares. Nesta pesquisa pretendemos verificar o que aconteceu com
o seu dente apos o reimplante do seu dente e quais foram os fatores que influenciaram na
cicatrizacdo ou ndo. Alem disso, faremos uma comparacdo com dentes normais que nunca sofreram
trauma. Esta pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que permitam manter um dente
reimplantado saudavel por um maior periodo de tempo diminuindo os prejuizos emocionais,
funcionais e financeiros para os PARTICIPANTES que sofrem traumatismos. A participa¢gdo neste
estudo ndo é condi¢cdo necessaria para que vocé continue sendo atendido na Clinica de Traumatismo
Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG. Vocé so participara deste trabalho se
voluntariamente assinar o termo de consentimento em duas vias, uma delas permanecera com vocé.
Vocé podera desistir da participacdao nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao seu tratamento. As
despesas decorrentes da participacdo na pesquisa serdo de responsabilidade unica e exclusiva dos
pesquisadores envolvidos, atraveés das Instituicdes as quais pertencem, ndao estando prevista
qualquer forma de remuneracao para os voluntarios. Os riscos da participacdo nesta pesquisa estao
relacionados com a divulgacdo indevida da sua identidade e dos seus dados. Entretanto, somente a
professora coordenadora da pesquisa e os pesquisadores autorizados poderdo ter acesso aos seus
dados. Estes pesquisadores se comprometeram a tratar sua identidade com padroées profissionais de
sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdes N 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do
Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informacgoes somente para fins
académicos e cientificos. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa
resultar desta pesquisa e seu nome ou o material que indique sua participacao nao sera liberado sem
a sua permissao. As informacgoes coletadas serdo utilizados somente para a pesquisa atual e novas
pesquisas so serdo realizadas com o seu consentimento e aprovacdao dos orgdos competentes da
UFMG. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e estara livre
para participar ou recusar-se e a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos, pode retirar o
consentimento de utilizagdo das informacgdes sobre o seu dente traumatizado. Os resultados obtidos
pela pesquisa, a partir de seus dados, estarao a sua disposicdo quando finalizada. Este termo de
consentimento encontra-se impresso em duas vias originais, sendo que uma sera arquivada pelo
pesquisador responsavel, na Faculdade de Odontologia da UFMG, e a outra sera fornecida ao Sr. (a).

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade

fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa
“CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE
DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS
PADROES DE REABSORC;&O RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”, de
maneira clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar

novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu prontuario seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu prontuario possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado
pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que
explique para que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade
de ler e esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Endereco:

CEP: oo, / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) .coeeeeens

E-mail: .........

Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de davidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissio de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpqg.ufmg.br. Tel: 34094592,
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TERMO DE_CONSENTIMENTO LIVRE E_ESCLARECIDO PARA COLETA DE _DADOS DOS
PRONTUARIOS DE_PARTICIPANTES MENORES DE 18 ANOS OU INCAPAZES, PORTADORES
DE_DENTES REIMPLANTADOS APOS AVULSAO TRAUMATICA A SER ASSINADO PELO
RESPONSAVEL LEGAL

Considerando a sua condi¢do de responsavel legal pelo(a) menor

apresentamos este convite e solicitamos o seu consentimento para que ele(a) participe da pesquisa
intitulada ”CICATRIZAC»KO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES -
INTERA(;f‘\O DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E
GENETICOS NOS PADROES DE REABSORC;&O RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES
REPLANTADOS”. Pedimos a sua autorizagao utilizar o prontuario do participante sob sua
responsabilidade e coletar informagdes tais como: idade e sexo, causas e tipo de traumatismos,
sobre os cuidados imediatos com o participante e com o dente traumatizado, sobre o tratamento
emergencial e outros que ele recebeu apds o trauma. Também vamos analisar os resultados dos
exames clinicos, exames por imagem (radiografias e tomografias) e exames complementares. Nesta
pesquisa pretendemos verificar o que aconteceu com os dentes apos o reimplante e quais foram os
fatores que influenciaram na cicatrizacao ou ndo. Alem disso, faremos uma comparacdo com dentes
normais que nunca sofreram trauma. Esta pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que
permitam gue um dente reimplantado possa permanecer na boca por um maior periodo de tempo
diminuindo os prejuizos emocionais, funcionais e financeiros para os PARTICIPANTES que sofrem
traumatismos. A participacao neste estudo ndo € condicao necessaria para que o participante
continue sendo atendido na Clinica de Traumatismo Dentario da Faculdade de Odontologia da
UFMG. O participante so participara deste trabalho se voluntariamente assinar o termo de
assentimento e o responsavel assinar o termo de consentimento, em duas vias, uma delas
permanecera com o participante e com o responsavel. O participante e seu responsavel poderdo
desistir da participacdo nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao tratamento Na Clinica de
Traumatismos dentarios da FO UFMG. As despesas decorrentes da participagdo na pesquisa serao de
responsabilidade Unica e exclusiva dos pesquisadores envolvidos, através das Instituicdes as quais
pertencem, ndo estando prevista qualquer forma de remuneragdao para os voluntarios. Os riscos da
participagao nesta pesquisa estao relacionados com a divulgac¢do indevida da identidade e dos dados
dos PARTICIPANTES. Entretanto, somente a professora coordenadora da pesquisa e 0s pesquisadores
autorizados poderdo ter acesso aos dados. Estes pesquisadores se comprometeram a tratar a
identidade dos PARTICIPANTES com padr&es profissionais de sigilo, atendendo a legislacao brasileira
(Resolucdes N® 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Salude e suas
complementares), utilizando as informagGes somente para fins académicos e cientificos. O (A)
participante ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desta pesquisa e o
nome ou o material que indique a participacdo ndo sera liberado sem a permissdo do participante e
de seu responsavel. As informacgdes coletadas serdo utilizadas somente para a pesquisa atual e novas
pesquisas so serao realizadas com o consentimento do participante e do responsavel e aprovacgdo
dos orgaos competentes da UFMG. O participante e o responsavel serdo esclarecidos sobre tudo o
que sera feito na pesquisa e estara livre para participar ou recusar podendo retirar, a qualquer
tempo e sem quaisquer prejuizos, o consentimento de utilizagao das informagdes sobre o seu dente
traumatizado. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seus dados, estardo a sua disposicao
quando finalizada.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do responsdvel pelo participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade

, responsavel pelo menor

fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “CICATRIZACAO
PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCKO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas
informacdes e modificar minha decisdo de autorizar a participacdo do menor

sob minha responsabilidade se assim o desejar.

() Concordo que o prontuario do participante sob minha responsabilidade seja utilizado somente
para esta pesquisa.

() Concordo que o prontuario do participante sob minha responsabilidade possa ser utilizado em
outras pesquisa, mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de
consentimento livre e esclarecido que explique para que fim sera utilizado o material.

Declaro, na qualidade de responsavel pelo menor

concordo que ele participe desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e
esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do responsavel Data

Assinatura do Responsavel legal pelo participante participante da pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:
CEP: .................. / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) .....c.........
E-mail: .........
Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE ASSENTIMENTO PARA COLETA DE DADOS DOS PRONTUARIOS DE
PARTICIPANTES MENORES, COM IDADES ENTRE 14 e 18 ANOS, PORTADORES DE DENTES
REIMPLANTADOS APOS AVULSAO TRAUMATICA

Vocé. (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS
LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS,
CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE REABSOR(;EO RADICULAR
EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua autorizacao para utilizar o seu
prontuario e coletar informacdes sobre sua idade e sexo, sobre as causas e tipo de traumatismos que
vocé teve, sobre os cuidados imediatos com vocé e com o seu dente traumatizados, sobre o
tratamento emergencial e outros que vocé recebeu apds o trauma. Também vamos analisar os
resultados dos seus exames clinicos, por imagem (radiografias e tomografias) e complementares.
Nesta pesquisa pretendemos verificar o que aconteceu com o seu dente apos o reimplante e quais
foram os fatores que fizeram que cicatrizasse ou ndo. Aléem disso, faremos uma comparagao com
dentes normais que nunca sofreram trauma. Esta pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que
permitam manter um dente reimplantado saudavel por um maior periodo de tempo diminuindo os
prejuizos emocionais, funcionais e financeiros para os PARTICIPANTES que sofrem traumatismos. A
participagdo neste estudo ndo é condicdo necessaria para que vocé continue sendo atendido na
Clinica de Traumatismo Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG. Vocé so participara deste
trabalho se voluntariamente assinar o termo de assentimento e o seu responsavel assinar o termo de
consentimento, em duas vias, uma delas permanecera com vocés. Vocé ndo gastara nada para
participar e também ndo vai receber nenhuma forma de pagamento. Os riscos da participacao nesta
pesquisa estdo relacionados com a divulgacao indevida da sua identidade e dos seus dados.
Entretanto, somente a professora coordenadora da pesquisa e os pesquisadores autorizados
poderdo ter acesso aos seus dados. Estes pesquisadores se comprometeram a tratar sua identidade
com padrdes profissionais de sigilo, atendendo a legislacdo brasileira (Resolucdes N2 466/12; 441/11
e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdes
somente para fins académicos e cientificos. Vocé ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacao
que possa resultar desta pesquisa e seu nome ou o material que indique sua participagdao nao sera
liberado sem a sua permissdo. As informacgdes coletadas serdo utilizadas somente para a pesquisa
atual e novas pesquisas so serdo realizadas com o seu consentimento e de seu responsavel, aléem da
aprovagao dos orgaos competentes da UFMG. Vocé pode perguntar qualguer coisa sobre a pesquisa
e esta livre para desistir, mesmo depois de ter concordado, a qualquer tempo e sem quaisquer
prejuizos para o seu tratamento. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seus dados, estardo
a sua disposicao quando finalizada.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi o
que sera feito e que mesto tendo aceitado participar posso, a qualquer momento, desistir sem nenhum
problema. Os pesquisadores tiraram minhas dlvidas e conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi e li uma
VIA deste termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:
Responsavel pela pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Endereco:

CEP: ......ccee....... / Belo Horizonte - MG
Telefones: (31) ......cou......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE__ASSENTIMENTO PARA COLETA DE_DADOS DOS_PRONTUARIOS DE
PARTICIPANTES MENORES, COM IDADES ENTRE 10 e 13 ANOS, PORTADORES DE DENTES
REIMPLANTADQOS APOS AVULSAO TRAUMATICA

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS
LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Queremos
saber como aconteceu o seu trauma, como o seu dente ficou guardado, por quanto tempo,
como foram os primeiros socorros, como foi feito o atendimento emergencial, se vocé
tomou algum remédio e se vocé recebeu algum tratamento para este dente traumatizado
fora da Clinica de Traumatismos Dentarios fora da UFMG. Também vamos analisar os
resultados dos seus exames clinicos, das suas radiografias e tomografias para verificar o que
aconteceu com o seu dente apos o reimplante e quais foram os fatores que fizeram que cicatrizasse
ou ndo. Além disso, faremos uma compara¢do com dentes normais que nunca sofreram trauma. Esta
pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que permitam que o dente reimplantado possa ficar na
boca por muito tempo e o participante possa comer, sorrir, beijar e falar normalmente. Vocé so
participara deste trabalho se quiser e se o responsavel por vocé aceitar. Vocé ndo precisa aceitar
para continuar o seu tratamento aqui na Clinica. Vocé ndo gastara nada para participar e também
nao vai receber nenhuma forma de pagamento. Somente a professora coordenadora da pesquisa e
0s pesquisadores autorizados poderdo ter acesso as informacGes sobre vocé e o seu dente. Estes
pesquisadores se comprometeram a ndo falar para outras pessoas as informacdes que eles vao
coletar e seu nome ndo aparecera em nenhuma publicacao que possa resultar desta pesquisa sem a
sua permissdo. As informacdes coletadas serao utilizadas somente para a pesquisa atual e novas
pesquisas so serdo realizadas com o seu consentimento e de seu responsavel, aléem da aprovacdo dos
orgaos competentes da UFMG. Vocé pode perguntar qualquer coisa sobre a pesquisa e esta livre
para desistir, mesmo depois de ter concordado, a qualquer tempo e sem quaisquer prejuizos para o
seu tratamento. Os resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seus dados, estardo a sua disposicdo
quando finalizada.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:

94



18

Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLfNICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi as
coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualguer momento, posso dizer “ndo” e desistir sem nenhum problema. Os pesquisadores tiraram minhas
duvidas e conversaram com o0s meus responsaveis. Recebi uma VIA deste termo de assentimento e li e
concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:

Responsavel pela pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Endereco:

CEP: .................. / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) ......cou......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE _ASSENTIMENTO PARA COLETA DE DADOS DOS PRONTUARIOS DE
PARTICIPANTES MENORES, COM IDADES ENTRE 7 e 9 ANOS, PORTADORES DE DENTES
REIMPLANTADOS APOS AVULSAO TRAUMATICA

Temos um convite para te fazer: quer participar de uma pesquisa que estamos fazendo aqui
na Clinica de Traumatismos Dentarios? O nome da pesquisa é “CICATRIZACAO PERIODONTAL
APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Meio
complicado, ndo? Mas vou te explicar: queremos saber o que aconteceu com o seu dente.
Como vocé machucou o seu dente? Quanto tempo o seu dente ficou fora da boca? Quem
encontrou o dente? Onde ele ficou até vocés procurarem o dentista? Vocé tomou algum
remédio? Vamos olhar as informacfes que anotamos sobre o seu caso toda vez que vocé
vem na Clinica de Traumatismos da UFMG e as suas radiografias para saber como ficou o seu
dente depois que colocaram ele de volta. Serd que ele vai ficar bom? O que pode ajudar o
dente para ele ficar muito tempo e vocé poder dar um sorriso bem bonito? Esta pesquisa vai
nos ajudar a desenvolver tratamentos para manter os dentes traumatizados por mais
tempo. As criancas e adolescentes que irdo participar dessa pesquisa tém de 7 a 18 anos de
idade. Vocé ndo precisa participar da pesquisa se ndo quiser, € um direito seu e ndo tera
nenhum problema se desistir. A pesquisa sera feita aqui na Faculdade de Odontologia pela
equipe da Clinica de Traumatismos Dentdarios. Caso acontec¢a algo errado, vocé pode nos
procurar. Ninguém sabera que vocé estd participando da pesquisa, ndo falaremos a outras
pessoas, nem daremos a estranhos as informagdes que vocé nos der. O que descobrirmos
nesta pesquisa vamos contar para os dentistas do mundo todo também aprenderem a
cuidar de dentes traumatizados. Mas eles ndo vdo saber o seu nome nem informac&es sobre
vocé e sua familia. Se vocé tiver alguma duvida, vocé pode perguntar para a Profa. Juliana
Vilela Bastos ou pedir para sua mae falar com ela nos telefones (31) 3409 2454 e (31)
999786430.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:

96



20

Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi as
coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualguer momento, posso dizer “ndo” e desistir sem nenhum problema. Os pesquisadores tiraram minhas
duvidas e conversaram com o0s meus responsaveis. Recebi uma VIA deste termo de assentimento e li e
concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:

Responsavel pela pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:
Endereco:

CEP: .................. / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) ......cuu......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES MAIORES DE 18
ANOS PORTADORES DE PRE-MOLA_RES COM INDICACAO DE EXODONTIA POR MOTIVOS
ORTODONTICOS — GRUPO CONTROLE

O Sr. (a) esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa “CICATRIZACAO
PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORC»KO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua
autorizagao para a coleta, armazenamento, a utilizacdo e descarte de material bioldgico humano tais
como a raiz do seu dente que sera extraido e o fluido presente na sua gengiva. Nesta pesquisa
pretendemos comparar as informacdes observadas nos seus exames por imagem e as substancias
encontradas em dentes como o seu, que nunca sofreram trauma, com aquelas encontradas em
dentes que sofreram traumatismos e apresentam diferentes padrdes de cicatrizacdo. Os riscos da
participagao nesta pesquisa estdo relacionados aos procedimentos de coleta de fluido da sua gengiva
que podem aumentar a duracdo da consulta. A extragdo do dente, que so sera realizada se estiver
indicada como parte do seu tratamento, pode gerar dor pos-operatéria, sangramento, edema.
Qualquer um destes sintomas sera solucionado pela equipe da Clinica de Traumatismos Dentarios.
Esta pesquisa ajudara a desenvolver tratamentos que permitam manter um dente traumatizado
saudavel por um maior periodo de tempo diminuindo os prejuizos emocionais, funcionais e
financeiros para os PARTICIPANTES que sofrem traumatismos. A participacdao neste estudo ndo é
condicdo necessaria para que vocé continue sendo atendido na Clinica de Ortodontia da Faculdade
de Odontologia da UFMG. Vocé sé participara deste trabalho se voluntariamente assinar o termo de
consentimento em duas vias, uma delas permanecera com vocé. Vocé podera desistir da participacdo
nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao seu tratamento. As despesas decorrentes da participagdo na
pesquisa serao de responsabilidade Unica e exclusiva dos pesquisadores envolvidos, através das
Instituicdes as quais pertencem, ndao estando prevista qualquer forma de remuneracao para os
voluntarios. Os materiais coletados serdo utilizados somente para a pesquisa atual e o restante ficara
congelado sob a responsabilidade da pesquisadora responsavel por um periodo de 10 (dez) anos na
Faculdade de Odontologia da UFMG. Novas pesquisas so serao realizadas com o seu consentimento e
aprovacdo dos orgdos competentes da UFMG. O Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em
qualguer aspecto que desejar e estara livre para participar ou recusar-se e a qualquer tempo e sem
quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacao do material bioldgico
armazenado no Biorrepositdrio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacao da mesma. Os
resultados obtidos pela pesquisa, a partir de seu material biologico, estarao a sua disposi¢ao quando
finalizada. Os pesquisadores tratardo a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo,
atendendo a legislacdo brasileira (Resolugdes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho
Nacional de Saude e suas complementares), utilizando as informagdes somente para fins académicos
e cientificos. O (A) Sr. (a) ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desta
pesquisa e seu nome ou o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua
permissdo.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade
fui informado (a) dos objetivos, meétodos, riscos e beneficios da pesquisa
“CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACAO DE
DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”, de maneira clara e detalhada
e esclareci minhas davidas. Sei que a qualguer momento poderei solicitar novas informacoes e modificar minha

decisdo de participar se assim o desejar.

() Concordo que o meu material biologico seja utilizado somente para esta pesquisa.

() Concordo que o meu material biologico possa ser utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado
pelo pesquisador novamente e assinarei outro termo de consentimento livre e esclarecido que explique para
que sera utilizado o material.

Declaro que concordo em participar desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de
consentimento livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e
esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do participante Data

Assinatura do participante

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:
CEP: oo, / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) .coeeeeens
E-mail: .........
Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Anténio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA RESPONSAVEL LEGAL POR
PARTICIPANTES MENORES DE 18 ANOS OU INCAPAZES, PORTADORES DE PRE-MOLARES

COM INDICACAQ DE EXODONTIA POR MOTIVOS ORTODONTICOS — GRUPO CONTROLE

Considerando a sua condicao de responsavel legal pelo(a) menor

apresentamos este convite e solicitamos o seu consentimento para que ele(a) participe da pesquisa
intitulada “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES -
INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E
GENETICOS NOS PADROES DE REABSOR(;;&O RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES
REPLANTADOS”. Pedimos a sua autorizacao para a coleta, armazenamento, utilizagdo e descarte de

material bioloégico humano do participante sob sua responsabilidade tais como a raiz do dente que
sera extraido e fluido presente na gengiva. Nesta pesquisa pretendemos comparar as informacoes
observadas nos exames por imagem do participante e as substancias encontradas em dentes que
nunca sofreram trauma, com aquelas encontradas em dentes que sofreram traumatismos e
apresentam diferentes padrdes de cicatrizacdo. Os riscos da participacdo nesta pesquisa estdo
relacionados aos procedimentos de coleta de fluido da sua gengiva que podem aumentar a duragdo
da consulta. A extragao do dente, que so sera realizada se estiver indicada como parte do
tratamento, pode gerar dor pos-operatoria, sangramento, edema. Qualquer um destes sintomas sera
solucionado pela equipe da Clinica de Traumatismos Dentarios. Esta pesquisa ajudara a desenvolver
tratamentos que permitam manter um dente traumatizado saudavel por um maior periodo de
tempo diminuindo os prejuizos emocionais, funcionais e financeiros para os PARTICIPANTES que
sofrem traumatismos. A participagao neste estudo ndo € condigdo necessaria para que o participante
continue sendo atendido na Clinica de Ortodontia da Faculdade de Odontologia da UFMG e ele so
participara deste trabalho se o participante e seu responsavel concordarem e voluntariamente
assinarem os termos de consentimento e assentimento em duas vias, uma delas permanecera com
vocés. Vocés poderdo desistir da participagdo nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao tratamento.
As despesas decorrentes da participacao na pesquisa serdo de responsabilidade Unica e exclusiva dos
pesquisadores envolvidos, atraveés das Instituicdes as quais pertencem, ndao estando prevista
qualguer forma de remuneracao para os voluntarios. Os materiais coletados serdo utilizados
somente para a pesquisa atual e o restante ficara congelado sob a responsabilidade da pesquisadora
responsavel por um periodo de 10 (dez) anos na Faculdade de Odontologia da UFMG. Novas
pesquisas sé serdao realizadas com o consentimento do participante efou seu responsavel e
aprovacdo dos orgdos competentes da UFMG. O Sr. (a) e o participante serdao esclarecidos sobre o
estudo em qualquer aspecto que desejar e estardo livres para desistir a qualquer tempo e sem
quaisquer prejuizos, pode retirar o consentimento de guarda e utilizacao do material bioldgico
armazenado no Biorrepositdrio, valendo a desisténcia a partir da data de formalizacao da mesma. Os
resultados obtidos pela pesquisa estardo a sua disposicdo quando finalizada. Os pesquisadores
tratardo a sua identidade com padroes profissionais de sigilo, atendendo a legislacao brasileira
(Resolugbes N2 466/12; 441/11 e a Portaria 2.201 do Conselho Nacional de Saude e suas
complementares), utilizando as informagcdes somente para fins académicos e cientificos. O
participante ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar desta pesquisa e
seu nome ou o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo.

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do responsdvel pelo participante:
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Eu, , portador do documento de Identidade

, responsavel pelo menor
fui informado (a) dos objetivos, métodos, riscos e beneficios da pesquisa “CICATRIZACAO
PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES
DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE
REABSORC»KO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”, de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que a qualquer momento poderei solicitar novas

informacdes e modificar minha decisdo de autorizar a participacdo do menor

sob minha responsabilidade se assim o desejar.

( ) Concordo que o material biolégico do participante sob minha responsabilidade seja utilizado
somente para esta pesquisa.

( ) Concordo que o material biolégico do participante sob minha responsabilidade possa ser
utilizado em outras pesquisa, mas serei comunicado pelo pesquisador novamente e assinarei outro
termo de consentimento livre e esclarecido que explique para que fim sera utilizado o material.

Declaro, na qualidade de responsavel pelo menor

concordo que ele participe desta pesquisa. Recebi uma via original deste termo de consentimento
livre e esclarecido assinado por mim e pelo pesquisador, que me deu a oportunidade de ler e
esclarecer todas as minhas duvidas.

Nome completo do responsavel Data

Assinatura do Responsavel legal pelo participante participante da pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:
CEP: .................. / Belo Horizonte — MG
Telefones: (31) .....c.........
E-mail: .........
Assinatura do pesquisador responsavel Data

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPANTES MENORES, COM
IDADES ENTRE 12 e 18 ANOS, PORTADORES DE PRE-MOLARES COM INDICACAO DE
EXODONTIA POR MOTIVOS ORTODONTICOS — GRUPO CONTROLE

Vocé. (a) esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS
LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES - INTERACﬁO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS,
CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR
EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Pedimos a sua autorizagdo para a coleta,
armazenamento, a utilizacdo e descarte de material biologico humano tais como a raiz do seu dente
que sera extraido e fluido presente na sua gengiva. Nesta pesquisa pretendemos comparar as
informacdes observadas nas suas radiografias e as substancias encontradas em dentes como o seu,
que nunca sofreram trauma, com aquelas encontradas em dentes que sofreram traumatismos e
apresentam diferentes padrdes de cicatrizagdo. Os riscos da participacdo nesta pesquisa estdo
relacionados aos procedimentos de coleta de fluido da sua gengiva que podem aumentar a duragdo
da consulta. A extracdo do dente, que s6 sera realizada se estiver indicada como parte do seu
tratamento, pode gerar dor pos-operatoria, sangramento, edema. Qualquer um destes sintomas sera
solucionado pela equipe da Clinica de Traumatismos Dentarios. Esta pesquisa ajudara a desenvolver
tratamentos que permitam manter um dente por um maior periodo de tempo apos o reimplante.
Assim os PARTICIPANTES poderdo sorrir, falar, comer normalmente. A participagao neste estudo ndo
€ condicdo necessaria para que vocé continue sendo atendido na Clinica de Ortodontia da Faculdade
de Odontologia da UFMG. Vocé so participara deste trabalho se voluntariamente assinar o termo de
consentimento em duas vias, uma delas permanecera com vocé. Vocé podera desistir da participacdo
nesta pesquisa sem nenhum prejuizo ao seu tratamento. Vocé ndo gastara nada para participar e
também nao vai receber nenhuma forma de pagamento. Os materiais coletados serdo utilizados
somente para a pesquisa atual e o restante ficara congelado sob a responsabilidade da pesquisadora
responsavel por um periodo de 10 (dez) anos na Faculdade de Odontologia da UFMG. Novas
pesquisas so serdo realizadas com o seu consentimento e aprovacdao dos orgdos competentes da
UFMG. Vocé pode perguntar qualquer coisa que queira saber sobre o projeto e podera desistir a
qualguer tempo, sem quaisquer prejuizos, podendo retirar o consentimento de guarda e utilizacdo
do material biologico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir da data de
formalizagdo da mesma. Vocé ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacao que possa resultar
desta pesquisa e seu nome ou o material que indique sua participacdo, nao sera liberado sem a sua
permissdo. Toda pesquisa realizada na Faculdade de Odontologia da UFMG é avaliada pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais — COEP/UFMG. No caso de duvida, vocé
também podera obter informacdes sobre os aspectos éticos desta pesquisa no COEP/UFMG, Av.
Antdnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa I, 22. Andar — Sala 2005 Campus Pampulha Belo
Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901, e-mail: coep@prpq.ufmg.br, ou pelo telefone (31) 3409

4592.
Rubrica do pesquisador:
Rubrica do participante:
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Eu

aceito participar da pesquisa “CICATRIZACAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-ALVEOLARES
- INTERACAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS, AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS
NOS PADROES DE REABSORCAO RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS”. Entendi o
que sera feito e que mesto tendo aceitado participar posso, a qualquer momento, desistir sem nenhum
problema. Os pesquisadores tiraram minhas dlvidas e conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi e li uma
VIA deste termo de assentimento e concordo em participar da pesquisa.

Nome:

Assinatura: Data:
Responsavel pela pesquisa

Nome completo do Pesquisador Responsavel:

Endereco:

CEP: .................. / Belo Horizonte — MG

Telefones: (31) ......cou......

E-mail: .........

Em caso de duvidas, com respeito aos aspectos éticos desta pesquisa, vocé podera consultar:

COEP-UFMG - Comissdo de Etica em Pesquisa da UFMG

Av. Antonio Carlos, 6627. Unidade Administrativa Il - 22 andar - Sala 2005.
Campus Pampulha. Belo Horizonte, MG — Brasil. CEP: 31270-901.

E-mail: coep@prpg.ufmg.br. Tel: 34094592.
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ANEXO 2

Termo de Compromisso de Utilizacdo de Dados (TCUD)

Termo de Compromisso de Utilizacao de Dados (TCUD)

1. Identificacio dos membros do grupo de pesquisa

Nome completo (sem abreviacao) RG
Juliana Vilela Bastos MG 3.255.497
Daniela Augusta Barbato Ferreira MG 8.144.967

Silvia Cury Costa MG13.896.574

Roberta Gabriela Amaro MG 11.930.849

Mariana Rocha Diniz Arantes MG 18.295.557

Thiago Cesar da Silva Lima MG 18.945.149

Amanda Cristina de Lima Vieira MG 19.549.623

Jade Rios Campos MG17.863.598

Lucas Alves da Rocha Araujo MG17.581.570

Marina Marques Dutra MG 18.276.672

Amanda Silva Simdes MG 18.682.548

2. Identificacio da pesquisa

a)Titulo do Projeto:Cicatrizacao periodontal apos lesdes traumaticas dento-
alveolares - interacio de determinantes demograficos, clinicos, ambientais,
imunologicos e genéticos nos padrdes de reabsorcio radicular externa em
dentes permanentes replantados

b)Departamento/Faculdade/Curso: Programa Traumatismos
Dentarios,Departamento  De  Odontologia Restauradora, Faculdade De
Odontologia

¢) Pesquisador Responsavel: Profa. Juliana Vilela Bastos
3. Descricao dos Dados

Serio coletados, apds aprovacio do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEP-UFMG), dados clinicos e
imaginologicos de pacientes portadores de dentes permanentes reimplantados
apos avulsao traumditica encaminhados para tratamento no Programa de
Traumatismos Dentarios da faculade de Odontologia da UFMG durante o
periodo de 1993 a 2019.

Dados a serem coletados somente) e (comités de ética coparticipantes, se
aplicavel): dados demograficos (sexo e idade), dados relativos ao momento do
trauma: (data do trauma, elemento dental acometido; grau de rizogénese,
niumero de dentes avulsionados e niimero de dentes reimplantados, ocorréncia
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de outras lesdes traumadticas concomitantes no dente avulsionado ( trincas,
fraturas de esmalte, fraturas de esmalte e dentina, fraturas com exposicao
pulpar, fraturas radiculares, fraturas de processo alveolar); dados relativos ao
manejo do dente avulsionado(periodo extra-alveolar e condicoes de
armazenamento); dados relativos ao tratamento de urgéncia (realizacio e tempo
de imobilizagdo, prescricio de antibioticoterapia sistémica, tratamento da
superficie radicular); dados relativos ao tratamento sequencial (realizacio e
tempo decorrido entre o reimplante e o tratamento endodéntico radical;
realizacdo e tempo de medicacio intra-canal com CaOH2); dados radiograficos
e tomograficos relativos a cicatrizacdo pulpar e periodontal de dentes
avulsionados.

Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para o projeto vinculado.
Para duvidas de aspecto ético, pode ser contactado o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (CEP/UFMG): Av. Antonio Carlos, 6627, Pampulha — Belo
Horizonte — MG — CEP 31270-901 Unidade Administrativa II — 2° Andar —
Sala: 2005 Telefone: (031) 3409-4592 — E-mail: coep@prpq.ufmg.br .

4. Declaracao dos pesquisadores

Os pesquisadores envolvidos no projeto se comprometem a manter a
confidencialidade sobre os dados coletados nos arquivos da Clinica de
Traumatismos Dentarios da Faculdade de Odontologia da UFMG,
bem como a privacidade de seus contetidos, como preconizam a Resolugao
466/12, e suas complementares, do Conselho Nacional de Saude.

Declaramos entender que a integridade das informacbes e a garantia da
confidencialidade dos dados e a privacidade dos individuos que terao suas
informacdes acessadas estdo sob nossa responsabilidade. Também declaramos
que nao repassaremos os dados coletados ou o banco de dados em sua integra,
ou parte dele, a pessoas ndo envolvidas na equipe da pesquisa.

Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para este projeto. Todo e
qualquer outro uso que venha a ser planejado, sera objeto de novo projeto de
pesquisa, que serd submetido a apreciacdo do CEP UFMG.

Devido a impossibilidade de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido de todos os sujeitos, assinaremos esse Termo de Consentimento de
Uso de Banco de Dados, para a salvaguarda dos direitos dos participantes.
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Nome completo (sem abreviacio)

Assinatura

Juliana Vilela Bastos

Daniela Augusta Barbato Ferreira

Silvia Cury Costa

Sy B

Roberta Gabriela Amaro

Mariana Rocha Diniz Arantes

Thiago Cesar da Silva Lima

T rage LL—

Amanda Cristina de Lima Vieira

Prmorda. €. 8ima. Vieira

Jade Rios Campos

:ﬁ\;l'_é"_ CQ\ o %)—M@O &

Lucas Alves da Rocha Araujo

aéud/i Monr o Frta fo,rw/y

Marina Marques Dutra

MM }’\Qmww.b Mﬁ-‘

Amanda Silva Simées

|Rromd oL Sdmigse

Belo Horizonte, 30 de Abril de 2019.
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ANEXO 3

Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforma
MINAS GERAIS %wl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: CICATRIZAGCAO PERIODONTAL APOS LESOES TRAUMATICAS DENTO-
ALVEOLARES - INTERAGAO DE DETERMINANTES DEMOGRAFICOS, CLINICOS,
AMBIENTAIS, IMUNOLOGICOS E GENETICOS NOS PADROES DE REABSORCAO
RADICULAR EXTERNA EM DENTES PERMANENTES REPLANTADOS

Pesquisador: Juliana Vilela Bastos

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4

CAAE: 11883119.9.0000.5149

Instituicao Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Patrocinador Principal: UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 3.568.782

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de projeto relevante da area de odontologia para o "estudo clinico e experimental com pacientes
portadores de dentes permanentes reimplatados apés avulsdo traumatica atendidos na Clinica de
Traumatismos Dentarios da Faculdade de Odontologia da UFMG. A pesquisa envolve a coleta de dados do
prontuarios para a determinagéo do

padrao de cicatrizagdo periodontal apés o reimplante de dentes permanentes bem como seus
determinantes. Além disso, serdo coletados materiais

biolégicos tais como fragmentos radiculares de dentes com indicagédo de extracdo e fluido intra-canal para
conducgéo de analises laboratoriais sobre

o perfil imunoinflamatdrio de diferentes tipos de reabsorcao radicular externa e identificagdo da microbiota
presente no sistema de canais radiculares

de dentes permanentes reimplantados portadores de necrose pulpar." A pesquisa apresenta financiamento
e parceria internacional, além do envolvimento de alunos de iniciac&o cientifica, mestrado e doutorado.

Endereco: Av. Presidente Antnio Carlos,6627 2° Ad Sl 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Telefone:  (31)3409-4592 E-mail: coep@prpq.ufmg.br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataoforma
MINAS GERAIS %oﬂ

Continuag&o do Parecer: 3.568.782

Objetivo da Pesquisa:

Apresenta como objetivos: "Objetivo Primario:

O presente estudo tem como objetivo geral avaliar o efeito de determinantes demogréficos, clinicos,
ambientais, imunoldgicos e genéticos nos

padrdes de cicatrizagdo periodontal de dentes permanentes reimplantados entre pacientes atendidos na
Clinica de Traumatismos Dentarios da

FOUFMG

Objetivo Secundario:

1) Determinar o padréo de cicatrizagéo periodontal em dentes permanentes reimplantados e sua associagédo
com determinantes demograficos,

relacionados as condi¢cbes de manejo do elemento avulsionado, & ocorréncia de outras lesdes traumaticas
concomitantes e ao tratamento do dentes

avulsionado.2) Determinar o padrio celular e molecular de diferentes tipos de RRE pos traumatica em
fragmentos radiculares de dentes extraidos

portadores de RREI e RRES..3) Avaliar o padrdo de metilagdo de um painel de genes selecionados e sua
expressao fenotipica em pacientes

portadores de dentes reimplantados apds avulsdo com diferentes padroes de RRE.4) Investigar a
composi¢cdo da microbiota endodéntica oriunda de

dentes permanentes reimplantados apés avulsdo traumatica diagnosticados com necrose pulpar."

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios estdo adequadamente descritos e apresentados da seguinte maneira: "Riscos:

Nao existem riscos decorrentes da pequisa pois os pacientes ndo serdo submetidos a nenhum
procedimento especifico para a pesquisa.a Os riscos

indiretos estdo relacionados com os tratamentos realizados na Clinica de Traumatismos Dentarios da FO
UFMG ( Extragao e tratamento

endodontico radical). Problemas tais como dor pés-operatéria, edema, alveoclite serdo tratados e
monitorados pela equipe da CTD FO UFMG,

conforme protocolos da UFMG.

Beneficios:

Nao existem beneficios diretos para os pacientes envolvidos na pesquisa. Entretanto, diante da alta
prevaléncia das RRE apoés reimplantes de

dentes permanentes e do grande impacto que a perda precoce dos incisivos centrais superiores
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pode acarretar no desenvolvimento fisico e

psicosocial de criangas e adolescentes, faixa etaria mais acometida, e para suas familias, é de grande
relevancia a compreensdo da patogénese e

dos fatores de susceptibilidade envolvidos no desenvolvimento de formas graves das RRE. Estudos desta
natureza sdo de grande relevancia, pois,

além de contribuir para o conhecimento da patogénese e controle dessas importantes entidades, abrem
novas perspectivas para o tratamento e

manutengéo de dentes avulsionados mesmo quando reimplantados em condi¢des desfavoraveis."

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa é relevante, apresenta parcerias internacionais e envolvimento de varios laboratorios e
profissionais da FO/UFMG. Alunos de iniciagcéo cientifica, mestrado e doutorade envelvidos.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Folha de rosto preenchida e assinada

Aprovacgéo do projeto pela chefia do departamento de odontologia restauradora

Parecer da Camara Departamental do Departamento de odontologia restauradora

Informagdes Basicas do projeto

Anuéncias dos seguintes locais: departamento de odontologia restauradora da FOUFMG, laboratério de
cultivo celular da FOUFMG, laboratério de biologia oral da FO da Universidade da Carolina do Norte,
laboratério de patologia oral da FOUFMG, laboratério de biclogia molecular da FOUFMG e laboratorio de
microbiologia oral e anaerébios do ICB/UFMG.

Cartas respostas ao COEP, datadas de 23/06/19, 01/07/19, 09/07/19.

Na terceira carta ao COEP observa-se que todas as solicitagbes, deste colegiado, para ajuste dos TCLE e
TALE foram cumpridas.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Como todas as solicitagdes de corregdes foram atendidas, sou, S.M.J., favoravel a aprovagao.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislagcdo vigente (Resolugcdo CNS 466/12), o CEP-UFMG recomenda aos
Pesquisadores: comunicar toda e qualquer alteracéo do projeto e do termo de consentimento via emenda na
Plataforma Brasil, informar imediatamente qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento da
pesquisa (via documental encaminhada em papel), apresentar na forma de notificagéo relatérios parciais do
andamento do mesmo a cada 06 (seis) meses e ao término da pesquisa encaminhar a este Comité um

sumario dos resultados do projeto (relatério final).
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ANEXO 4

Producéo cientifica durante o curso (Artigo publicado 01)

Expression of Inflammatory Cytokines and

CrossMark

Chemokines in Replanted Permanent Teeth with
External Root Resorption

Juliana Vilela Bastos, PhD,” Tarcilia A. Silva, PhD, " Enrico A. Colosimo, PhD,’
Maria lma S. Cortes, PhD,” Daniela Augusta B. Ferreira, DDS,*
Eugenio Marcos A. Goulart, PhD,' Ricardo S. Gomez, PbD,” and Walderez O. Dutra, PhD"~

Abstract

Introduction: The progressive forms of inflammatory
extenal root resorption (IERR) and replacement extemal
root resorption (RERR) are serious complications and the
main causes of tooth loss after replantation. This study
aimed to investigate the expression pattem of inflamma-
tory molecules in extracted human teeth presenting with
extenal root resorption (ERR) after replantation.
Methods: Root fragments from 22 teeth showing IERR
and 20 teeth with RERR were triturated using a homoge-
nizer to extract inflammatory molecules. Interleukin-16
(IL-18), IL-1Ra, transforming growth factor beta, IL-8/
CXCL8, CCL2, CCL3, and CCLS were measured using
double-ligand enzyme-linked immunosorbent assay, and
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, tumor necrosis factor alpha, interferon
gamma, and IL-17A detection was performed using the
multiplex Th1/Th2/Th17 Cytometric Bead Array kit (BD Bio-
sciences, San Jose, CA). Cytokine and chemokine concen-
trations were compared in the RERR and IERR groups
corrected by patients’ age at the moment of extraction, sur-
vival time after replantation, and index of ERR, adopting a
generalized estimation equation model. Results: The [ERR
group showed higher levels of tumor necrosis factor alpha
than the RERR group, even after correction for the index of
ERR (P < .05). IL-1Ra levels were higher in the IERR group
for moderate cases but higher in the RERR group for severe
cases (P < .05). IL-4 concentration became higher with the
increase of patients’ age in the RERR group but did not vary
in the IERR group (P < .05). CCL2 levels decreased with the
increase of the patients’ age at the moment of extraction
irrespective of the type or index of ERR (P < .05). Conclu-
sions: The present results showed differences in the
immunologic profile of IERR and RERR that may be rele-
vant to understanding the biological mechanisms under-
lying ERR. (J Endod 2017;43:203-209)

Key Words
Awvulsion, chemokines, cytokines, inflammatory external root resorption, replacement
external root resorption, replantation

This article provided a great contribution to the un-
derstanding of themolecular mechanisms underly-
ing external root resorption in replanted teeth. This
is a first step to manipulate clastic activity, a key
point to maintaining avulsed teeth replanted under
unsuitable conditions.

xternal root resorption

(ERR) represents a
serious complication after
replantation  of avulsed
teeth, and its progressive
forms, replacement
external root resorption
(RERR) and inflammatory
external root resorption
(IERR), are the main causes of replanted tooth loss (1). The pathogenesis of progres-
sive ERR involves an initial injury that allows the atachment of preosteoclasts to the root
surface and their subsequent final differentiation and activation (2). Such an initial
stimulus, in both types, is the mechanical damage to the periodontal ligament (PL)
and the cementoblastic layer during the displacement of the tooth. Damage to the PL
also results from an extended extraoral storage of the tooth in an unsuitable medium
(3). However, the progression of the resorption process is dependent on additional
factors that continuously stimulate recruitment, differentiation, and activation of the
resorptive cells. IERR is supported by the immune response against bacteria and their
by-products present inside the root canal that reach the damaged PL through dentinal
wbules. Such an etiopathogenesis of IERR was suggested by experimental (4) and clin-
ical studies showing that adequate endodontic treatment prevented or eliminated IERR
(5). On the other hand, RRER results from the loss of large areas of PL in the absence of
infection occurring at the expenses of stem cells derived from the alveolar side of the
socket (6). This healing process leads to the incorporation of the root into the normal
remodeling process of the alveolus, resulting in the gradual replacement of tooth struc-
ture by bone. The regulatory mechanisms of RERR are incompletely understood, and
there is no effective treatment so far (2, 6). Cytokines play a pivotal role in
modulating the cellular events involved in bone resorption and also have been
suggesied to participate in tooth resorption (7, 8). The imbalance between
inflammatory and anti-inflammatory cytokines was implicated in the onset and
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progression of physiologic primary root resorption (9) and external
apical root resorption (EARR) after orthodontic movement ( 10). Zhang
etal (11) showed that interleukin-1 (IL-1) and, more particularly, tu-
mor necrosis factor alpha (TNF-a) were important for the induction
and progression of mechanically induced ERR in rats. Rego et al
(12) showed that the impairment of the TNF-a signaling pathways
decreased the severity of ERR on replanted rat molars. Chemokines
also playa crucial role in regulating cell trafficking during inflammatory
and homeostatic bone remodeling (13, 14). The role of chemokines in
oral inflammatory diseases is well established (15) and has also been
suggested to play a role in dentin matrix dissolution (15, 16).
Nonetheless, there is litle information regarding the specific role of
these soluble factors during ERR after trauma. Therefore, the present
study aimed to investigate the expression patterns of inflammatory
cytokines and chemokines in teeth extracted from patients presenting
with IERR and RERR after replantation.

Materials and Methods

Subjects and Teeth

The sample was composed of 40 patients, 30 males (75%) and 10
females (25%), from the dental trauma clinic at the faculty of dentistry
of Federal University of Minas Gerais in Belo Horizonte, Brazil. Forty-two
replanted permanent teeth referred for extraction with different stages
of ERR were included. The control group comprised 5 patients with 12
mature premolars with required extraction for orthodontic reasons
with good periodontal health and no radiographic evidence of peri-
odontal bone loss. Patients who used systemic drugs that may interfere
with bone metabolism; patients who underwent antibiotic, anti-
inflammatory, hormonal, or other assisted drug therapy within 6 months
before the study; patients with primary or secondary acute periodontitis;
or females who were pregnant or breastfeeding were not included in the
study. The study was performed with the informed consent of the pa-
tients and their guardians and was approved by the Committee on Ethics
in Research of the Federal University of Minas Gerais.

Radiographic Assessment of Type and Extension of ERR

Periapical radiographs taken at the moment of extraction and as-
signed with a code were independently blindly examined by 2 investiga-
tors (J.V.B. and M.LS.C.). Radiographic standardization followed
established criteria, which were described elsewhere (17). Data
regarding the presence and extension of the external root resorption
were assessed using the root resorption index developed by Andersson

Observed Frequency
seiEdRgd

et al (18). Bowl-shaped radiolucencies in the resorption area were
classified as [ERR (Fig. 14). Bone structures and loss of the periodontal
space in the resorption area were classified as RERR (Fig. 1B) accord-
ing to Andreasen et al's criteria (19).

Sample Preparation

Immediately after extraction, the crowns were separated under sa-
line irrigation. The root fragments were weighed, stored in buffer solu-
tion (0.4 mmol/L sodium chloride, 10 mmol/L NaPO4, pH = 7.4)
containing protease inhibitors (0.1 mmol/L phenylmethylsulfonyl fluo-
ride, 0.1 mmoVL benzethonium chloride, 10 mmol/l. EDTA, and
0.01 mg/mL aprotinin A) and Tween 20 (VETEC, Sigma-Aldrich, Duque
de Caxias, RS, Brazil) (0.05%, pH = 7.4) ata ratio of | mL of solution
per 100 mg tissue, and triturated using a homogenizer (PowerGen
Model 1000 Homogenizer; Fisher Scientific, Loughborough, UK) to
allow proper extraction of inflammatory molecules. After centrifugation
at 1000 rpm at 4°C, the supernatant was collected and stored at —80°C
for further analysis. Control teeth were extracted and processed in the
same way as in the case groups, except for the fact that they underwent a
pulpectomy procedure before extraction.

Detection of Cytokines and Chemokines

The levels of the cvtokines I1- 15, IL- 1Ra, and transforming growth
factor beta and the chemokines I1-8/CXCL8, CCL2, CCL3, and CCL5 were
evaluated by double-ligand enzyme-linked immunosorbent assay using
commercially available kits (R&D Systems, Minneapolis, MN) according
to the manufacturer’s instructions. In brief, each evokine was detected
byan anticytokine horseradish peroxidase-labeled monoclonal antibady.
The o-phenylenediamine dihydrochloride (Sigma-Aldrich, St Louis, MO)
peroxidase substrate kit was used to determine the amount of horse-
radish peroxidase bound to each well. The reaction was stopped by
the addition of 1 mol/L sulfuric acid (H,80,). The plates were read at
492 nm, and a standard curve was prepared for each assay. IL-2, [L-4,
IL-6, 1L-10, TNF-cv, interferon gamma (IFN-v), and IL-17A detection
was performed using the Human Th1/Th2/Th17 Cytometric Bead Array
Kit (BD Biosciences, San Jose, CA) following the manufacturer’s instruc-
tions. Acquisition was performed with a FACSCanto 1 flow cytometer (BD
Biosciences). The instrument has been checked for sensitivity and overall
performance with Cytometer Setup and Tracking beads (BD Biosci-
ences) before data acquisition. Quantitative results were generated using
FCAP Array v1.0.1 software (Soft Flow Inc, Pecs, Hungary). The results
were expressed as picograms of cytokine/ 100 mg tissue.

u [ERR

il

Root Resorption Index

 RERR

Figure 1. (4) The radiographic aspect of IERR: bowl-shaped radiolucency in the root surface and adjacent bone (red arrows). (B) Radiographic diagnosis of
RERR: bone structures in the resorption area and loss of the periodontal space (black arrows). (€) Sample distribution according to root resorption index in the

IERR (1 = 22) and RERR (n = 20) groups.

204 Bastos et al.

JOE — Volume 43, Number 2, February 2017

113



Clinical Research

Statistical Analysis

The Mann-Whitney test was used to compare the IERR and RERR
groups regarding the median survival time after replantation and pa-
tients’ age at the time of extraction. A comparison of the index of
root resorption in IERR and RERR cases was performed by means of
the chi-square test. Inter- and intrarater agreement values for the
assessment of type and index of ERR were estimated using the kappa
statistic. A generalized estimation equation with a compound symmetry
correlation matrix was used in order to take into account potential cor-
relations in patients with more than 1 tooth (20). The mean log-
transformed concentrations of each one of the studied cvtokines and
chemokines were compared in the RERR and IERR groups. Variables
that presented a significance level (£ value) less than .20 in the univar-
jate analysis were corrected by patients’ age at the moment of extraction,
index of ERR, and survival time after replantation in a multivariate
regression model. In addition, the presence of a statistical interaction
was also assessed including a multiplicative interaction term for those
variables that were nominally significant. Statistical analysis was per-
formed using the software R (Version 3.0.3; R Core Team, Vienna,
Austria). The level of significance was set at P < .05.

Resuits

The IERR group was composed of 22 teeth, and 20 were classified
as RRER. The kappa scores indicated excellent intraexaminer agree-
ment (0.85% and 0.82%) and fair to good interexaminer agreement
(0.75%). The mean patients’ age at the time of extraction was 13.7 years
(+3.21) for the TERR group, 15.7 (£3.90) for the RRER group, and
13.4 (£ 0.7) for the control group; this difference was not significant
(P> 05). The median survival time after replantation did not differ be-
tween the 2 groups; it was 2.3 years (range, 8.9 months—5.6 years) for
the IERR group and 3.5 vears (range, 1.3-8.5 vears) for the RERR
group (P > .05). Indices ranged from 5 to 12 and were grouped
into 2 categories: moderate (>5 and =8) and severe (>9). Sample dis-
tribution according to the extension of ERR differed significantly be-
tween the 2 groups (P < .05) because most of the IERR cases
showed advanced stages of root resorption, whereas the RERR cases
were distributed almost equally (Fig. 1¢€).

Data regarding Th1/Th2/Th17 cytokine and chemokine expression
in the case (IERR and RERR) and control groups showed that the case

groups (IERR and RERR) showed higher levels of almost all studied fac-
tors when compared with the control group without resorption. Such a
difference was significant, except for IL-10 and the chemokines CCL2 and
CCL3. CCL5 levels were also not significantly different when compared
among TERR cases and the control group (Supplemental Figures S1—
§3 are available online at www.jendodon.com).

Results from the univariate analysis comparing the mean log-
transformed concentration of studied factors in the IERR and RERR
groups as well as the effect of patients” age at the time of extraction, in-
dex of ERR, and survival time after replantation are presented in Table 1.
The comparison between the IERR and RERR groups revealed higher
levels of TNF-cc in the IERR group when compared with the RRER cases
(Fig. 24), even after performing a multivariate regression model
(P < .05) (Table 2). IL-18 levels were marginally lower in the moderate
cases of the RERR group (Fig. 2B8). Neither the type nor the index of ERR
reached a significant effect in the 1L-18 levels nor did their interaction
term after the multivariate analysis (Table 2).

IL-1Ra levels were nominally affected by the extension but not by
the type of root resorption (Fig. 2¢ and Table 1). The multivariate
model, including the index and type of ERR, together with a multiplica-
tive interaction term between these variables disclosed that IL-1Ra levels
actually differed in IERR and RERR depending on the index of root
resorption. Moderate cases of RERR showed lower IL-1Ra levels than
the IERR group. Contrariwise, in advanced stages, the IL-1Ra concen-
tration was higher in the RERR group compared with the IERR group
(P < .03) (Table 2 and Fig. 20).

1L-6 (Fig. 2£) and IN-y (Fig. 2F) showed divergent profiles ac-
cording to the type of ERR although they did not reach statistical signif-
icance. The expression of 1L-17A was quite similar in the 2 groups
(Supplemental Figures 81-83 are available online at www.jendodon.
com).

The IERR and RERR groups did not differ regarding the expression
of Th2 cytokines except for IL-4 (Fig. 34), which was also nominally
associated with the patients’ age at the time of extraction and survival
time after replantation (Table 1). A multivariate linear regression model
was used to adjust for possible confounding effects between these
variables, and the final model showed that IL-4 concentration differed
between the IERR and RERR groups in an age-dependent way because
there was a significant interaction between these 2 variables (Table 2).

TRBLE1. Generalized Estimated Equation Linear Regression Model: Univariate Analysis of the Effect of Patients” Age at the Time of Extraction, Type, and Extension of
External Root Resorption and Survival Time after Replantation in the Levels® of Cytokines and Chemokines in the Periradicular Tissues of Permanent Replanted

Teeth
Regression coefficient () + standard error’ nominal P value
Cytokine Patients’ age REER < IERR Index of root resorption  Survival time after replantation
IL-18 0.032 + 0.076 P = .677 0.847 £ 0.537 P =115 0.853 + 0.599 P=.155 0.012 + -0.196 P = .952
IL-1Ra —~0.017 £ 0.044 P= 697  -0.299 + 0.430 P = .486 1.082 + 0.436 P = .013 0.012 + —0.126 P=.924
IL-2 0.032 £ 0.026 P = .225 0.113 £ 0.278 P = .684 0.137 £ 0.320 P = .668 0.055 + —0.081 P = .361
IL-4 0.044 = 0.021 P= .037° 0.481+0.211P=.023 0.224 + 0.217 P = .302 0.093+ - 0.044 P=.034
IL-6 0.010 £ 0.061 P=.872 0.028 + 0.497 P = .956 0.145 £ 0.583 P=.788 0.129 + -0.127 P= 307
IL-10 0.010 £ 0.014 P = 463 0.061 £ 0.118 P =.604 0.009 £ 0.126 P = .943 0.029 + -0.028 P= .303
IL-17a 0.002 + 0.024 P = .947 0.207 + 0.221 P = .348 0.145 + 0.266 P = .585 0.020 + —0.031 P=.522
IFN-y —0.001 + 0.018 P = .950 0.095 + 0.166 P = .566 —0.050 +£ 0.171 P =773 —0.012 + -0.030 P= .679
TNF-e —0.018 £ 0.020 P = .349 —0.324 £ 0.155 P = .036 0.112 £ 0.179 P=.530 —0.049 + -0.038 P=.198
TGF-3 —0.038 + 0.052 P = .459 0.183 + 0.403 P = .650 —0.068 + 0.389 P = .862 —0.093 + -0.087 P=.283
IL-8 (CXCL8) —0.049 + 0.076 P = .517 —0.406 + 0.553 P = .463 0.421 + 0.621 P = .498 0.037 + —0.164 P=.820
CCL2 —0.024 £ 0.009 P = .008 —0.030 £ 0.103 P =.769 —0.058 £ 0.107 P = .588 —0.018 &+ -0.184 P= .333
CCcL3 —0.022 + 0.030 P = .462 ~0.179 £ 0.369 P = .628 —0.101 £ 0.363 P =777 0.094 + —0.081P=.245
CCLS 0.035+ 0.042 P=.404 0.647 + 0.502 P = .197 —0.295 4+ 0.398 P = .459 0.098 + —0.107 P=.363

IFN-, interferon gammu; IL, interleukin; TGF-, transforming growth factor beta; TNF-ce, mor necrosis factor alpha.

*Log transformed.

"Regression coefficent (3) represents slope esimate -+ standard error of the estimate (S.E.). Positive and negative regression coeffidents indicate the dependence of cytokine levels on the determinant variables.

“Bold values indicate a nominal 7 value less than .20
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Figure 2. (1) TNF-« levels were statistically higher in the IERR group when compared with the RERR group even afier correction by the index of resorption
(#P < .05). (B) IL-18 levels were marginally lower in the moderate cases of the RERR group, but this difference was not statistically significant (P > .05).
(€) The IL-1Ra concentration increased significantly in advanced stages of both the IERR and RERR groups (*P < .05). (D) The significant interaction between
the type and index of ERR (P < .05) revealed that the increase of IL-1Ra levels was more intense in severe cases of RERR. (£) 1L-0 expression diminished in
advanced stages of IERR and increased in advanced stages of RRER, but this difference was not significant (P > .05). (F) INF-y expression also showed divergent
profiles according to the type of ERR although not reaching statistical significance (P > .05).

Although 1L-4 levels were not affected by age in the IERR group, [L-4
changed with the increase of the patients” age at the moment of extrac-
tion in the RERR group (P < .05) (Fig. 38). IL-2, IL-10, and transform-
ing growth factor beta showed profiles that were indistinguishable for
the 2 groups (Supplemental Figures S1-83 are available online at
www.jendodon.com).

The concentration of the studied chemokines CCL2, CCL3, CCL3,
and IL-8/CXCL8 were not affected by the type nor the index of root
resorption (Table 1) (Supplemental Figures S§1-83 are available online
at www.jendodon.com). However, CCL2 levels diminished significantly
with the increase of patients” age at the moment of extraction irrespec-
tive of the type of ERR (Fig. 44 and B).

Discussion
Replantation is widely accepted as a therapeutic measure for
avulsed permanent teeth although its long-term prognosis is controver-
sial because of the occurrence of ERR (1). Tooth resorption is believed
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to be very similar to bone resorption, also involving an elaborate inter-
action among stromal and immune cells mediated by soluble factors
such as cytokines, chemokines, and growth factors (7). However, infor-
mation on the biological mechanisms of root resorption in human sub-
jects is still scanty; most of it concerns EARR associated with
orthodontics and root resorption of primary teeth. The present study
originally described the inflammatory profile of the periradicular tis-
sues of extracted human teeth showing progressive IERR and RERR after
replantation. As far as we are concerned, there are no clinical data in the
literature regarding this issue since the pioneer studies from Andreasen
and Hjerting-Hansen (21, 22), who defined and histologically
described these 2 entities. The overall scenario observed in the IERR
and RERR groups showed higher levels of almost all studied factors
when compared with the control group without resorption. These
results corroborate the finding that ERR shares similar molecular
biologic events with bone resorption (7).

Moreover, the comparison between the case groups revealed
different immunologic profiles in IERR and RERR, endorsing their
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TABLE 2. A Final Multivariate Model Showing the Relationship of Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a), Interleukin-1Ra (1L-1Ra), IL-4, and CCL2
Levels® and Type and Extension of External Root Resorption (ERR), Patients”
Age at Time of Extraction, and Survival Time after Replantation

Regression
Cytokine/ coefficient (3) P
chemokine Variables standard error’  value
TNF-a Type of ERR
IERR Reference
RERR 0.306 + 0.156 .050
Survival time 0.021 + 0.038 .580
IL-1Ra Type of ERR
IERR Reference
RERR 0.141 £ 0.325 .055
Index of ERR 1.139 £ 0.375 .374
Type of ERR x index 1.345 + 0.646 .038
of ERR
IL-4 Type of ERR
IERR Reference
RERR 0.401 £ 0.234 .024
Patient’s age at -0.022 £ 0.022 .032
extraction
Type of ERR « patients’  0.098 + 0.050 .047
age at extraction
cCL2 Type of ERR
IERR Reference
RERR 0.001 + 0.092 .995
Patients’ age at 0.027 £ 0.012 .019
extraction
IERR, infk y external root P RERR, repl external rool resorplion.
*Log transformed.

" Regression coefficient (3) represents slope estimate + standard error of the estimate. Positive and
negathve regr o indicate the depend of cywokine levels on the determinant vari-
ables.

distinct pathobiology. The higher levels of IL-4 in older patients within the
RERR group are consistent with the fact that RERR results from the incor-
poration of the tooth root during physiological alveolar bone turnover
(6). 1L-4 has an inhibitory effect in osteoclast formation and activity
and is considered an antiresorptive cytokine (23). 1L-4 inhibited 1L-1-
stimulated bone resorption by decreasing the production of prostaglan-
dins and the activity of cyclooxygenase-2 (8). IL-4 has also influenced
osteoblasts to increase osteoprotegerin and inhibit receptor activator
of nuclear factor kappa-B ligand production (8). Therefore, it can be
assumed that 1L-4 may also exert the same regulatory effect over

RERR. The higher levels of I1-4 associated with age can be explained
by the lower rate of RERR in older patients reported in clinical studies
(18). Experimental results also showed that 1L-4 reduced EARR afier or-
thodontics (24, 25). On the other hand, 1L-4 levels did not vary in the
IERR group. Considering that the etiopathogenesis of IERR has similarity
1o periapical lesions of endodontic origin, such a finding is in agreement
with previous reports showing that IL-4 has a minor role in suppressing
infection-stimulated periapical bone resorption in vive (26, 27).

The IERR group presented higher levels of TNF-ae when compared
with RERR cases. This result is consistent with the microbial etiology of
progressive IERR (5, 6) and the presence of an inflammatory infiltrate
described in the periodontal tissue of teeth showing IERR (21). TNF-ac
is a proresorptive cviokine, especially in response to infection, contrib-
uting to the differentiation, chemotaxis, and activation of clasts and their
precursors (28). The role of TNF-a in tooth resorption was demon-
strated experimentally in vivo in mechanically induced root resorption
in rais (11) and after replantation of rat teeth (12). Additionally,
in vitro studies also showed that treatment with lipopolysaccharides
significantly up-regulated the expression of TNF-a messenger RNA
(12). The present results are consistent with the findings of previous
experimental and human research showing high levels of TNF-ar in
periapical lesions of endodontic origin (29). Bone destruction in peri-
apical lesions is an indirect effect of bacteria and their by-products,
leading 1o the secretion of proinflammatory cviokines, such as IL-1,
TNF-a, and IL-6, by several inflammatory cells (30, 31).

The raw data showed that 1L-18 levels were higher in the IERR
group, especially in moderate stages. Interestingly, these results did
not reach statistical significance, even after testing for the effect of the
interaction between the index and type of ERR. This is disappointing
considering the well-known role of IL-18 in mediating bone resorption
of an endodontic infectious origin (29). One explanation could be the
relatively small number of moderate cases of IERR and the wide range of
IL-13 concentrations in both groups.

IL-1Ra levels differed significantly in the IERR and RERR groups
depending on the index of ERR because they were higher in the IERR
group for moderate cases but increased in the RERR group in severe
cases. The important feature behind this resultis the fact that such a dif-
ference could only be disclosed after testing these 2 variables for their
interaction. A significant interaction indicates that the effect of one factor
depends on the levels of another. In theory, a comparison of the effects
of different variables requires a statistical test on their difference that

A 10+ # B -1
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- - -
g = —
g = _& - | S | i
g P
3 2
LR
Vodeate  Severs T S —— M 18 x ='=
IERR RRER Age(years)

Figure 3. (1) The 1L-4 concentration differed significantly between the IERR and RERR groups (47 < .03). (B) The positive interaction between patients” age and
type of ERR (P < .05) revealed that IL-4 levels became higher with the increase of the patients’ age at the time of extraction in RERR cases but was not affected by

patients” age in the IERR group.
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Figure 4. (1) CCL2 levels were not influenced by the type (2 > .05) or the index of root resorption (# > .05). (B) CCL2 levels diminished significantly with the
increase of patients” age al extraction irrespective of the type of root resorption (P < 05).

should be performed interpreting the P value of the interaction term
first. If this P value is not significant, then the main effects could be
examined separately (ie, in an additive fashion). This procedure not
only permits simultancously investigating the association of a number
of different variables with a given response but also allows testing for
the associations between them. The observation of higher levels of 11-
IRa in moderate stages of IERR is consistent with clinical reports of
higher concentrations of IL-1Ra in periapical exudate samples (32)
and extracts of inflammatory periapical tissues (33). IL-1Ra is an
important inhibitor of IL-1, having an indirect antiresorptive effect by
binding competitively to the receptor IL-1RI, with near similar avidity
but without inducing signal transduction (34). The paradoxic behavior
of IL-1Ra in the IERR and RERR groups has no parallel in the literature.
Taken together with the contradictory behavior of IL-6 and IFN-v, these
results can be discussed based on experimental findings showing that
some cvtokines may possess dual osteoclastogenic and antiosteoclasto-
genic properties depending on the specific pathophysiological condi-
tion in which they are being studied in zivo or on the developmental
stage of osteoclasts in in vitro experiments (23).

Levels of the chemokines CCL2, CCL3, CCL5, and IL8/CXCLS were
quite similar in the IERR and RERR cases. Also, CCL2 and CCL3 concen-
trations did not differ between the resorption and control groups. These
are intriguing results and could be attributed to the cross-sectional
design of the study. IL-8/CXCLS levels were significantly higher in the
resorption cases when compared with the control group, suggesting
that IL-8/CXCLS may have an active role in both types of ERR. These re-
sults are coherent with their crucial role described in inflammation and
bone metabolism (13, 14). CCL2 concentrations decreased significantly
in older patients irrespective of the type of ERR. This finding has no
explanation in the literature and demands further investigation.

The present study has strengths and limitations. The major question
is related to the cross-sectional design of the study, having individual
ovtokine concentration, at 1 point in time, as the outcome. This may
be partially informative or even misleading and precludes drawing infer-
ences on the casual refationships and dynamics of interactions among the
signaling evtokines that are of central importance. In addition, teeth with
different survival times afier replantation were gathered in the IERR and
RERR groups. Considering that the resorption process is characterized by
active phases followed by intermittent periods of rest (35), the present
results might have failed to detect such differences. A longitudinal study,
with established cutoff periods of follow-up, would allow the evaluation of
oytokine fluctuation along the ERR process. Moreover, conducting
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controlled experiments on human samples is often impractical because
cviokine responses among individuals having different backgrounds will
vary, causing a spread in the data. Therefore, even with enzyme-linked
immunosorbent assay and Cytometric Bead Array methods being shown
to produce consistent results in several oral conditions, additional
confirmation of the present results with a second technique would be
desirable. Nonetheless, considering the exclusion of major confounding
factors, the appropriate statistical approach adopted, and the significant
eviokines detected (which correlates well with the literature), our data
can still be regarded as valid and reliable. Despite the previously
mentioned limitations, the present study provided some interesting in-
sights into the biological mechanisms of ERR.

In conclusion, our results suggest differences in the immunologic
profile of IERR and RERR that may be relevant to understanding the bio-
logical mechanisms underlying the different patiems of ERR. Considering
that replantation still represents the treatment of choice for avulsed per-
manent teeth in children and teenagers, such knowledge is very important.
This s the first step to developing new approaches directed to manipulate
clastic activity, a key point to maintaining an avulsed tooth for as long as it
is needed, even when replanted under unsuitable conditions.
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ANEXO 4

Producéo cientifica durante o curso (Artigo publicado 02)

CLINICAL RESEARCH

Survival of Replanted
Permanent Teeth after
Traumatic Avulsion

ABSTRACT

Introduction: Tooth replantation is the treatment of choice for avulsion, even though its long-
term prognosis shows great variability and few studies have adopted survival analysis to
evaluate the fate of such teeth. The present study aimed to evaluate both the survival rate of
replanted permanent teeth after traumatic avulsion as well as its clinical and demographic
determinants. Methods: Records from 576 patients treated at the Dental Trauma Clinic at
the Federal University of Minas Gerais, Brazil, were analyzed to collect clinical and
radiographic data. Kaplan-Meier curves and a multivariate Cox regression model were used to
estimate the probability of replanted teeth remaining functional in the mouth and to determine
prognostic factors. Results: The post-replantation survival rate was 50% after 5.5 years.
Immature teeth presented an increase of 51.3% in the loss rate (P = .002). Each additional
year in the patient’s age at the time of trauma, up to the limit of 16 years, reduced the loss rate
of replanted teeth by 15% (P < .001). The storage of the avulsed teeth in milk decreased the
loss rate of replanted teeth by 56.4% (P = .015) when compared with those kept dry.
Conclusions: The overall survival rate after replantation of permanent teeeth was 50% after
5.5 years. Advanced stages of root development, together with the increase in the patient’s
age at the moment of trauma, up to the limit of 16 years, were good prognostic factors for
tooth survival. The storage of avulsed teeth in milk was also associated with enhanced tooth
survival after replantation. (J Endod 2079, :1-6.)

KEY WORDS

Milk; storage medium; survival analysis; tooth avulsion; tooth replantation

Tooth avulsion is a serious traumatic dental injury (TDI), with prevalence in permanent dentition ranging
from 0.5%-16.0%"~. Replantation of avulsed permanent teeth is still the desirable treatment option,
especially in growing patients. However, the long-term prognosis shows great variability because it is
affected by several factors related to the immediate management of the avulsed tooth as well as to the
emergency and sequential treatment” °

The clinical dental literature regarding the fate of avulsed/replanted teeth is still dominated by
isolated case reports and cross-sectional retrospective studies that lack standardization of evaluated
outcomes as well as of statistical treatment of the data. In addition, most longitudinal clinical studies have
evaluated the role of clinical and demographic determinants in different periodontal healing pattems that
cannot necessarily be translated into replantation success/failure rates. This fact makes comparisons of
resilts, data pooling, and overall conclusions very difficult®. To overcome these shortcomings, survival
analysis has been suggested as the ideal approach for replantation studies because it allows inclusion of
patients with different follow-up times”. Few studies have adopted this methodology to evaluate the long-
term prognosis of replanted teeth. Andreasen et al® conducted the first prospective study with 400
replanted permanent teeth that were followed for a mean period of 5.1 years. There was an overall tooth
loss rate of 30%, which was significantly higher for teeth with incomplete root development (55%) when
compared with mature teeth (45%)°. Barrett and Kenny” reported a frequency of tooth loss of 25% ina
sample comprising 52 replanted teeth. The relative risk of failure was significantly greater for immature
teeth, in patients younger than 11 years, and for those who required prolonged calcium hydroxide
therapy. Pohl et al'® reported an estimated survival of 4.7 years in a sample of 28 teeth replanted after
extraoral endodontic treatment and retrograde insertion of posts. Tooth loss/extraction comprised 35%
and was associated with storage condition. Differences in the survival expectation were not significant
when mature and immature teeth were compared. A total of 31.3% of tooth loss/extraction was observed

JOE « Violume W, Number I, B 2019

Sylvia Cure Coste, MSc,”
Eduardo Ferandes e Silva, BS,’
Leticia Canhestro Machado
Santos, BS,” Daniela Augusta
Barbato Ferreira, DDS, MSc,
PhD,”

Maria lima de Souza Cortes,
DDS, MSc, PhD,"*

Enrico Anténio Colosimo, PhD,"
and Juliana Vilela Bastos, DDS,
MSc, PhD"

A survival rate of 50% after
5.5 years for replanted
permanent teeth was
demonstrated. Stage of root
development was an important
prognostic factor. Original
clinical evidence of milk as a
favorable storage medium for
avulsed tooth was also
provided.

From the *Dental Trauma Program,
Department of Restorative Dentistry,
School of Dentistry, and 'Department of
Statistics-Institute of Exact Sciences,
Universidade Federal de Minas Gerais;
and *Department of Dentistry, Pontifical
University of Minas Gerais, Belo
Horizonte, Brazil

The authors deny any confiicts of interest
related to this study.

Address requests for reprints to Dr Juliana
Vilela Bastos, Faculdade de Odontologia,
Universidade Federal de Minas Gerais,
Campus Pampulha, Av. Presidente
Antonio Garlos 8627, 31270901, Belo
Horizonte, Brazil.

E-mail address: jvb@ufmg.br
0099-2399/% - see front matter

Copyright @ 2019 Published by Elsevier
Inc. on behalf of American Association of
Endodontists.

https://doi.org/10.1016/
jjoen.2019.11.013

Survival of Replanted Permanent Teeth 1



by Petrovic et al'' in a sample comprising 32
replanted teeth, with a median survival period
of 2.5 years. The stage of root development at
the time of replantation was the only variable
that affected tooth survival. In a study by Wang
etal'?, a sample of 196 teeth was followed for
a mean period of 4 years. A total of 46 teeth
(23.5%) were lost/extracted by the end of the
study; most of them were immature teeth. The
median survival period for each group was
given graphically, and as could be estimated
from the pictures, the pericds were 5.5 years
for immature teeth and 11 years for mature
teeth.

The present study aimed to conduct a
survival analysis of replanted permanent teeth
and determine their clinical and demographic
prognostic factors, among patients treated at
the Dental Trauma Clinic in the School of
Dentistry, Federal University of Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

The present sample comprised avulsed and
replanted permanent teeth from patients
treated in the Dental Trauma Program at the
Federal University of Minas Gerais in Belo
Horizonte, Brazil from 1994-2018. Emergency
care was provided at the Metropolitan Hospital
Qdilon Behrens. Thereafter, patients were
referred to the Dental Trauma Clinic in the
School of Dentistry UFMG, where they
underwent sequential treatment and follow-up.
Both centers participate in the multidisciplinary
Dental Trauma Program at UFMG and in 1994
adopted the same protocol to manage TDIs"®.
Replantation steps were the following: the
avulsed tooth was kept in Hanks’ balanced salt
solution, and the socket was copiously
imigated with saline. The tooth was then held
by the crown, avoiding any manipulation of the
root surface, and gently repositioned by using
light digital pressure on the buccal and palatal
sides of the alveolar process. After tooth
repositioning, a radiograph was taken to verify
the position, and the tooth was splinted with
orthodontic wire (@ 0.8 mm) and composite
resin. Root development was evaluated from
periapical radiographs taken at the
replantation visit and classified according to
the stages described by Moorrees et al'*,
Teeth with stages 1-4, corresponding to root
length development in quarters, were classified
as immature. Teeth showing full root length
with the apical foramen half closed were
classified as stage 5. Teeth showing full root
development with closed apex were classified
as stage 6. Pulpectomy and splint removal
were performed after a minimum period of
15 days in the Dental Trauma Clinic at UFMG.

2 Costeetal

TABLE 1 - Sample Distribution according to Pulpal Status and Stage of Root Development

Stage of root development
Pulpal status 2n(%) 3n(%) 4n(%) 5n(%) 6n (%) Total N (%)
Pulp survival 1(10) 1(4.3 2(4.9 1(2.7) 0 5(0.9
Pulp canal obliteration 1 (10) 1(4.3 0 1(2.7) 0 3(0.5)
Pulp bone 2200 4(17.4) 4(9.8) 1(2.7) 0 11(1.9)
Necrosis 6(60) 17(73.9) 35(85.4) 34(91.9) 465(100.0) 557 (96.7)
Total 10 23 41 37 465 576 (100.0)

After pulpectomy, the root canals of mature
teeth received a calcium hydroxide dressing for
at least 4 weeks, and then if there were no
clinical or radiographic signs of infection, they
were filled with gutta-percha and sealer. The
patients were examined every 3 months during
the first year and annually thereafter. Calcium
hydroxide therapy was continued after the first
menthif there were signs of persistent infection
(inflammatory external root resorption- [IERR],
fistula, and progressive crown discoloration) or
in immature teeth to promote apexification.
Periapical radiograph standardization was
based on established criteria found in literature
described elsewhere'®. Survival of replanted
teeth was defined as the length of time a
replanted tooth remained functional after
replantation, that is, the tooth remained in the
mouth with no signs of infection or infra-
positioning with arested alveolar bone
development'® ', This evaluation was based
on clinical and radiographic evidence found
during follow-up. Periodontal healing was
radiographically evaluated at the last follow-up
visit, assessing the presence and type of
extemal root resorption (ERR). Resorption was
classified either as IERR or as replacement
ERR [RERR)], according to the criteria of
Andreasen et al®. The extent of ERR was also
assessed by using the root resorption index
developed by Andersson et al'®. Pulpal status
was classified as pulp necrosis, pulp canal
obliteration, pulp bone and pulp survival
without radiographic changes, following
criteria described by Andreasen et al”. Clinical
and demographic variables such as patient’s
age at the time of trauma, stage of root
development, extra-alveolar period and
storage conditions of the avulsed teeth,
systemic antibiotic therapy (SAT) prescription,
splinting period, timing of pulpectomy, and
definitive obturation of root canal were also
retrospectively collected from patient$
records. Exclusion criteria were concomitant
root or alveolar process fractures, replanted
tooth with previous events of trauma, extensive
restorations, endodontically treated, or with
radiographic signs of root resorption before

the injury. Those patients with a second event
of trauma occurring during the follow-up
period had their data collected up to the event
of the second trauma. This study was
approved by the Committee on Ethics in
Research of the UFMG (COEP-UFMG -
2.756.614).

Statistical Analysis

Kaplan-Meier curves were used to estimate
survival after replantation and to determine the
probability of replanted teeth remaining in the
oral cavity during the follow-up period. The
nonparametric log-rank test was used to
compare survival curves for categorical
variables (gender, SAT prescription,
concomitant crown fractures, tooth group, and
stage of root development). Because there
were missing data for the covariates SAT
prescription, extra-alveolar period, and storage
condition, multiple imputation was used via the
Multiple Imputation by Chained Equations
(MICE) package in R, so that individuals
missing that information could be included in
the analysis™”. The Cox proportional hazards
model was used to explore nominal
associations of continuous factors with risk of
loss/extraction. The status of immobilization
and endodontic therapy changed during the
follow-up period, and they came to be treated
as time-dependent covariates. The extra-
alveolar period was logarithmically transformed
because of its great asymmetry. A spline-
based strategy demonstrated that the
covariate patient's age at trauma had a non-
linear effect. Therefore, it was split into 2 linear

TABLE 2 - Causes of Tooth Loss/Extraction

n (%)
RERR 32 (22.7)
IERR 21 (14.9)
Infraocclusion 38 (27.0)
Cervical root fracture 27 (19.2)
Others 23(16.2)
Total 141 (100.0)
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TABLE 3 - Pulpal Status among Censored and Lost/Extracted Teeth

Lost/extracted Censored Total
Pulpal healing n (%) n (%) N (%)
Pulp survival 0 5(1.2) 5(0.9)
Pulp canal obliteration 0 3(0.7) 3(0.5)
Pulp bone 3(2.1) 8(1.8) 11(1.9)
Necrosis 138 (97.9) 419 (96.3) 557 (96.7)
Total 141 (100) 435 (100) 576 (100)

components considering the cutoff point of
16 years, according to previous literature' ™',
Independent variables were entered into the
final multivariate Cox model on the basis of
their statistical significance in the univariate

analysis (P < .30). Goodness of fit based on
the Schoenfeld residuals test was used to
verify the proportional hazards assumption.
The level of significance was set at P < .05,
Statistical analysis was performed by using the

TABLE 4 - Cox Regression Model-Univariate and Multivariate Analysis of Potential Predictors of Tooth Survival after

Replantation
Prognostic factor Univariate analysis Multivariate analysis
HR (95% CI), P
Gender
Female Reference
Male 0.86 (0.51-1.21), P = .40

Patient’s age at trauma*
<16

0.87 (0.80-0.94), P .001

0.85 (0.79-0.92), P < .001"
0.98 (0.92-1.03), P < .216

>16 1.12(1.01-1.22), P = .03
Systemic antibiotic therapy

No Reference

Yes 0.95 (0.40-1.50), P = .72
Concomitant crown fractures

No Reference

Yes 0.88 (0.78-1.63), P = .50

Tooth group
Central upper incisors
Lateral upper incisors
Mandibular incisors
Extra-alveolar period
Each addftional day
Stage of root development

Reference

Incomplete Reference

Complete 0.58 (0.39-0.87), P = .008
Storage condition

Dry Reference

Water 0.88 (0.36-1.40), P = .62

Saline 0.85(0.35-1.35), P = .52

Saliva 0.58 (0.08-1.07), P = .28

Milk 0.63 (0.18-1.06), P = .05
Timing of endodontic

therapy steps

0.81(0.48-1.37), P = .72
0.58 (0.19-1.72), P = .32

1.13 (0.97-1.30), P = .09

0.513 (0.34-0.38), P = .002"

Reference

0.79 (0.46-1.35), P = .387
0.85(0.52-1.40), P = 518
0.5(0.17-1.46), P = .203
0.56 (0.25-0.89), P = .015'

None (pulpal healing) Reference

Time until pulpectomy 1.52 (0.36-6.43), P = .56

Timing of CaOH dressing 2.11(0.67-6.64), P = .20

Timing after obturation 0.52 (0.14-1.96), P = .33
Splinting

None Reference

Timing with splint
Time without splint

0.21 (0.002-1.45), P = .14
0.38 (0.003-6.26), P = .42

“Multivariate model including 2 linear components for the continuous covariate patient’s age at trauma, extra-alveolar

period and storage condition.

"Multivariate model including stage of root development, extra-alvedlar period and storage condition.
Covariates that entered the multivariate model and remained significant in the final multivariate model are indicated in

bold.

JOE « Volume W, Number l, l 2019

121

R software (version 3.5.3; Vienna, Austria,
2018).

RESULTS

Records of 871 patients with 1288 replanted
permanent teeth were analyzed. After applying
the exclusion criteria, the final sample
comprised 576 patients, 394 males (68.4%)
and 182 females (31.6%), with a mean age of
13.3 = 6.9 years (range, 5.1-73.2 years) at the
moment of trauma. A total of 767 permanent
replanted teeth after avulsion were followed up
for a median period of 2.7 years. Considering
that 145 patients suffered avulsion in more
than 1 tooth and that time to event/censoring
was strongly correlated among teeth from the
same patient, only 1 tooth was randomly
selected to better set convergence criteria in
the statistical models. Therefore, the final
sample consisted of 576 teeth. Five hundred
two teeth (87.0%) had complete root formation
(stages 5 and 6), and 74 teeth (13.0%) were
classified as immature teeth (stages 2, 3, and
4). The extra-alveolar period ranged from

5 minutes-7 days (median period,

120 minutes), and only 40 teeth (7.1%) were
replanted within 15 minutes of the trauma
event. Sample distribution regarding the
storage condition showed that 233 teeth
(41.2%) were stored dry, 133 (23.5%) were
stored in milk and 105 (18.6%) in saline
solution. Water (13.4%) and saliva (3.3%) were
also used as storage media. SAT was
prescribed in 17.4% of the cases. The medium
time elapsed from replantation to pulp
extirpation was 60 days, and the medium
period of CaOH intracanal dressing was

1 year. The median splinting duration was

48 days (range, 15 days-5 years). Necrosis
was the most frequent pulpal outcome and
was observed in 96.7% of the cases. Pulp
canal obliteration was observed in 3 teeth
(0.5%), bone ingrowth into the root canal was
observed in 11 teeth (1.9%), and pulp survival
without radiographic changes was observed in
5 teeth (0.9%). Pulpal healing was only
observed in immature teeth, because it was
inversely proportional to root development
(Table 1). Periodontal healing was cbserved in
only 8.9% of the sample (51 teeth), whereas
ERR was observed in aimost all cases (525
teeth, 91.1%), most of them with RERR (379
teeth, 65.8%). IERR was observed in 145
cases (25.4%).

Survival Analysis

By the end of the present study, 435 of the 576
replanted teeth (85.5%) being followed up
were censored, and 141 (24.5%) were lost/
extracted because of different causes
presented in Table 2. Tooth loss/extraction

Survival of Replanted Permanent Teeth 3
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FIGURE 1 — Kaplan-Meier survival curves for root development. Replanted permanent teeth with incomplete root development had lower survival rate compared with those with

complete root development (P = .002).

was a rare event among teeth with pulpal
healing (Table 3), and a global median survival
of 5.5 years was observed.

Table 4 shows univariate and
multivariate analyses of potential predictors of
tooth survival after replantation. The univariate
analysis showed that gender, prescription of
SAT, tooth group, concomitant crown

1.00

Survival probability
o e
8 o

o
i
]

0.00

fractures in the avulsed tooth, length of extra-
alveolar period, timing of pulpectomy,
obturation, and splinting were not significant
predictors of replanted tooth survival. Patient’s
age at trauma and stage of root development
were nominally significant predictors (P < .05).
Considering that patient’s age and the stage of
root development are closely correlated, these

2 variables were tested separately in distinct
multiple Cox regression models including
extra-alveolar storage condition because its
nominal P value was < .30, In the first model,
the increase of 1 year of age reduced the rate
of replanted tooth loss/extraction for patients
younger than 16 (hazard ratio [HR] = 0.894;
95% confidence interval [Cl], 0.79-0.92;

Storage media
== Milk

-+ Dry

=+ Others
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FIGURE 2 — Kaplan-Meier survival curves for storage condition. Survival expectation for teeth stored in milk was significantly higher when compared with those kept dry during the

extra-alveolar period (P = .015).
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P < .001). Beyond this limit, patient’s age at
the moment of trauma did not affect the
survival of replanted permanent teeth

(P = .218). In the second model including the
stage of root development, the loss/extraction
rate for replanted teeth with full length of root
development was half of that for immature
teeth (HR = 0.513; 95% Cl, 0.34-0.38;

P = .002). The survival rate for immature teeth
was 50% after 4.2 years, and the survival rate
for mature teeth was 50% after 5.5 years. In
both models, the survival expectation for teeth
stored in milk was significantly higher when
compared with those kept dry during the
extra-alveolar period (HR = 0.564; 95% ClI,
0.35-0.89; P = .015). Storage in other media
did not affect long-term maintenance of
replanted teeth. Kaplan-Meier curves
comparing survival function, considering the
categorical variables stage of root
development and storage condition, are
shown in Figures 1 and 2, respectively.

DISCUSSION

The present study retrospectively evaluated the
survival of permanent teeth that were replanted
after traumatic avulsion. Few studies have
conducted survival analysis, despite the
importance of quantitative information about
replantation prognosis to support treatment
decision-making. Survival analysis presents an
interesting approach because it consists of the
evaluation of the time interval until a given event
of interest. In addition, survival analysis is
convenient for longitudinal evaluation of
fraumatized teeth, because it alows the
incorporation of censored data, with partial
observation of the response, into the statistical
analysis. Thisis particularly useful because ofthe
long periods required to reach a reasonable
sample size for clinical research in dental
trauma® " Itis worthnoting the unique features
of our sample regarding its huge size and control
of confounding factors related to replantation
procedures during emergency care.

The tooth loss/extraction rate of 24.5%
observed by the end of the present study is
consistent with previous survival analyses
showing tooth loss rates ranging from 23% to
35.7%" ', The overall survival expectation
observed in the present sample was 50% after
5.5 years, which is closer to the 4.7 years
reported by Pohl et al'®. However, itis different
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from the 2.5 years reported by Petrovic et al'’
and the 5.5 years for immature teeth and

11 years for teeth with full length of root
development reported by Wang et al'®.

The results of the present study also
demonstrated that the increase in patient’s
age at the moment of trauma, up to16 years,
was associated with a better prognosis. In
addition, the survival rate for replanted mature
teeth was significantly higher as well as for
those stored in milk. These findings are
consistent with previous reports showing that
replanted mature teeth have higher survival
expectancy”®'""'?. Although evaluated
outcomes were different, the present results
are also consistent with those from a single
previous longitudinal study showing that dry
storage, in contrast to milk, as well as
immature roots and younger patients’ age at
trauma, increased the risk of tooth loss after
replantation””. The present results showing the
increased survival rate of teeth stored in milk
are also consistent with a vast experimental
literature demonstrating that milk is a suitable
storage medium for avulsed teeth because of
its unique combination of nutrients and
physiological pH of 6.5-7.2°* %,

Results of the present study suggest
that SAT did not affect the long-term survival
of avulsed teeth. Although some
experimental results have suggested that
SAT prescription may reduce IERR in
replanted permanent teeth®” %, to date,
clinical evidence regarding the benefits of
SAT in the periodontal healing or in the long-
term fate of replanted teeth is
inconclusive™ % 1715:2%5% However, this
area demands further investigation because
clinical studies, including the present one,
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.

An unexpected finding of the present
study was the fact that neither the extra-
alveolar period nor the timing of endodontic
therapy steps (pulpectomy, CaOH dressing,
and definitive filing) affected the survival rate
after replantation. Taken together, these
findings bring up a recurrent question
regarding the evaluation of replantation
outcomes. Although there is no doubt that the
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