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RESUMO
Palavras-chave: reabsorc@es dentérias, avulsdo dentéria, reimplante dentario, polimorfismos
geneticos, citocinas, metaloproteinases

As reabsorcOes radiculares externas (RRE) constituem-se na sequela mais frequente apds o
reimplante de dentes permanentes, representando a principal causa de perda dentaria pos-trauma.
Podem ser classificadas em dois grandes grupos: reabsor¢des radiculares externas inflamatorias
(RRELI), e reabsorcdes radiculares externas por substituicdo (RRES). O presente estudo teve
como objetivo avaliar a ocorréncia, evolucdo, fatores determinantes, bem como a expressao de
citocinas, quimiocinas e MMPs em dentes portadores de RREI e RRES. Nossa hipotese inicial
era de que esses fatores estariam associados diferentemente a ocorréncia de RREI e RRES. Para
tanto a atividade de reabsorcdo foi avaliada radiograficamente em 165 pacientes em tratamento
na Clinica de Traumatismos Dentéarios da FO-UFMG portadores de 205 dentes reimplantados
apos avulsdo traumatica. Os pacientes foram genotipados para polimorfismos nos genes que
codificam para as citocinas Il-1a, IL-1p, IL-1RA, IL-10, RANK, RANKL, OPG, MMP2 e
MMP9 pelo método de RT-PCR. Os niveis de citocinas, quimiocinas e MMPs foram dosados
pelo método ELISA no tecido perirradicular de dentes portadores de diferentes padrdes
radiograficos de RRE. Nossos resultados demonstraram que a atividade inicial de RREI foi
influenciada principalmente por idades mais jovens no momento do trauma, considerando-se 0s
pontos de corte de 11anos (RC 0,36 IC 95% 0,15 — 0,85 p=0,02) e 16 anos (RC 0,23 IC 95%
0,08-0,65 p=0,02), pelo tempo decorrido entre o reimplante e o inicio do TER (RC 1,012, IC
95% 1,003 — 1,020, p=0,005), pela presenca do alelo T no SNP rs 1800896 no gene 1L10 (RC
0,35 IC 95% 0,13-0,94 p=0,038) e pela presenca do alelo C no SNP rs 2073618 no gene
TNFRSF11B (OPG) (RC 0,28 IC 95% 0,09 — 0,93 p=0,038). A andlise multivariada pelo modelo
de Cox demonstrou uma progresséo mais lenta da RRES em pacientes com idade superiore a 16
anos no momento do trauma (RTF 0,29 IC 95% 0,13 — 0,67 p=0,004), em pacientes portadores do
gendtipo homozigoto para a variante alélica C (CC) no SNP rs 419598 no gene IL1IRN (RTF 0,33
1C95% 0,15-0,73 p= 0,006) e nos dentes armazenados no leite (RTF 0,30 IC 95% 0,15 — 0,64 p=
0,002) ou outros meios Umidos como soro, saliva ou agua (RTF 0,50 IC 95% 0,3 — 0,83
p=0,007). Por outro lado, uma progressdao mais rapida da RRE foi observada nos dentes com
periodos extra-alveolares longos (RTF 2,97 IC 95% 1,0 — 8,83 p= 0,049) e imobilizacao
prolongada (RTF 1,002 IC 95% 1,00-1,003 p=0,04) e nos pacientes portadores de homozigoze
para 0 alelo T no SNP rs 1800587 no gene IL1A (RTF 1,87 IC 95% 0,99-3,51 p= 0,054). O
estudo da expressdo de citocinas quimiocinas e MMPs no tecido perirradicular de dentes
portadores de RRE demonstrou que os niveis de IL-1RA, IL-6, IL-8, IFNy, TNFa, TGFp, CCLS5,
RANK e OPG foram significativamente maiores nos dentes portadores de RRE quando
comparados com o0 grupo controle, sem reabsor¢do. As concentragdes de IL-13 e TNF-a foram
significativamente maiores na RREI do que na RRES (p=0,02). RRES por sua vez apresentou
niveis mais elevados de MMP2 em relacdo a RREI (p<0,001). Em conjunto, nossos resultados
sugerem que importantes fatores locais estimuladores da reabsorcéo 6ssea também participam na
modulacdo da RREI, assim como marcadores do processo de remodela¢do 6ssea como a MMP2
estdo presentes na RRES. A atividade de RREI antes do inicio do TER, foi influenciada pela
idade do paciente no momento do trauma e pelo tempo transcorrido entre o reimplante e o inicio
do TER. J& a progressdo de RRES no longo prazo foi influenciada pela idade no momento do
trauma, meio de armazenamento e duragdo do periodo de imobilizacdo do dente avulsionado.
Polimorfismos nos genes que codificam para as citocinas I1L-10, IL-1a, IL-1RA e OPG podem
estar associados a fatores de susceptibilidade determinantes da evolugdo mais agressiva e grave
das RRE pds-traumaticas.



ABSTRACT
Keywords: external root resorption, tooth avulsions, tooth replantation, cytokines, SNPs

External root resorption (ERR) is a serious complication following replantation and its
progressive forms - inflammatory external root resorption (IERR) and replacement external root
resorption (RERR) - quite often lead to tooth loss with relevant functional, aesthetic,
psychosocial and economic consequences. Not much is known about the role of the host immune
response in the prognosis of tooth replantation. Considering the pivotal role of soluble factors in
controlling mineralized tissue resorption the aim of the present study was to identify and
quantify cytokines, chemokines and MMPs in teeth showing different patterns of ERR. In
addition, patient’s genotype in SNPs in genes that code for these factors, along with
demographic and clinical factors, were evaluated for their possible influence in the occurrence,
extension and progression of RRE in 205 replanted permanent mature teeth from 165 patients
treated at the Dental Trauma Clinic at the School of Dentistry of Federal University of Minas
Gerais (DTC — SD — FUMG) in Belo Horizonte, Brazil. Our working hypothesis was that these
immunological and genetic factors influenced differently the occurrence of IERR and RERR.
Patients older than 16 years at the moment of trauma had a lower chance of developing IERR
(OR 0.23 IC 95% 0.08 — 0.65 p= 0.005) and also had lower rates of RERR progression in the
long term (HR 0.29 IC 95% 0.13 — 0.67 p=0.004). Patients under 11 years of age had a higher
chance of developing severe IERR before the onset of endodontic therapy (OR 0.36 IC 95% 0.15
—0.85 p=0.02). Each day that elapsed between the replantation and the pulp extirpation increased
the risk of severe IERR by 0.5% per day but did not affected RERR progression. Wet storage
media, especially milk (HR 0.30 IC 95% 0.15 — 0.64 p= 0.002) had a protective effect, while
prolonged periods of extra-alveolar storage (HR 2.97 IC 95% 1.0 -8.83 p= 0.049) and splinting
time (HR 1.002 IC 95% 1.00-1.003 p=0.04) determined faster progression of RRE in the long
term. SNPs in the IL10 (OR 0.35 IC 95% 0.13-0.94 p = 0.038) and TNFSR11B (OR 0.28 IC 95%
0.09 — 0.93 p=0.038) genes were associated with the occurrence and extension of IERR observed
at the onset of endodontic therapy. SNPs in the IL1A (RTF 1.87 IC 95% 0.99-3.51 p=0.054) was
also associated with the faster progression of RRE in the long term. Teeth bearing RRE
irrespective of the type, showed higher levels of IL-1RA, IL-6, IL-8, IFNy, TNFa, TGFp, CCL5,
RANK e OPG when compared to the control group (no resorption). Teeth bearing IERR showed
higher levels of IL-1p (p=0,02) and TNF-a (p<0,001) when compared to teeth with RERR.
MMP2 was found in higher concentrations in the RERR group when compared with EIRR
(p<0,001). In conclusion our results confirmed that age at the moment of trauma and timing of
pulpectomy are important risk factors for IERR prior to the onset of endodontic therapy. Storage
condition of the avulsed teeth, splinting time and age at the moment of trauma had a marked
effect on the rate of RERR progression in the long term. Taken together our results suggested
that local factors that modulate bone resorption acted differently in IERR and RERR and that the
patient’s genetic profile may contribute in the outcome after tooth replantation.
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1 INTRODUCAO

A avulsdo dentéria € uma lesdo traumaética que se caracteriza pelo completo deslocamento do
dente de seu alvéolo, ocasionando danos a camada cementoblastica e levando a ruptura do feixe
vasculo-nervoso periapical e das fibras do ligamento periodontal (LP) (ANDREASEN e
ANDREASEN, 2007). O reimplante dental consiste no reposicionamento de um dente em seu
alvéolo e tem sido aceito como o tratamento de escolha das avuls6es dentarias (ANDERSSON et
al., 2012), embora seu progndstico no longo prazo seja imprevisivel. Enquanto alguns dentes
podem permanecer em funcionamento durante décadas, muitos sdo perdidos levando a
consequéncias funcionais, estéticas, psicoldgicas e econdmicas relevantes (CORTES et al., 2002;
MARCENES e RIDA, 2007). As reabsorcdes radiculares externas (RRE) constituem-se na
sequela mais frequente apos o reimplante de dentes permanentes, com prevaléncia relatada entre
74 e 96% e representam a principal causa de perda de dentes reimplantados (ANDREASEN e
ANDREASEN, 2007). As RRE podem apresentar duas formas progressivas ap6s o reimplante de
dentes permanentes: reabsorcdes radiculares externas inflamatérias (RREI), e reabsorcoes
radiculares externas por substituicdo (RRES) (ANDREASEN e ANDREASEN, 1992). Os
fatores desencadeantes que estabelecem condicdes propicias a diferenciacdo e atividade clastica
na superficie radicular sdo os mesmos em ambos 0s tipos de reabsorcao, a saber: a presenca de
subprodutos da destruicdo tecidual bem como os componentes da resposta inflamatéria que se
estabelece em resposta a ruptura total das fibras periodontais e a lesdo da camada
cementoblastica. (ANDREASEN, 1985). As diferencas surgem posteriormente de acordo com a
natureza do fator de manutencdo que mantém continuamente o estimulo para osteoclastogenese
tornando a reabsorcdo progressiva.. A participacdo bacteriana na etiopatogenia da RREI é bem
estabelecida e foi demonstrada experimentalmente (ANDREASEN, 1981a, 1981b, TROPE et
al.,1992) e sugerida em estudos clinicos especialmente apo6s inicio tardio do tratamento
endodontico radical (ANDREASEN e HJORTING-HANSEN, 1966; COCCIA, 1980,
ANDREASEN et al.,1995d, CHAPUIX e Von ARX, 2005, PETROVIC et al., 2010, WEDER et
al., 2011). A etiopatogenia da RRES esta relacionada com a perdado LP e da camada
cementoblastica o que leva a colonizagdo da superficie dentinaria radicular por osteoblastos e
osteoclastos seguida pela substituicdo gradual da estrutura radicular por tecido ésseo
(ANDREASEN e HIJZRTING-HANSEN, 1966 a,b; HAMMARSTROM et al., 1989). Varios
estudos clinicos e experimentais avaliaram o papel de fatores demograficos e clinicos,
relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado, na ocorréncia e evolugédo das RRE
apos reimplantes. Entretanto, embora estes fatores participem na etiopatogenia das RRE, ndo sao

capazes de explicar completamente as diferencas interindividuais observadas. Por outro lado,



21

constata-se uma escassez de informagOes sobre o papel da resposta imune do paciente na
patogénese das RRE. Diante da alta prevaléncia das RRE apds reimplantes de dentes
permanentes e das consequéncias que a perda precoce dos incisivos centrais superiores (dentes
mais afetados na grande maioria dos casos) pode acarretar para a faixa etaria mais acometida,
criangas e adolescentes, é de grande relevancia a compreensdo da patogénese e dos fatores de
susceptibilidade envolvidos no desenvolvimento de formas graves destes quadros. Esse
conhecimento representa um primeiro passo para que se possam desenvolver tratamentos mais
especificos que, em ultima instancia, viabilizem e favorecam a cicatrizacdo dos dentes

avulsionados, mesmo quando reimplantados tardiamente.



22

2-REVISAO DE LITERATURA



23

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mecanismos celulares e moleculares da reabsorc¢éo dos tecidos mineralizados

Reabsorcdo é o termo utilizado na literatura médica e odontoldgica, para definir o
processo pelo qual tecidos mineralizados formados séo destruidos pela acdo de células
especializadas, os clastos, que dissolvem os componentes mineralizados, degradam a matriz
organica e posteriormente eliminam seus subprodutos através do sistema sanguineo e linfatico
(BECKS e MARSHALL, 1932). Em condicGes fisiologicas normais a reabsorcdo dos tecidos
mineralizados depende do balangco entre fatores sisttmicos e locais, produzidos
constitutivamente ou em resposta a estimulos externos, que atuam estimulando ou inibindo a
atividade clastica. Entre os fatores locais, as citocinas do eixo: receptor ativador do fator nuclear
kappa (RANK)- ligante do receptor de ativacdo do fator nuclear kappa (RANKL) -
osteoprotegerina (OPG), desempenham um papel central uma vez que medeiam as interacfes
celulares necessarias para a formacao e atividade dos osteoclastos (OCLs). O receptor RANK
(TNFRSF11A) é uma proteina de membrana do tipo | expressa pelos OCLSs, seus precursores e
pelas células dendriticas. RANKL (TNFS11) é uma proteina tipo Il homotrimérica que pode se
apresentar na sua forma transmembrana expressa por células da linhagem osteoblastica ou como
uma proteina solivel (BOYCE e XING, 2007). A interacdo de RANKL com RANK ativa a via
de sinalizacdo do fator associado ao fator de necrose tumoral 6 (TRAF6) induzindo a expressao
de genes associados a diferenciacdo e funcdo dos OCLs (BOYCE et al., 2013). A interacdo
RANK-RANKL é regulada negativamente pela OPG (TNFSR11B) uma proteina soltvel que se
liga a0 RANKL, diminuindo o nimero de moléculas disponiveis para interacdo com RANK e,
consequentemente, inibindo a osteoclastogénese (BOYCE e XING, 2007). A sua expressdo, de
um modo geral ¢é regulada pela maioria dos fatores que induzem a expressao de RANKL sendo
que a regulacdo positiva da RANKL é associada a uma menor inducdo da OPG e vice-versa de
modo que a proporcdo de RANKL/OPG é determinante da génese e atividade dos OCLs
(BOYLE etal., 2003).

Um dos primeiros eventos no processo de reabsorcdo é o recrutamento e diferenciagéo de
precursores dos OCLs, pertencentes a linhagem mieldide de fagdcitos mononucleares, presentes
na circulacdo (BURGER et al., 1984). Nesta etapa, a ligacdo do fator estimulador de colonias
para mondcitos (M-CSF) em seus receptores, expressos pelos precursores dos OCLs, tem uma
atuacdo central no comprometimento e sobrevivéncia destas células, principalmente atraves da
inducdo de expressdo de RANK (TAKAHASHI et al., 1991). Em condigdes fisiologicas 0 M-
CSF é produzido pelos osteoblastos e outras células do estroma 6sseo sob o estimulo de
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mediadores sistémicos, como por exemplo o aumento dos niveis circulantes do horménio da
paratiredide ou paratormonio (PTH) (HATTERSLEY et al,1991). Além da expressao aumentada
de M-CSF no microambiente 6sseo, quimiocinas como o fator quimiotatico para neutrofilos (IL-
8/CXCLS8), a proteina quimiotatica para mondcitos (MCP-1/CCL2), a proteina inflamatoria para
macrofago - la (MIP-10/CCL3) e fator quimiotatico para linfocitos T (RANTES/CCLS),
desempenham um importante papel durante o recrutamento, diferenciacdo e fusdo das células
clasticas, além de atuarem alterando a funcéo e propriedades dos OCLs maduros (SCHEVEN et al.,
1999; CHOI et al., 2000; HAN et al., 2001; BENDRE et al., 2003; OKAMATSU et al., 2004; YANO
et al., 2005).

O estagio final de diferenciacdo da célula clastica depende de seu acoplamento a
superficie Ossea apds a remoc¢do da camada ostedide e exposi¢do dos cristais de hidroxiapatita
(PIERCE, 1989). A remocdo da camada ostedide pode se dar através de sua digestdo enzimatica
pela acdo de metaloproteinases (MMPs) produzidas pelos osteoblastos ou pelos proprios OCLs,
como por exemplo a metaloproteinase 9 (MMP9), na presenca de niveis aumentados de PTH, ou
da plasmina presente no infiltrado inflamatorio (MEIKLE et al., 1992). A proximidade da célula
clastica com a superficie 0ssea desnuda permite uma firme adesdo mediada por um anel de
proteinas contrateis, semelhantes a actina, interligadas as integrinas o,f3 da membrana celular
clastica que se ligam firmemente as proteinas da matriz dssea como a osteopontina, a
sialoproteina e o colageno tipo | (SHIGEYAMA et al., 1996). Essa unido firme e estavel é
acompanhada da formacdo de uma borda pregueada, ou borda em escova, voltada para a
interface com o tecido dsseo e caracterizada por varias projecGes da membrana citoplasmatica
(PIERCE et al., 1991). Durante o processo de reabsorcdo os OCLs ficam localizados em
depressdes da matriz Ossea calcificada, escavadas pelo proprio processo de reabsor¢do - as
lacunas de Howship. Neste compartimento extracelular isolado os OCLs inicialmente
solubilizam a fase mineralizada pela acdo de &cidos secretados atraves das bordas pregueadas
(PIERCE et al., 1991). A exposicao da fase organica do 0sso permite que esta seja degradada por
enzimas proteoliticas. Como na lacuna de reabsorcdo o pH varia entre 4,5 a 5, neste
compartimento as catepsinas sdo as responsaveis pela degradacdo do colageno e dos
proteoglicanos que compdem a matriz organica do tecido mineralizado uma vez que atuam em
pH éacido (EVERTS et al., 1992; OKAMURA et al., 1993) Os fragmentos de colageno sao
posteriormente hidrolisados por outras enzimas como as colagenases MMP9 e metaloproteinase
de matriz 2 (MMP2) que atuam mais proximas a superficie dssea reabsorvida onde o pH é mais
proximo do neutro devido ao efeito tampéo exercido pelos proprios ions mineralizados (OKADA
et al., 1995; DELAISSE et al., 2000). A degradacdo tanto da porcdo organica quanto da
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inorganica ndo se completa na lacuna de Howship. Microfragmentos sdo fagocitados e
processados pelos OCLs na forma de vacuolos citoplasméticos e seus produtos finais sdo
liberados no meio tecidual pelo processo conhecido como transcitose (SALO et al., 1997). A
atividade clastica cessa quando as condicdes ideais para a sua atividade sofrem alteracGes
significativas como por exemplo o aumento do pH tecidual. O pH alcalino impede a acéo
enzimatica necessaria para a dissolugdo dos tecidos mineralizados, em especial das catepsinas e
das fosfatases acidas (FALLON, 1984). Além disso, o préprio processo de degradacdo da matriz
Ossea libera fatores como o fator de crescimento transformante beta (TGF-B) que inibem a
proliferacdo e fusdo dos pré-OCLs entre outras acdes (CHENU et al., 1988).

No contexto de um processo inflamatério, além do eixo RANK-RANKL-OPG e M-CSF,
varias citocinas podem atuar influenciando diretamente a diferenciacdo e funcdo dos OCLs, ou
indiretamente através da modulacdo da expressdo das citocinas do eixo RANK-RANKL-OPG
(ZUPAN et al., 2013). As citocinas pro-inflamatérias da familia da interleucina 1 (IL-1),
interleucinas 1 alfa e beta (IL-1a ¢ IL-1B), sdo potentes estimuladoras da reabsor¢do 6ssea com
efeitos diretos na proliferacdo e diferenciacdo dos precursores dos OCLs e na atividades dos
OCLs maduros (NAKAMURA e JIMI, 2006). Além disso, apresentam efeitos indiretos
estimulando a sintese de RANKL e de prostaglandinas (PGE2) (SATO et al., 1986; MA et al.,
2004). Além da IL-1, as citocinas da familia do fator de necrose tumoral (TNF), fator de necrose
tumoral alfa e beta (TNFo e TNFf) também promovem reabsor¢do 6ssea atuando principalmente
na osteoclastogénese (LAM et al., 2000; KOBAYASHI et al., 2000). Outras citocinas liberadas
durante o processo inflamatério como por exemplo a interleucina 6 (IL-6), interleucina 17 (IL-
17), interleucina 4 (IL-4) e interleucina 10 (IL-10), interferon gama (INFy) e antagonista de
receptor da IL-1 (IL-1RA) também podem interferir, direta ou indiretamente, na atividade de
reabsor¢cdo. Embora os resultados relativos ao papel da IL-6 na reabsorcdo dos tecidos
mineralizados sejam variados, evidencias sugerem que esta citocina tem um papel
predominantemente estimulador da atividade de reabsorcdo uma vez que ela foi capaz de induzir
o crescimento e diferenciacdo dos precursores dos OCLs estimulando a sintese de RANKL/OPG
e de PGE2 (PALMQVIST et al., 2002; LIU et al., 2005), ou através de uma via independente de
RANKL (KUDO et al., 2003). De forma semelhante a IL-17A tem um importante efeito
estimulador de osteoclastogénese através do aumento da sintese de RANKL e de PGE, efeito
este potencializado pelo TNFa (WEAVER et al., 2007). IL-4 tem efeito regulador sobre a
reabsorcdo dssea através de sua atuacdo nos osteoblastos, diminuindo a remodelacdo do tecido
0sse0 (OKADA, 1998), aumentando a expressao de OPG em detrimento de RANKL
(PALMQVIST et al., 2006), e diminuindo a sintese de prostaglandina 2 (PGE2) induzida pela
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IL-1 (ONOE et al., 1996). Além disso, ela atua diminuindo a maturacdo de pré-OCLs
(MANGASHETTI et al., 2005). A IL-10 atua regulando a reabsor¢do 0ssea atraves do controle
da osteoclastogénese. Este efeito inibidor pode ser direto sobre os precursores dos OCLs, através
da menor expressdo e translocacdo de fatores de transcricdo determinantes da osteoclatogénese
(EVANS et al., 2007; MOHAMED et al., 2007). Além disso, a IL-10 pode atuar indiretamente
no controle da osteoclastogénese através da inibicdo da expressdo de RANKL e aumento da
expressdo de OPG (LIU et al., 2006). IFNy exerce diferentes papéis na atividade de reabsorcéo,
dependendo do contexto em que a mesma acontece. Evidéncias experimentais sugerem gque
durante a remodelagdo dssea fisiologica seus efeitos sdo antirreabsortivos, devido a sua atuacdo
nos pré-OCLs inibindo a via de sinalizagdo da RANK (TAKAYANAGI et al., 2000) e ao
bloqueio da osteoclastogénese estimulada pela IL-1p, PTH e 1,25 diidroxivitamina Dj3
(TAKAHASHI et al., 1986). Entretanto, os efeitos do IFNy in vivo sdo controversos uma vez que
existem relatos de efeitos tanto inibitérios (MANOURY-SCHWARTZ et al, 1997) quanto
estimulatorios (TAKAYANAGI et al., 2000; MANN et al., 1997). IL-1RA se liga ao receptor
IL-1R1 sem causar qualquer efeito biologico direto mas inibindo competitivamente as respostas
mediadas pela IL-1a e IL-1p (AREND, 2002). IL-1RA, contudo, ndo interfere nos efeitos de
outros mediadores, como por exemplo o PTH e a 1,25 diidroxivitamina D3, tampouco tem acao
direta sobre OCLs (DAYER et al., 2002). Outro grupo de fatores locais que merecem uma
consideracdo especial sdo as MMPs, uma familia de 26 endopeptidades, célcio e zinco
dependentes, capazes de degradar componentes proteicos da matriz extracelular (MEC). As
MMPs tem um papel central no processo de reabsorcdo participando ativamente da remocéo do
tecido ostedide, o que permite o acoplamento da célula clastica, e durante a degradacao da parte
organica da matriz 6ssea (DELAISSE et al., 2000; 2003). Apesar de compartilharem a mesma
topologia estrutural, apresentam particularidades de acordo com seu substrato especifico sendo
que o grupo das gelatinases € composto pelas MMP-2 e MMP-9. No microambiente 0sseo, as
gelatinases podem ser produzidas por fibroblastos, células endoteliais, mondcitos/macrofagos,
osteoblastos e condrdcitos. Além disso, MMP9 também é secretada por células clasticas desde as
fases iniciais de diferenciacdo e participa ativamente da migracdo e acoplamento da célula
clastica. MMP-2 e MMP-9 desempenham um importante papel nas vérias etapas do processo de
reabsorcdo éssea, uma vez que sdo capazes de degradar colageno integro ou desnaturado
(WUCHERPFENNING et al., 1994; OKADA et al., 1995; ZHAO et al., 1999; PEREZ-
AMODIO et al., 2004; BOUMAMH et al., 2005; INOUE et al., 2006), além de participarem do
processamento de proteinas ndo colagénicas, como por exemplo os fatores de crescimento e

outras citocinas envolvidas no recrutamento e crescimento tanto dos OCLs quanto dos
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osteoblastos (DALLAS et al., 1995; ENGSING et al, 2009; MOSIG et al, 2207; WANG et al.,
2006). A expressdo das MMPs é altamente regulada no organismo e varios fatores estdo
envolvidos, entre eles os inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs). TIMPs sdo
proteinas pequenas (21-28 kDa) multifuncionais que regulam a funcdo das MMPs tanto ao nivel
da sua ativacdo, quanto na sua capacidade para hidrolisar um determinado substrato. Os TIMPs
se ligam as pr6-MMPs por meio da ligacdo de seu dominio C-terminal com o dominio
hemopexina da pro-enzima. Essa interacéo é relativamente especifica, sendo que na maioria das
células, MMP-9 é secretada como um complexo com o TIMP-1, ao passo que a TIMP-2 esta
associada a MMP2 (NAGASE et al., 2006; GEURTS et al., 2011).

2.2 Mecanismos celulares e moleculares das reabsorcdes dentéarias

Na cavidade oral, trés tecidos sdo passiveis de serem reabsorvidos : 0sso alveolar,
cemento e dentina. Entretanto, embora possuam a mesma origem mesenquimal e componentes
estruturais basicos similares - colageno e hidroxiapatita, diferem na susceptibilidade a
reabsorcdo. Enquanto o o0sso alveolar é constantemente reabsorvido durante o processo
fisioldgico de remodelacdo 0ssea, necessario para o crescimento e manutencdo dos maxilares,
bem como para a hemostasia de célcio e fosfato sericos, os tecidos dentarios mineralizados,
cemento e dentina, ndo sdo incluidos neste processo de remodelacédo fisiologica mesmo estando
tdo proximos- a espessura dainda que o . Dois fatores principais sao responsaveis pela
manutengao da integridade da estrutura radicular: os Restos Epiteliais de Malassez presentes no
LP e o cemento radicular . Os Restos Epiteliais de Malassez sdo uma rica fonte de fator de
crescimento epidérmico (EGF), um potente estimulador de osteoclasia (ZHU et al., 2007), ,e
desempenham um importante papel impedindo a anquilose alvéolo-dentaria (LINDSKOG et al,
1988b). O cemento dentario € um tecido conjuntivo duro, muito semelhante ao 0sso, que recobre
as raizes do dente e tem como principal fungdo a insercdo das fibras do ligamento periodontal.
Sua menor susceptibilidade a reabsorcdo pode ser atribuida a sua camada mais externa,
constituida por cementoblastos que nao respondem ao paratormoénio - PTH, um potente mediador
da reabsorcao dssea (LINDSKOG et al, 1987a). Além, disso, a camada mais interna, altamente
mineralizada, com cerca de 10um de espessura, descrita como camada hialina de Hoper-well-
Smith ou como cemento intermediério, também € altamente resistente a atividade clastica. Um
estudo do seu desenvolvimento sugere que ela ndo é nem dentina e nem cemento; ao contrario,
uma forma de esmalte secretado pelas células da bainha epitelial radicular e sua funcdo seria a

unido do cemento com a dentina atuando como uma barreira efetiva ao selar externamente a
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abertura dos tdbulos dentinarios no seu contato com a camada cementoblastica
(HAMMMARSTROM e LINDSKOG, 1985). Entretanto, mesmo sendo mais resistente a
atividade de reabsorcdo, o cemento radicular apresenta capacidade de reparo, principalmente na
sua porcdo mais apical, aonde € caracterizado como cemento celular, devido ao fato de sua
deposicdo ser continua ao longo da vida. Esta capacidade de reparo, entretanto, depende da
manutencdo de remanescentes viaveis da propria camada cementoblasticas ou de células
progenitoras presentes no LP (BOSSHARDT e SELVIG, 1997).

Considerando-se o fato de que as estruturas dentarias ndo sofrem uma remodelacao
fisiologica, as reabsor¢des dentarias sdo sempre consideradas um processo patoldgico pois se
iniciam a partir de estimulos agressores externos que causam a lesao ou remogao das estruturas
que protegem a superficie radicular. A Unica situacdo de reabsor¢do dentaria considerada
fisiolégica ocorre durante a esfoliagdo dos dentes deciduos, uma vez que a remogdo das camadas
que protegem as superficies radiculares se inicia a partir de estimulos endégenos como por
exemplo a apoptose dos cementoblastos e odontoblastos do dente deciduo (HAROKOPAKIS-
HAJISHENGALLIS, 2007).

Os mecanismos celulares de reabsorcdo radicular sdo bastante semelhantes aos da
reabsorcdo Ossea, diferindo apenas nos seus respectivos substratos, resultando da elaborada
interacdo entre células do estroma conjuntivo e inflamatérias que, coletivamente organizam a
atividade de hormonios, enzimas, citocinas, e outros mediadores (PIERCE, 1989; SASAKI,
2003). As células clasticas envolvidas nas reabsor¢des radiculares, os odontoclastos, também sao
células gigantes, multinucleadas com numerosos lisossomas e mitocondrias e embora possam ser
menores e apresentar menos ndcleos, sdo, morfoldgica e funcionalmente, semelhantes aos OCLs
(PIERCE, 1991; OSHIRO et al., 2001; SASAKI, 2003).

A maioria das informagdes acerca das reabsorc¢des radiculares advém de estudos relativos
a esfoliacdo de dentes deciduos. Evidéncias indicam que fatores estimuladores de
odontoclastogénese tais como a proteina relacionada ao paratormonio (PTHrP), Il-1, TNFa, M-
CSF, MCP-1a, RANKL e MMP9, liberadas no ambito do LP do dente deciduo resultam na fusdo
e ativacdo de um grande nimero de odontoclastos responsaveis pela reabsorcao da raiz do dente
deciduo (HAROKOPAKIS-HAJISHENGALLIS, 2007). O estudo das reabsorcGes radiculares
externas apicais (RREA) decorrentes da movimentacdo ortoddntica também tem contribuido
para a compreensao dos mecanismos imunopatolégicos envolvidos nas reabsor¢des radiculares.
Sabe-se que ha um aumento da expressdo de citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6, TNFa,
RANKL) e de outros fatores locais mediadores da atividade clastica (PGE2, MMPs) no LP e

fluido do sulco gengival durante a movimentacdo dentaria ortodontica (WISE e KING, 2008).
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Esses mediadores também estdo associados aos quadros avangcados de RREA (HARTSFIELD,
2009).

A etiopatogenia das REE pos-traumaticas envolve estimulos que atuam em dois
momentos distintos: o recrutamento e a instalacdo de células clasticas na superficie da raiz e a
manutenc¢éo de sua atividade reabsortiva. Os fatores desencadeantes que estabelecem condigcfes
propicias a diferenciacdo e atividade clastica na superficie radicular sdo a lesdo tecidual
representada pela ruptura total das fibras periodontais e remocdo mecanica da camada
cementoblastica durante a exarticulacdo do dente de seu alvéolo, no momento do trauma.
(HAMMARSTROM e LINDSKOG, 1992). Posteriormente diferentes fatores atuam estimulando
continuamente a formagéo e ativacdo dos odontoclastos e fazendo que a atividade de reabsorcao
se torne progressiva (SHAW e GRIFFIN, 1981). Estudos experimentais demonstraram que sob
condicdes ideais, isto é, quando a vitalidade da membrana periodontal ndo foi comprometida,
imediatamente ap0s o reimplante o processo de reparo se inicia envolvendo uma fase de remogéo
de restos teciduais e hemorragicos pela acdo de macrofagos e osteoclastos. Na auséncia de
contaminacgdo bacteriana, esta fase é seguida pelo estagio de proliferacdo e secrecdo e se da as
custas de células tronco presentes no ligamento periodontal, que se diferenciam em novos
cementoblastos e fibroblastos e sdo responsaveis pela restruturacdo da arquitetura normal do
ligamento periodontal e pela neoformacgéo de cemento nas lacunas de reabsorcdo, geralmente em
um periodo de 14 dias ap6s o reimplante (LINDSKOG et al., 1987b; EHNEVID et al., 1993).
Entretanto, se houver necrose pulpar e consequente contaminacdo do canal radicular, as camadas
cementoblastica e de cemento intermediario, tendo sido atingidas pela reabsorcdo da superficie
radicular durante as fases iniciais de reparo do LP, acabam por expor os tubulos dentinarios,
propiciando uma via de acesso para bactérias e suas toxinas atingirem a superficie externa da raiz
(ANDREASEN et al., 1981d). A presenca da infeccdo modifica o curso do processo de reparo do
LP, amplificando o processo inflamatério e mantendo continuo o estimulo para a formacdo e
ativacdo dos odontoclastos. Esta sequéncia de eventos foi denominada reabsorcéo radicular
externa inflamatéria RREI, por Andreasen e Hjgrting-Hansen (1966a, 1966b). A participacao
bacteriana na etiopatogenia da RREI foi demonstrada experimentalmente (ANDREASEN,
1981a; ANDREASEN, 1981b, TROPE et al., 1992) e comprovada em estudos clinicos,
especialmente apds inicio tardio do tratamento endodontico radical (ANDREASEN e
HIZRTING-HANSEN, 1966a; COCCIA, 1980; ANDREASEN et al., 1995b; CHAPPUIS e von
ARX, 2005; PETROVIC et al., 2010; WERDER et al., 2011). Histologicamente, as RREI s&o
caracterizadas pela erosdo do cemento e dentina, com muitas Lacunas de Howship preenchidas

por odontoclastos e intenso infiltrado inflamatorio com linfocitos, plasmocitos e neutrofilos
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polimorfonucleares (PMN) no LP vizinho (ANDREASEN, 1980b) (Fig.1). Considerando-se
estes achados, pode-se inferir que o principal mecanismo de inducdo da RREI esteja relacionado
com a capacidade das endotoxinas da parede bacteriana de promover a liberacdo de fatores
desencadeadores da atividade osteoclastica a semelhanca do que ocorre na reabsorcdo 0ssea
periapical em resposta a infeccdo do canal radicular (NE, 1999; GRAVES et al.,, 2011).
Entretanto, ndo existem estudos na literatura sobre a participacdo das citocinas e outros possiveis
fatores locais na modulacdo da RREI.

A cicatrizacdo de dentes reimplantados nos quais grandes areas do LP foram removidas
ou necrosadas é vista como uma fusdo entre tecidos mineralizados da raiz e o 0sso alveolar,
seguida de uma substituicdo gradual dos tecidos dentarios por tecido 6sseo (ANDREASEN,
1980a; ANDREASEN 1981c; ANDREASEN e KRISTERSON, 1981; LINDSKOG et al., 1988a;
NISHIOKA et al.,1998). Este processo foi primeiramente descrito por Andreasen & Hjgrting-
Hansen (1966a, 1966b) que denominaram-no reabsor¢do radicular externa por substituicdo
(RRES) (Fig.2). Estudos experimentais posteriores confirmaram que uma leséo extensa do
ligamento periodontal leva a perda de vitalidade das células precurssoras dos fibroblastos e
cementoblastos, resultando no repovoamento da superficie radicular por células tronco derivadas
da medula do osso alveolar (McCULLOCH et al, 1987; PITARU et al., 1994). Os mecanismos
reguladores deste processo, ou seja, os fatores de manutencdo da RRES, ainda ndo sao
conhecidos plenos e detalhadamente. Acredita-se que a superficie dentinaria radicular, ao perder
a camada cementoblastica e ser colonizada por osteoblastos e osteoclastos que normalmente
recobrem o 0sso medular, passam a integrar o processo de remodelacdo fisiolégica do 0sso
alveolar tendo sido denominada também de reabsorgéo radicular endéstea (HAMMARSTROM
et al., 1989). Por este motivo, a evolugdo da RRES é imprevisivel, bem como o tempo de
permanéncia do dente na cavidade oral, uma vez que esta sujeita aos fatores moduladores da
remodelacdo do osso alveolar (HAMMARSTROM e LINDSKOG, 1992; ANDREASEN e
ANDREASEN, 1992). Estudos experimentais demonstraram que durante este processo, as
proprias proteinas liberadas da matriz dentinaria podem desempenhar um papel ativo na
modulagéo da atividade de reabsorcéo estimulando a sintese de IL-1 e TNF-a (SILVA et al,
2004a; 2004b). Alem disso, um aumento na expressdo de TNFa foi obeservado nas lacunas de
reabsorcdo apds reimplantes de molares de ratos (REGO et al., 2011). Neste mesmo estudo,
células da linhagem osteoblastica e cementoblastica tratadas com lipopolissacarideos (LPS)
aumentaram a expressao de mRNA TNFa, que por sua vez determinou a uma maior expressdo de
mRNA RANKL. Evidencias clinicas sugeriram um papel imunogénico das fragdes néo

colagénicas da dentina uma vez que pacientes portadores de RRES apresentaram niveis séricos
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elevados de imunoglobulina G (IgG) reativas ao extrato dentinario humano e suas fracGes,
quando comparados com pacientes sem reabsor¢do (HIDALGO et al., 2005). Mais recentemente
foi observada uma associacdo entre o perfil imunolégico predominantemente Th2, representado
por pacientes atdpicos, e o melhor prognoéstico dos reimplantes, independentemente do manejo e
tratamento inicial dos dentes avulsionados (ROSKAMP et al., 2009, ROSKAMP et al., 2011).
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A

Figura 1: — Aspecto radiografico e histopatologico da RREI A- Aspecto radiogréafico da RREI com
areas radiolucidas irregulares ao longo da superficie radicular e o0sso alveolar ajacente. Fonte:
Arquivo da CTD-FO-UFMG, 2014. B - Aspecto histopatolgico da RREI com areas de erosdo na
dentina, com vérias lacunas de Howship preenchidas por odontoclastos (setas vermelhas) e
intenso infiltrado inflamatério no ligamento periodontal adjacente (HE 10X) Fonte: Consolaro,
2012.

sso | dentina
alveolar

Figura 2: Aspecto histopatologico e radiografico da RRES: A- Aspecto histopatolégico da RRES com
areas de dentina em contato direto com o o0sso alveolar, margeadas por osteoblastos (setas
brancas)(HE, 25X). Fonte: Consolaro 2012. B- Aspecto radiografico de RRES, no elemento
dentario 11 com perda do espaco do ligamento periodontal, irregularidade da superficie radicular
e imbricamento do 0sso alveolar na estrutura dentaria. Fonte: Arquivo da CTD-FO-UFMG, 2014.



33

2.3 Polimorfismos genéticos

Considerando-se a importancia das citocinas na biologia dos tecidos 6sseos e nos
processos de reabsorcdo patoldgica dos tecidos mineralizados, variages na sua expressao podem
determinar diferentes respostas inflamatdrias dos individuos frente a um estimulo padrdo. Nos
ualtimos anos, varios estudos tém demonstrado que polimorfismos em genes que codificam para
as citocinas podem influenciar na suscetibilidade a doengas, uma vez que podem alterar a taxa de
transcricdo génica, produzir proteinas incompletas ou inativas (CHORLEY et al., 2008), sendo
considerados como fatores de risco para véarias desordens da cavidade oral (DUTRA et al., 20009,
KUBISTOVA et al., 2009; GREGERSEN e OLSSON, 2009). Polimorfismo genético é a
denominagdo dada & coexisténcia de mais de uma forma variante de um gene num dado Idcus, na
frequéncia acima de 1-2%, na constituicdo genética de uma populacdo. Polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs) sdo sitios no genoma onde a sequéncia de acido desoxirribonucleico
(DNA) de uma porcentagem de individuos da populacdo difere por uma unica base e
representam a forma mais comum de variagdo do genoma humano (De NARDIN, 2009). De
especial interesse para o presente estudo sdo 0s SNPs nos genes que codificam para fatores locais
mediadores do processo de reabsorcdo, como a familia da IL-1, o eixo RANK-RANKL-OPG, a
IL-10 e as MMPs, uma vez que tem sido amplamente estudados em relagcdo ao seu papel na

evolucdo de patologias que envolvem um aumento na atividade osteolitica.
2.3.1 Polimorfismos dos genes que codificam para a familia IL-1

Os genes que codificam para os membros da familia IL-1 situam-se no brago longo do
cromossomo 2g13-14. A variante genética mais estudada no gene IL1A é a substituicdo de uma
base C por uma T na posicéo -889 na regido promotora, SNP rs 1800587. Este polimorfismo foi
inicialmente associado a maior atividade de transcricdo do gene e consequente aumento dos
niveis plasmaticos da proteina (DOMINICI et al., 2002). Estudos posteriores demonstraram que
este SNP é um marcador para outro SNP rs17561 (+4845G/T), uma vez que estdo em
desequilibrio de ligagdo em vérias populacdes, com excecdo dos Afro-Americanos
(KAWAGUCHI et al., 2007). Os portadores do alelo polimérfico no SNP rs17561 apresentam
maior eficiéncia na clivagem do precursor inativo da IL-1a, facilitando sua expressao pela célula
(KAWAGUCHI et al., 2007). O SNP rs 1143634 situa-se na posi¢do +3493 no 5°. exon do gene
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IL1B sendo que a variante alélica polimérfica T foi relacionada com um aumento de até 4 vezes
na produgéo de IL1B (POCIOT et al., 1992; CORK et al., 1995; ENGEBRETSON et al., 1999).

O gene IL1IRN que codifica para IL-1RA contém um SNP rs 419598, representado pela
substituicdo sinbnima de uma timina por uma citosina no locus +2018 do 2° exon. Embora este
polimorfismo ndo altere a sequéncia de aminoacidos no transcrito codificado, estd em
desequilibrio de ligacdo com outro polimorfismo de variagdo do nimero de repeti¢des in tandem
(VNTR) situado no introm 2 sendo que a presenca do alelo polimorfico C, no SNP rs 419598 é
um marcador para a ocorréncia da variante com 2 repeticoes no polimorfismo de microsatélite,
(CLAY et al., 1996) que, por sua vez, foi associado a um aumento na producdo da proteina
(,DANIS et al., 1995; HURME e SANTILLA, 1998).

Polimorfismos nos genes que codificam para as citocinas da familia IL-1 tem sido
amplamente estudados em relacdo ao seu papel na evolucdo de patologias orais como por
exemplo as reabsor¢des radiculares externas apicais (RREA) apds movimentacdo ortoddntica
com resultados controversos. Em dentes vitais, uma menor susceptibilidade & RREA foi
observada fortemente associada a presenca do alelo polimorfico T no SNP IL1B rs 1143634
(AL-QAWASMI et al., 2003b, BASTOS LAGES et al., 2009, IGLESIAS-LINARES et al.,
2012b). Este efeito foi creditado a participacdo do tecido pulpar apical vital na producdo
aumentada de IL-1p resultando numa maior reabsorcdo do osso alveolar. A taxa de remodelagao
ose aumentada por sua vez facilitaria a movimentacdo dentaria e diminuiria o stress sobre a
estrutura radicular e. consequentemente, a RREA. Tal correlacdo, entretanto ndo pdde ser
confirmada por por outros estudos (GULDEN et al.,, 2009; TOMOYASU et al., 2009;
LINHARTOVA et al., 2013; PEREIRA et al., 2013, WU et al., 2013).

Além disso, uma correlacdo oposta foi observada em dentes tratados endodonticamente
que foram submetidos & movimentacdo ortodontica, ou seja, a presenca do alelo T determinou
uma maior susceptibilidade a RREA (IGLESIAS-LINARES et al., 2012a, IGLESIAS-LINARES
et al., 2012c). Este efeito contrario da presenca do alelo T nos dentes tratados
endodonticatmente, foi explicado pela pre-existéncia de fatores prd-reabsortivos na regido
periapical relacionadas as condi¢des prévias que levaram ao TER (necrose ou inflamacéo pulpar)
ou induzidas pelo proprio TER (IGLESIAS-LINARES et al., 2012a, IGLESIAS-LINARES et
al., 2012c).

A associagdo do SNP /LI1A4 rs 1800587 com RREA foi relatada em um s6 estudo
realizado na Alemanha (GULDEN et al., 2009), mas ndo foi observada em outras populagdes
caucasianas (IGLESIAS-LINARES et al., 2012b; LINHARTOVA et al., 2013). Relatos mais

recentes também sugeriram que pacientes portadores do alelo polimérfico C no SNP IL1RN rs
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419598 apresentaram menor susceptibilidade & RREA apds movimentagdo ortodontica de dentes
vitais ou tratados endodonticamente (IGLESIAS-LINARES et al., 2012b, IGLESIAS-LINARES
et al., 2013; LINHARTOVA et al., 2013). SNPs nos genes que codificam para a familia 1L-1
também foram avaliados em relacdo a evolugdo e cicatrizacdo da periodontite periapical com
resultados controversos (De SA et al., 2007; SIQUEIRA JUNIOR et al., 2009; MORSANI et al.,
2011; AMAYA et al., 2013).

2.3.2 Polimorfismos no Gene 1L10

O gene que codifica a IL-10 humana estd localizado no cromossomo 1g31-32
(ESKDALE et al., 1998) e é altamente polimorfico na sua regido promotora. Existem evidéncias
de que o SNP rs 1800896, localizado no lécus -1082 da regido promotora tem um importante
efeito na expressdo da proteina uma vez que a substituicdo de uma base A pela G aumenta a
afinidade com o fator de transcricdo Spl aumentando desta forma a expressdo génica (TURNER
et al., 1997; LARSSON et al., 2011). Tendo em vista o importante papel da IL-10 na regulacéo
da reabsorcédo dos tecidos mineralizados e considerando que a modulacdo dos niveis da proteina
pode se dar a nivel genético, a influéncia deste SNP na susceptibilidade a reabsorcao patoldgica
de tecido 6sseo tem sido amplamente estudada na doenca periodontal (CULINAN et al., 2008;
LARSSON et al., 2011; GUROL et al., 2011; LOO et al., 2012; JARADAT et al., 2012), na
perimplantite (GUROL et al., 2011; PIGOSSI et al., 2012); artrite reumatéide (ZHANG et al.,
2011) e hérnia de disco (LIN et al., 2011).

2.3.3 Polimorfismos nos Genes que codificam para o eixo OPG-RANKL-RANK

O gene TNFRSF11B que codifica para a OPG € um gene de cdpia Unica com 5 exons e se
situa no cromossomo 8g24.1 (MORINAGA et al., 1998). O SNP rs 2073618 situa-se no locus
+1181 no exon 1, consistindo troca de uma base G para C levando a mudanca de um aminoacido
de caracteristica basica, a lisina (AAG), para um aminoacido polar ndo carregado, a aspargina
(AAC) na sequéncia sinal influenciando o trafego da proteina (WYNNE et al., 2002). O gene
TNFS11 possui 8 exons, situa-se no cromossomo 13ql4 e codifica para RANKL. O SNP rs
2277438 consiste na troca de uma base A por G (DONG et al, 2009). O gene TNFRSF11A que
codifica para RANK situado no cromossomo 1822, possui 12 exons e apresenta um
polimorfismmo localizado no intron 1 representado por uma substituicdo de base C por G (KIM
et al., 2007).
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Devido ao papel central do eixo RANK-RANKL-OPG no metabolismo 6sseo e na
biologia dos OCLs, variagdes nos genes que codificam para estas citocinas tém sido amplamente
exploradas quanto a uma possivel associacdo com doengas que envolvem atividade osteolitica
patoldgica, tais como a osteoporose (LEE et al., 2010), a doenca de Paget (CHUNG e Van HUL,
2012) , artrite reumatoide (ASSMANN et al., 2010) e espondilite anquilosante (HUANG et al.,
2011). SNPs nestes genes também foram avaliados em relagdo a doencas orais que envolvem
reabsorcBes patologicas dos tecidos dentarios e do osso alveolar com resultados diferentes.
Existem evidéncias de que a ostedlise expansiva familiar (OEF), uma desordem caracterizada
por lesdes osteoliticas dos 0ssos longos, que também pode resultar em reabsorcdo espontanea de
dentes e perda de denticdo, é causada por mutacdes no gene que codifica para RANK (HUGHES
et al., 2000). A susceptibilidade para desenvolver RREA ap06s terapia ortoddntica também foi
correlacionada com variacdes no gene TNFSRF11A que codifica para RANK (AL-QAWASMI
et al.,, 2003a) e com o SNP rs 2073618 no gene TNFSR11B que codifica para a OPG
(HARTSFIELD, 2009). Esta associacdo também foi demonstrada em relacdo a periodontite
agressiva (PARK et al.,, 2008) a peri-implantite (KADKHODAZADEH et al., 2012) e

relacionada a osteonecrose mandibular induzida pelo uso de bifosfonados (KATZ et al., 2011).
2.3.4 Polimorfismos nos genes MMP-2 e MMP-9

O gene que codifica para a MMP2 localiza-se no cromossomo 16921 e variagdes
genéticas tem sido relacionado com a modulacdo de sua expressdo. Dois polimorfismos na
regido promotora, rs243865 (—1306C/T) e rs2285053 (—735C/T), resultam na menor expressao
da proteina devido a perda do sitio de ligacao especifico para o fator de transcricdo Spl (PRICE
et al., 2001). Outra troca de base G para A, situado no locus -1575 (rs 243866) também impede a
ligacdo do receptor de estrogénio diminuindo a resposta transcricional do gene (HARENDZA et
al., 2003). Entre os varios polimorfismos apresentados pelo gene MMP-9, localizado no
cromossomo 20, o SNP rs 3918242, localizado no locus -1562 de sua regido promotora,
constitui-se na troca de uma base C por T e tem sido associado a uma maior atividade de
transcricdo uma vez que o alelo C tem maior afinidade para a ligacdo de uma proteina
silenciadora (MEDLEY et al., 2004). A variante alélica T também foi associada com niveis
plasmaticos elevados de MMP9 (BLANKENBERG et al., 2003).

Polimorfismos que interferem na taxa de transcricdo génica destas enzimas tem sido
amplamente pesquisados quanto ao seu papel na maior ou menor susceptibilidade a doengas nas
quais a alteracdo dos niveis teciduais e plasmaticos das MMPs podem determinar uma maior
destruicdo tecidual como, por exemplo, a artrite reumatdide (RODRIGUEZ-LOPEZ et al., 2006;
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JACQ et al., 2008), cancer (YU et al., 2004; ZHOU et al., 2011; BEEGHY-FADIEL et al., 2009)
e psoriase (VASKU et al., 2002). Estes polimorfismos também foram associados a patologias
orais como osteonecrose mandibular induzida pelo uso de bifosfonados (KATZ et al., 2011),
caries (TANURE et al., 2012) e lesdes periapicais (MENEZES-SILVA et al., 2012).

2.4. O Papel de determinantes demograficos e clinicos na RRE apds reimplantes de dentes

permanentes

Vaérios estudos clinicos e experimentais avaliaram o papel de fatores demogréaficos e
clinicos, relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado, na ocorréncia e evolucao
das RRE pds-traumaticas. Idades entre 6 e 7 anos (ANDREASEN e HIGRTING-HANSEN,
1966a) e estagios iniciais de rizogénese no momento do trauma, foram relacionadas a maior
incidéncia de RREI (ANDREASEN et al., 1995a; PETROVIC et al., 2010) e maior taxa de
insucesso dos reimplantes (PETROVIC et al., 2010). Além disso, dentes reimplantados em
pacientes com idade inferior a 11 anos no momento do trauma apresentaram menor sobrevida
(BARRETT e KENNY, 1997b) e a taxa de RRES foi significativamente maior em pacientes com
idade inferior a 16 anos no momento do trauma, quando comparados com pacientes adultos
(ANDERSSON et al., 1989; EBELEZEDER et al., 1998).

Em relacdo ao manejo do dente avulsionado, o levantamento clinico realizado por
Andreasen e Hjgrting-Hansen (1966a) representou um marco ao demonstrar que dentes
reimplantados dentro de um periodo de até trinta minutos apresentaram menores indices de
reabsorcdo. Estudos experimentais demonstraram que ha um efeito marcante do periodo extra-
alveolar a seco na vitalidade e capacidade clonogénica das células do ligamento periodontal
devido a alta permeabilidade das células animais a dgua, fazendo com que estas se comportem
como osmdmetros (SODER et al., 1977; ANDREASEN, 1981a, OIKARINEN e SEPPA, 1987;
LEKIK et al., 1996; LEKIK et al., 1998). Paralelamente as evidéncias experimentais, varios
levantamentos clinicos confirmaram a estreita relacdo entre o periodo extra-alveolar e a
cicatrizacdo dos dentes reimplantados (ANDERSSON e BODIM, 1990; GONDA et al., 1990;
SCHATZ et al., 1995; ANDREASEN et al., 1995b; BARRETT e KENNY, 1997b; KINIRONS
etal., 1999; BOYD et al., 2000; KINIRONS et al., 2000; DONALDSON et al., 2005; WERDER
et al., 2011). O tempo considerado como critico para a étima cicatrizacdo do LP variou entre 5
min (ANDREASEN et al., 1995b; KINIRONS et al., 2000), 15 min (ANDERSSON e BODIN,
1990; DONALDSON e KINIRONS, 2001; CHAPPUIS e von ARX, 2005), 20 min (KINIRONS
etal., 1999) e 30 min (ANDREASEN e HIGRTING-HANSEN, 1966a; BOYD et al., 2000).
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Além da desidratacdo ocasionada pelo periodo extra-alveolar a seco, ap6s uma avulséo,
as células do LP remanescentes na superficie da raiz sdo privadas do suprimento sanguineo e
perdem seus metabolitos celulares armazenados. Para manter um metabolismo celular
fisiolégico, estes nutrientes devem ser repostos o mais rapido possivel (ANDREASEN, 1978;
ANDREASEN, 1981b;;LINDSKOG E BLOMLOF, 1982; BLOMLOF et al., 1983). Sendo
assim, como a maioria dos reimplantes ndo acontece dentro do periodo ideal, varios meios de
armazenamento tem sido propostos com o objetivo de repor metabolitos celulares e propiciar
um pH e pressdo osmotica fisioldégicos em condicdes extra-alveolares prolongadas. O quadro 1
apresenta um resumo das varias solugdes propostas, suas principais propriedades, e as vantagens
e desvantagens de seu emprego (UDOYE et al., 2012). Apesar da variada gama de substancias
propostas na literatura para 0 armazenamento de dentes avulsionados as evidéncias disponiveis
sobre o desempenho clinico destas solucdes sdo escassas e com excecao do estudo de Andreasen
et al. (1995b) apresentam amostras muito pequenas. Além disso 0s poucos estudos disponiveis,
apresentam variagdes no desfecho estudado bem como na metodologia estatistica utilizada,
limitando assim a comparacdo dos resultados e conclusées mais consistentes. De acordo com
estes dados, pode-se concluir em sintese que, dentes armazenados em meios de cultura
apresentaram os melhores prognésticos (POHL et al., 2005a; POHL et al., 2005b; POHL et al.,
2005c; WERDER et al., 2011) seguidos do leite, soro fisioldgico ou saliva (MACKIE e
WORTHINGTON, 1992; ANDREASEN et al., 1995b; WERDER et al. 2011) e agua
(ANDREASEN et al., 1995b). Além do periodo extra-alveolar e do meio de armazenamento,
lesGes corondrias adicionais a avulsdo, contaminacdo visivel da superficie radicular também
foram citados como fatores determinantes da ocorréncia de RRE ap6s o reimplante dentario
(DONALDSON e KINIRONS, 2001).



Quadro 1: Substancias propostas como meio de armazenamento para dentes avulsionados

Meio de Composicao/ pH/ Vantagens Desvantagens Tempo Méaximo de
Armazenamento Osmolaridade Armazenamento
Agua Ph7.4-7.79 Melhor desempenho do que o Hipotonica 20 min

Osmolaridade 30mOsm Kg * armazenamento a Seco
Saliva PH - Desempenho melhor do que a 4gua e meio Hipotbénica, 30 min
Osmolaridade 60-75mOsm Kg seco ap6s armazenamento Facil acesso Presenca de enzimas e
Capacidade clonogénica 7.6% bactérias
Soro Fisiologico PH 6 Desempenho melhor do que a 4gua e meio Hipoténico 30 min
Osmolaridade 290mOsm Kg ™ seco ap0s armazenamento por ate 30 min - | Aysancia de fons essenciais
Fécil Acesso e glicose
Solugdo de lentes de contato Solugdo salina N&o ha vantagens em seu uso Provocam danos ao LP
Leite pH (6.5-7.2) e Osmolaridade similar ao Mantém a viabilidade, capacidade N&o repde metabolitos 3 horas
fluido extra-celular (250-270 mOsm Kg ™), clonogénica e mitégenica das células do
LP
Fécil Acesso e baixo custo
Clara de ovo PH 8.6 —9.38 Sem diferencas significativas quando Dificil acesso
Osmolaridade 258 mOsm Kg comparado a HBSS nos tempos 1, 2, 4, 8
e 12 horas, mostra-se mais adequado que
leite e 4gua.
Agua de coco Isotdnico natural- contém aminoacidos, Mantém células viaveis ap6s certo tempo. Baixo Ph

proteinas, vitaminas e minerais
Alta osmolaridade

Ph4.1
Gatorade Solugao isotdnica carboidratos, sodio e Desempenho melhor do que o da agua N&o possui osmolaridade
potassio fisiologica
Prépolis PH e Osmolaridade variavel. Dependente Alta capacidade antimicrobiana, anti- Dificil acesso

do tipo de propolis e concentragdo usadas.

inflamatdria, antioxidante, antiflngica.
Tem ac&o na regeneracdo de tecidos.

Inibe a maturagdo de osteoclastos

Falta de padronizagao das
solugBes disponiveis

(continua)



(conclusao)

Meio de Composicéo/ pH/ Vantagens Desvantagens Tempo Maximo de
Armazenamento Osmolaridade armazenamento
Solugdo salina Balanceada de Solugdo salina enriquecida com Mantém a vitalidade, capacidade Alto custo 24 horas
Hank metabolitos essenciais e glicose clonogénica e mitogénica das células do Acesso limitado
Isotonica, pH o LP; _ Armazenamento limitado
Reposicéo de metabolitos
Meio de Eagle Aminoécidos, vitaminas e Mantém a viabilidade, capacidade Armazenamento sob 24 h
bicarbonatos. clonogénica e mitégenica das células do LP refrigeracao
Dificil acesso
Meio de Eagle Meio de Eagle enriquecido com Compativel com a vitalidade celular da Dificil acesso 24 h
modificado(Dubelco) vitaminas e glicose maioria das celulas
Custodiol Solucgdo de keto-glutarato de Composicdo similar ao fluido extracelular. Dificil acesso 24 h
histidina-triptofano
Baixo contetido de potassio
Osmolaridade 310mOsm Kg ™
Dentosafe-box (meio cultura) Similar aos meios de transporte | Mantém a vitalidade do LP por até 48 h Vencimento em 3 anos 24 h
de 6rgdos a serem transplantados Né&o esta disponivel em todos
contém sais, aminoacidos, glicose 0s paises
e vitaminas
Viaspan Solucao para armazenamento de Mantém a vitalidade do LP por longos Dificil acesso 72h

orgaos a serem transplantados
Osmolaridade 320mOsm Kg ™
pH 7.4

periodos

Necessidade de refrigeracao

40
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Entre os fatores relacionados ao tratamento do dente avulsionado, o tratamento da
superficie radicular foi sugerido como medida paliativa para minimizar os quadros de RRE em
dentes reimplantados apds longos periodos extra-alveolar e armazenamento em condicdes
desfavoraveis. Entre as varias substancias sugeridas somente a solucdo de fluoreto de sédio se
mostrou eficaz uma vez que evidéncias experimentais demonstraram que a incorporacao de ions
fluoreto a estrutura da raiz conferiu-lhe na maior resisténcia a reabsorcdo (SCHULMAN et al.,
1973). Este efeito foi confirmado em um levantamento clinico, uma vez que dentes tratados com
fluoreto de sdédio apresentaram uma reducdo de 50% na progressdo da RRE (COCCIA, 1980).

O uso de antibioticoterapia sistémica imediatamente ap6s o reimplante tem sido
recomendado na maioria dos protocolos para tratamento das lesdes traumaticas (ANDERSSON
et al., 2012; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRIC DENTISTRY, 2007; MALASYAN
MINISTRY OF HEALTH, 2002; GREG e BOYD, 1998) com o objetivo de se minimizar 0s
efeitos deletérios da infeccdo bacteriana na cicatrizacdo do LP e viabilizar o processo de
revascularizagdo (ANDERSSON et al., 2012; HINCKFUSS e MESSER, 2009c). Embora o
emprego sistémico de antibidtico tenha sido associado experimentalmente a menores indices de
reabsorcéo inflamatéria (HAMMARSTROM et al., 1986 b; SAE-LIM et al., 1998a; 1998b), este
efeito ndo foi confirmado em levantamentos clinicos (ANDREASEN e HIZRTING-HANSEN,
1966 b; ANDREASEN et al., 1995b; BARRETT; KENNY, 1997b) e os resultados de uma meta-
analise revelaram que os beneficios antibioticoterapia sistémica foram inconclusivos
(HINCKFUSS e MESSER, 2009c).

O papel do tipo e periodo de imobilizacdo nos indices de cicatrizacdo do LP ap0s o
reimplante dentario ndo é consenso na literatura uma vez que a associa¢do entre imobilizacdo
prolongada e maiores indices de anquilose relatada em um estudo clinico (KINIRONS et al.,
1999) e em alguns estudos experimentais (ANDREASEN, 1975; NASJLETI et al., 1982;
ANDERSSON et al., 1985) ndo foi observada no estudo experimental de Berude et al. (1988) e
ndo pode ser comprovada em outros acompanhamentos clinicos (ANDERSSON e BODIN,
1990; ANDREASEN et al., 1995b; SAE-LIM e YUEN, 1997; HINCKFUSS e MESSER,
2009b).

O momento do tratamento endoddntico tem grande influéncia na cicatrizacdo dos
dentes reimplantados e depende do grau de rizogénese e duracao do periodo extra-oral. Dados da
literatura tem confirmado que a remocéo do conteudo pulpar deve ser realizado entre 7 e 10 dias
apos o reimplante de dentes com rizogénese completa com o objetivo de se prevenir a RREI
(ANDREASEN, 1981e; BLOMLOF et al., 1992; KINIRONS et al., 1999, HINCKFUSS e

MESSER, 2009a). Outro aspecto relativo ao tratamento endodéntico de dentes reimplantados é a
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necessidade e duracdo da medicacdo intra-canal. Estudos experimentais demonstraram uma
maior sobrevida de dentes cujo tratamento endoddntico foi finalizado em curto periodo de tempo
quando comparados com aqueles que necessitaram de um tratamento prolongado com hidroxido
de calcio (HAMMARSTROM et al., 1986¢; LENGHEDEN et al., 1991; TROPE et al., 1992).
N&o obstante, a interpretacdo destes resultados deve levar em consideragdo o grau de rizogénese
e a ocorréncia e magnitude de quadros de reabsorcéo pré-existentes (TROPE et al., 1995).

Diante da vasta gama de estudos clinicos e experimentais apresentados pode-se concluir
que a idade no momento do trauma e fatores clinicos relacionados ao manejo e tratamento do
dente avulsionado, desempenham um importante papel na ocorréncia e evolucdo das RRE apos
reimplantes dentérios. Entretanto, embora estes fatores participem na etiopatogenia das RRE,
ndo sdo capazes de explicar completamente as diferencas interindividuais observadas.
Paralelamente, constata-se uma escassez de informacdes sobre o papel da resposta imune do
paciente na patogénese das RRE.

Considerando-se a importancia das citocinas e outros fatores locais na biologia do tecido
6sseo e nas patologias que envolvem aumento da atividade de reabsor¢do algumas perguntas sao
pertinentes: (1) Qual é o perfil imunoinflamatoério dos diferentes padrdes de reabsor¢éo radicular,
RRES e RREI, observadas apds os reimplantes dentéarios? (2) A ocorréncia de polimorfismos
funcionais em genes que codificam para citocinas e outras moléculas envolvidas no processo de
reabsorcdo dos tecidos mineralizados podem atuar determinando diferentes padrdes na evolucao
clinica da RRES e da RREI? (3) Estes parametros imunoldgicos e genéticos podem ser utilizados
como preditores da evoluc¢do clinica da RRES e da RREI? Nossa hipotese é a de que a REEI e
REES apresentam diferentes padrdes de expressdao de citocinas e de outros fatores locais
envolvidos no processo de reabsor¢do dos tecidos mineralizados e que polimorfismos funcionais
nos genes que codificam para estes mediadores podem estar associados a fatores de

susceptibilidade determinantes da evolugdo mais agressiva e severa das RRE pds-traumaticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo estudar a ocorréncia de reabsorc¢des radiculares externas
apos o reimplante de dentes permanentes, sua associacdo com fatores clinicos e genéticos bem

como a expressdo de mediadores locais do processo de reabsorcao.

3.2 Objetivos especificos

a) Auvaliar a ocorréncia de RREI e RRES ap06s reimplantes de dentes permanentes.

b) Avaliar o papel da idade no momento do trauma, periodo extra-alveolar e meio de
armazenamento do dente avulsionado, momento da pulpectomia, periodo de imobilizacao
e uso de antibioticoterapia sistémica no momento do reimplante na ocorréncia e evolugao
de RREI e RRES apds reimplantes de dentes permanentes;

c) Auvaliar a associacao entre polimorfismos nos genes que codificam para as citocinas IL-
la, IL-1B, IL-1RA, IL-10, RANK, RANKL, OPG, e para as colagenases MMP2 e MMP9
e a ocorréncia e evolucdo de RREI e RRES ap6s o reimplante de dentes permanentes.

d) Dosar os niveis das citocinas 1L-1B, IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, TNFa, INFy,
RANK, OPG; das quimiocinas IL-8, CCL2, CCL3, CCL5 e das colagenases MMP2 e
MMP9 no tecido perirradicular de dentes extraidos portadores de RREI e RRES.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo consistiu numa avaliacao longitudinal retrospectiva dos fatores
determinantes da atividade de reabsorcdo radicular externa apds o reimplante de dentes
permanentes reimplantados apo0s avulsdo traumatica em pacientes atendidos no Programa
Traumatismos Dentérios da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Minas Gerais
(CTD-FO-UFMG). Os pacientes receberam tratamento emergencial no Pronto Socorro
Odontoldgico do Hospital Municipal Odilon Beherens (PSO-HMOB) e foram encaminhados
para continuidade do tratamento na Clinica de Traumatismos Dentérios da FO -UFMG (CTD-
FO-UFMG), ambos servicos integrantes do Programa Traumatismos Dentarios da FO- UFMG.
O reimplante de todos os dentes incluidos no estudo foi realizado de acordo com o protocolo
adotado no Programa desde 1994, baseado na literatura disponivel a epoca (ANDREASEN e
ANDREASEN, 1994). As manobras adotadas consistiram na remog¢édo do coagulo pela irrigacéo
do alvéolo com soro fisioldgico, introducao do dente avulsionado dentro do alvéolo até atingir a
regido apical, com pressdo digital lenta e gradual. Ap6s a verificacdo radiografica do correto
posicionamento o dente foi imobilizado utilizando-se fio de aco inox para amarrilho (0,10
0,25mm), fixado com resina composta fotopolimerizavel. Somente dentes com completo
desenvolvimento radicular e apice fechado (estagio radicular 7) (MOORREES et al., 1963) e
com periodo de acompanhamento de pelo menos 1 ano foram incluidos neste estudo. Os
pacientes portadores de avulsdo traumética admitidos na CTD-FO-UFMG receberam tratamento
endodéntico inicial de acordo com protocolos especificos definidos na CTD-FO-UFMG e
retornaram anualmente para monitoramento clinico e radiografico dos dentes reimplantados. A
padronizacdo radiografica foi baseada em critérios previamente definidos na literatura
(ANDREASEN e ANDREASEN, 1985) e consistiu na realizacdo de 3 radiografias periapicas
(ortoradial, mesializada e distalizada) pela técnica do paralelismo, utilizando-se filmes
periapicais (Kodak ®Ultra-speed DF 58, no. 2, Eastman Kodak Company Rochester, NY, USA)
e posicionadores de filmes (Cone®, Maquira Dental Products, Maringa, PR, BR).
4.1 Selecdo da amostra

O grupo de estudo avaliado constituiu-se de 165 pacientes, portadores de 205 dentes
permanentes reimplantados apds avulsdo traumatica. Dados relativos a idade no momento do
trauma, sexo, dente acometido, periodo extra-alveolar e meio de armazenamento do dente
avulsionado, tempo decorrido entre o reimplante e o inicio do tratamento endodéntico radical,
periodo de imobilizag&o, uso de antibioticoterapia sistémica e grau de rizogénese no momento do
trauma foram coletados nos dos prontuarios dos pacientes. Foram excluidos pacientes que

apresentavam alteracOes sistémicas debilitantes e/ou usuéarios de farmacos capazes de modificar


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=rochester+nova+york&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDAw8HsxKHfq6-QaVhUVpspNu5nH8x91acKm_QNp25XHdBcDAAojZBxikAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CK8BEJsTKAIwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=nova+iorque+estado&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDAy8HsxKnfq6-gallUVLlsoeL2-68P8G5e3pOkr3Ua-bL5aoKABsjT-oqAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CLABEJsTKAMwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAAEqANX_AHvTx-gAAAANCAMiCS9tLzA5Yzd3MJ2htu4P02go6xHW9N2nv9_pKSihWBWbnSoAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CLEBEJsTKAQwEA
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a resposta inflamatdria padrdo do individuo. Além disso, pacientes com historico de lesdo
traumatica anterior e pacientes portadores de outras lesdes traumaticas adicionais no dente
avulsionado, tais como fratura coronaria com exposicdo pulpar, fratura coronorradicular, fratura
radicular ou fratura do processo alveolar, também foram excluidos. Dentes com alteracfes
perirradiculares de origem endodontica ou periodontal ndo relacionadas a reabsor¢do radicular
poOs-trauma, dentes com restauracdes extensas, que apresentassem tratamentos endodénticos
anteriores ou com sinais radiograficos de reabsorcéo radicular prévia ao trauma também foram
excluidos do estudo. Os pacientes ou os representantes legais dos menores de idade foram
esclarecidos quanto aos objetivos e metodologia do projeto para entdo optarem pela participacao
na pesquisa, preenchendo o consentimento livre e esclarecido, de acordo com o estabelecido pela
Resolucdo no. 196/96 sobre pesquisa envolvendo seres humanos (ANEXOS A, B, C, D). A
pesquisa atendeu aos preceitos éticos de autonomia, beneficéncia, ndo maleficéncia, justica e
equidade e recebeu parecer favoravel do COEP - Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(Parecer no. ETIC 003.0.203.000-11) (ANEXO E).

4.2 Indicadores radiograficos da atividade de reabsorc¢ao radicular externa

Para estudo da atividade de reabsorcdo uma série de radiografias periapicais de cada
dente reimplantado, composta pela radiografia inicial, realizada no momento do reimplante, uma
radiografia realizada no momento de inicio do tratamento endoddntico e uma radiografia de cada
controle anual, realizadas durante o periodo de acompanhamento foram examinadas por dois
examinadores, de forma independente, apds terem sido. devidamente codificadas, para que a
identidade do paciente ndo fosse conhecida. Para cada radiografia foi calculado o indice
radiogréafico de reabsorcdo radicular de acordo com os criterios descritos por Andersson et
al.(1989), as superficies mesial e distal da raiz foram divididas em trés se¢des iguais a partir do
nivel da crista Ossea até o apice. A cada secdo da raiz foi atribuida uma pontuacéo (0, 1 ou 2),
dependendo da presenca e profundidade das cavidades de reabsorcdo a partir da superficie
externa da raiz até a cavidade pulpar (Fig. 3). As pontuacOes de cada secdo foram adicionadas
para se calcular o indice de reabsorcéao radicular de cada radiografia.
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Figura 3: Desenho esquematico do critério para calculo do indice radiografico de

reabsorcéo: Critérios para pontuagdo da profundidade da cavidade de reabsorgdo a partir da
superfie externa da raiz nos tercos apical, medio e cervical das faces mesial e distal da raiz, para
célculo do indice radiogréfico de reabsorcdo de Andersson et al. (1989): 0= auséncia de reabsorcéo,
espaco do LP normal; 1= profundidade da lacuna de reabsor¢io < metade da distincia entre a
superficie externa da raiz e a cavidade pulpar; 2= profundidade da lacuna de reabsorcao > metade
da distancia entre a superficie externa da raiz e a cavidade pulpar. Fonte: Andersson et al. (1989).

Cada terco foi também classificado quanto ao tipo de reabsorcdo de acordo com critérios
descritos na literatura (ANDREASEN et al., 1995b). Areas radiol(icidas em forma de concha ao
longo da superficie da raiz e no osso alveolar adjacente e foram classificados RREI. Areas de
irregularidade da superficie radicular, sem LP e com imbricamento do osso alveolar foram
classificadas como RRES. De acordo com o nimero de sec¢des inflamatdrias ou por substituicao,
em cada radiografia, o dente foi classificado como portador de RREI (Fig.4), RRES (Fig.5) ou

reabsorgdo mista (Fig.6).



Figura 4: Aspecto radiografico da

RREI: Elementos 21 e 22 com éareas
radiolucidas no 1/3 medio e apical da raiz dos
elementos 21 e 22 e no osso alveolar
adjacente(setas vermelhas).

Figura 6: Aspecto radiografico de

reabsorcdo mista: cavidades na superficie
externa da raiz preenchidas por 0sso, auséncia
de ligamento periodontal e lamina dura (seta
preta) e cavidades radiolUcidas na superficie da
raiz e o0sso alveolar adjacente, perda de
identidade do ligamento periodontal e lamina
dura (seta vermelha).

Figura 5: Aspecto radiografico da

RRES: Elemento 11 com imbricamento do
0sso0 alveolar na estrutura radicular e auséncia
de ligamento periodontal e lamina dura (seta
preta).

49



50

4.3 Anélise de polimorfismos

4.3.1 Obtencéo das amostras e extragdo de DNA

Apbs a selecao clinica e radiografica dos casos que atendiam aos critérios de
inclusdo no estudo, os pacientes foram convocados para obtencdo das amostras de DNA
por meio de raspagem bilateral da mucosa oral com o auxilio de uma espatula de pléastico.
Este raspado foi transferido para solugédo tampdo (KCI 4mM, NaCl 124mM, C6H1206
10mM, C8H17N2NaO4S 23mM, MgSOs4 1mM) e armazenado a -20°C. O DNA das
amostras coletadas foi extraido utilizando-se o método descrito por Boom et al. (1990)
modificado. Este método baseia-se na adesdo do DNA a silica, permitindo sua purificacao
por precipitagdo, conforme descrito a seguir: cada raspado armazenado em solucdo tampéao
foi submetido a centrifugacdo a 11.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi retirado
com o auxilio de uma pipeta e descartado em solucéo de hipoclorito 1%. Ao pellet foram
adicionados 450uL de solugédo de lise (GuSCN 4M, Tris-HCI 50mM, EDTA 22mM, Triton
X-100 1,2%) e 20uL de solugdo de silica (SiO2 lavado com H20). Cada pellet foi
ressuspendido utilizando-se o vortex e incubado a 56°C por 30 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado
em solucéo de hipoclorito 1%. O pellet foi ressuspendido em 450uL de solugdo de lavagem
— L2 (GuHCI 6M, Tris-HCI 60mM) e as amostras foram novamente centrifugadas a 10.000
rpm por 1 minuto e o sobrenadante descartado. Uma nova lavagem com L2 foi realizada.
Ao pellet foi adicionado 450uL de etanol 70%. O pellet foi ressuspendido com o auxilio de
vortex e as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 1 minuto, sendo o sobrenadante
descartado. Uma nova lavagem com etanol 70% foi realizada. Em seguida, foi adicionado
ao pellet, 450uL de acetona 100%. As amostras foram novamente centrifugadas, o
sobrenadante foi descartado e, os eppendorfs contendo os pellets das amostras foram
colocados em termobloco (BioPlus) a 56°C por 30 minutos, com as tampas abertas para a
completa eliminacdo da acetona. Os pellets foram ressuspendidos em 100uL de tampéao TE
(Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM — pH=8) com o auxilio de vortex e incubados em
termobloco a 56°C por 12h. ApOs este periodo, as amostras foram homogeneizadas e
centrifugadas a 10.000 rpm por 2 minutos. O DNA desprendido da silica e solubilizado no

tampdo TE, foi transferido para um novo eppendorf previamente identificado e
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armazenado a -20°C. A quantificacdo da concentracdo de DNA de cada amostra foi
realizada em NanoDrop 1000 (Thermo Scientific) utilizando-se 1uL da amostra de DNA.

4.3.2 ldentificacdo dos genotipos

Para a determinacdo do genotipo dos SNPs estudados, as amostras de DNA foram
submetidas a amplificacdo pelo método da reagdo em cadeia da polimerase em tempo real
RT- PCR, utilizando-se sondas e iniciadores do sistema TagMan® confeccionados pela
Applied Biosystems para cada SNP. O sistema TagMan utiliza, além dos iniciadores, uma
sonda (oligonucleotideo) que libera um sinal fluorescente quando a polimerase comeca a
sintetizar o fragmento de DNA. A relacdo dos polimorfismos estudados é apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1: Relacéo dos polimorfismos estudados

Polimorfismo Troca de Bases Cromossomo Identificacao
IL-1a CIT 2914 rs 1800587
IL-1B CIT 2q14 rs 1143634
IL-1ra CIT 2913 rs 419598
IL-10 AIG 1931 rs 1800896
RANK CIG 1822 rs 8086340
OPG CIG 8024 rs 2073618
RANKL AlG 13q14 rs 2277438
MMP2a CIT 16913 rs 2285053
MMP2b CIT 16913 rs 243865
MMP2c AIG 16913 rs 243866
MMP9 CIT 20q11 rs 3918242

Para a reacdo de PCR, além dos pares de iniciadores e sondas especificos para cada
SNP (TagMan® SNP Genotyping assay), foi utilizado um mix contendo
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP's), a enzima Tag polimerase e tampdo de
incubacdo (Genotyping Master Mix), e DNA genémico. Diferentes concentragdes de DNA
foram testadas, obtendo-se o melhor resultado com a aliquota de 50ng. A quantidade dos
demais reagentes de acordo com as informacdes do fabricante e sdo apresentadas na Tabela
2.
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Tabela 2: Reagentes utilizados na RT PCR

Reagentes Quantidade
Genotyping Master Mix 10pL
Genotyping assay (20X) 1uL

DNA gendmico 50ng
H20 de injecdo q.s.p 20uL

A reacdo de PCR foi realizada utilizando o termociclador CFX96TM Real-Time
PCR Detection System (BioRad) e consistiu em uma desnaturacao inicial a 95°C por 10
min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Essas reacfes
foram realizadas em placas de 96 pocos, sendo incluidos um controle negativo e um
positivo. A determinacdo dos gendtipos para cada polimorfismo estudado foi realizada
utilizando-se o software CFX-Manager da Bio-Rad. Considerando que cada alelo esta
associado a um fluoréforo diferente, a apresentacdo de apenas um sinal fluorescente refere-
se ao genotipo homozigoto, enquanto a apresentacdo de dois sinais fluorescentes refere-se

ao gendtipo heterozigoto (Fig.7)
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Figura 7: Graficos representativos da PCR em tempo real para a analise do SNP rs 1800587
IL1A. (A) — curvas de amplificacdo: azul (FAM) — alelo C; verde (VIC) —alelo T. (B) —
discriminacdo alélica: homozigoto FAM (circulos alaranjados — CC), homozigoto VIC
(quadrado azul — TT), heterozigoto (triangulos verdes — CT), controle positivo (circulo
roxo) e controle negativo (losango preto). Fonte: Bastos et al, 2014.

4.4 Quantificacdo de citocinas, quimiocinas e MMPs no tecido perirradicular de

dentes portadores de RRE

Para avaliacdo da expressao de citocinas e quimiocinas nos tecidos perirradiculares
de dentes reimplantados portadores de RRE, foram utilizados 63 dentes reimplantados com

indicacdo de exodontia, provenientes de 56 pacientes em tratamento na CTD-FO-UFMG.
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Cada dente foi classificado quanto ao indice e tipo de reabsor¢do radicular externa de
acordo com a radiografia realizada na data da extracdo. Segundo o critério radiogréafico o
grupo de estudo foi constituido de 22 dentes portadores de RREI, 24 dentes portadores de
RRES e 17 dentes portadores de reabsor¢Ges mistas. As amostras do grupo controle foram
obtidas de 5 voluntarios com dentes saudaveis, que se encontravam em tratamento na
Clinica de Ortodontia da FO-UFMG, portadores de um total de 16 pré-molares higidos,
com rizogénese completa, sem alteracGes periapicais ou periodontais e com indicacédo
ortoddntica para exodontia. Os dentes do grupo controle foram submetidos a pulpectomia
previamente a extracdo. Os fragmentos radiculares e o material curetado do alvéolo foram
pesados, armazenados em solugdo tampao na propor¢do de 10 ul/1pg (PBS - 0.4 mM NacCl
and 10 mM NaPO4, + inibidores de protease - 0.1 mM PMSF, 0.1 mM benzethonium
chloride, 10 mM EDTA, 0.01 mg/ml aprotinin A, + 0.05% Tween-20) e estocados a — 70°C.
Para realizacdo do ensaio as amostras foram maceradas em homogeneizador (Fisher
Scientific* PowerGen* Model 1000) e centrifugados a 1000 rpm a 4°C. As concentracdes
de IL-1pB, ILI-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFNy, TNFa, TGFp, IL-8/CXCL8, CCL2, CCL3,
CCL5, RANK, OPG MMP2 e MMP9 foram determinadas pelo método ELISA. A relacdo
das citocinas, quimiocinas e MMPs dosadas bem como dos kits comerciais utilizados é
apresentada na tabela 3.
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Tabela 3: Relacéo das citocinas, quimiocinas e MMPs quantificadas e kits comerciais

utilizados

Citocina Técnica Fabricante Identificacéo CNaL::g?g;g
IL-1B ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-1 DY201
IL-1RA ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-1ra DY280
IL-4 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-4 DY204
IL-6 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-6 DY206
IL-10 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-10 DY217B
IL-17a ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-17a DY317
IFNy ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IFNy DY285
TNFa ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® TNF-a DY210
TGFp ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® TGF-f DY240
OPG ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® OPG DY805
RANK ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® RANK DY683
MMP2 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® MMP-2/TIMP-2 Complex DY1497
MMP9 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® MMP-9/TIMP-2 Complex DY 1453
IL-8 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® IL-8 DY 208
CCL2 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® CCL2/MCP-1 DY279
CCL3 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® CCL3/MIP-1 DY270
CCL5 ELISA R&D Systems, Inc. DuoSet ® CCL5/RANTES DY278

Para o Ensaio imunoenzimatico, placas de 96 pocos com alta afinidade para

proteinas (Cornig) foram cobertas overnight a 4°C com o anticorpo monoclonal para cada

citocina. Apos o blogueio, as amostras e as respectivas citocinas recombinantes utilizadas

como padrGes foram incubadas durante duas horas em temperatura ambiente com

anticorpos biotinilados de coelho. Em seguida, 50 ul de avidina-HRP (1:5000) foi

adicionada a cada poco, apés 30 minutos as placas foram lavadas e o reagente de cor

ofenilediamino dihidrocloreto (OPD) (Sigma) (40 ug/pogo) foi adicionado. Apos 15

minutos, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 75 uL de acido sulfarico (1 M) e a

absorbancia foi medida a 490 nm (Spectra Max 250). A concentragdo de cada citocina foi

calculada com base em uma curva padrdo (4 a 4000 pg/mL). Os resultados foram

expressos em picogramas de citocinas (+SD) por miligrama de tecido perirradicular.
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4.5 Andlise estatistica

Para estudo do efeito das variaveis demograficas, clinicas e genéticas estudadas no
indice de reabsorcdo inicial e no tipo de reabsorcdo inicial final utilizou-se um modelo de
regressdo logistica binaria onde cada variavel foi testada individualmente quanto a sua
associa¢do com cada um dos indicadores da atividade de reabsorcdo tendo como variével
resposta o tipo de reabsorcdo (inicial e final): RREI ou RRES, ou o indice inicial de
reabsorcao radicular, agrupado em reabsor¢des leves (indice inicial <4) ou reabsorcdes
moderadas e graves (indice inicial >4). As varidveis que apresentaram p<0,25 na anélise
univariada foram testadas num modelo de regressdo logistica multivariada (MICKEY e
GREENLAND, 1989). A medida de associacdo entre as variaveis explicativas e a variavel
resposta estudada foi calculada utilizando-se a razdo das chances (RC) com intervalo de
confianca a 95% (IC 95%) e nivel de significancia a 5%.

Para o estudo da progressdo das reabsor¢des radiculares no longo prazo foi
realizada uma analise de sobrevida utilizando-se 0 modelo de taxa de falhas proporcionais
de Cox tendo como variavel resposta o tempo decorrido a partir do reimplante, até se
atingir indices de reabsorcdo superiores a 6 (falha). A matriz de variancia-covariancia
robusta foi utilizada para corrigir os erros padrées dos estimadores do modelo devido a
analisarmos mais de um dente reimplantado por paciente. Além disso, 0 modelo de Cox foi
ajustado para incorporar o efeito das covariaveis que também eram dependentes do tempo,
ou seja, que modificaram seus condicdo ao longo do acompanhamento, a saber: realizacdo
do TER e presenca de imobilizacdo. A adequacdo do modelo foi verificada para possiveis
interacdes entre covaridveis e para garantir a suposicéo de taxas de falhas proporcionais.

Para estudo dos niveis de citocinas, quimiocinas e MMPs nos diferentes tipos de
reabsorcdo, utilizou-se, o modelo de regressdo linear comparando-se as medias
logaritmicas da concentracdo de cada uma das citocinas, quimiocinas e MMPs estudadas
nos diferentes grupos amostrais e no grupo controle sem reabsorcdo. O nivel de
significancia foi corrigido segundo Bonferroni.

Os testes de associagdo entre os SNPs estudados e os indicadores da atividade de
reabsorcdo foram realizados para cada genétipo separadamente e para 0s gendtipos
agrupados de acordo com a presenca/auséncia do alelo polimorfico de acordo com critérios
sugeridos na literatura (SASIENE, 1997; ZOU e DONNER, 2006).

Considerando-se a possibilidade de correlagdo nos casos em que mais de um dente

foi reimplantado no mesmo paciente todas as analises foram realizadas utilizando-se o
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modelo de equagdes de estimacdo generalizadas -GEE (Generalized Estimated Equation),
com matriz de simetria composta que é a abordagem padrdo para medidas repetidas
(DIGGLE et al., 2003).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se 0s programas estatisticos
Statistical Package for Social Sciences (SPSS Versdo 17.0), e o software R (versdo 3.0.3,
Viena, Austria). A distribuicao de frequéncia dos genétipos de cada um dos polimorfismos
estudados foi testada quanto ao equilibrio de Hard-Weinberg utilizando-se o teste qui-
quadrado. O software Haploview foi utilizado para as analises de formacdo de hapl6tipos
(BARRETT, 2005).
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5- RESULTADOS
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5 RESULTADOS

5.1 Distribuicéo de frequéncia das variaveis explicativas e dos indicadores da

atividade de reabsorcao

Para o estudo da ocorréncia, tipo e evolucdo das reabsorcdes radiculares externas a
amostra selecionada constituiu-se de 165 pacientes sendo 123 do sexo masculino (74,5%) e
42 do sexo feminino (25,5%) com um total de 205 dentes reimplantados apds avulséo
traumatica. A distribuicdo segundo o dente envolvido esta ilustrada no grafico 1. Os dentes

mais afetados foram os incisivos centrais superiores.

41.0% 41.0%

Incisivolateral  Incisivo Central  Incisivo Central  Incisivolateral Incisivos Outros
Supeior Direito  Superior Direito Superior Supeior Inferiores
Esquerdo Esquerdo

Graéfico 1: Distribuicéo de freqtiéncia da amostra de acordo com o dente acometido

A idade dos pacientes no momento do trauma variou de 7,6 a 33,1 anos (média de
12,7 anos + 3,8). Os pacientes foram acompanhados por um periodo minimo de 1 ano e

méaximo de 16 anos (mediana = 37 meses).

5.1.1 Distribuicdo de frequéncia das varidveis relacionadas ao manejo dos dentes

avulsionados

O periodo extra-alveolar mediano dos dentes reimplantados foi de 120 min
(variacdo de 5 min a 3 dias) sendo que somente 7,8% dos reimplantes foram realizados até
15 minutos ap06s a a ocorréncia do trauma. A distribuicdo dos dentes de acordo com as
condi¢bes de armazenamento do dente durante o periodo extraoral demonstra que na

maioria dos casos, 0s dentes foram mantidos secos (40,5%) seguido da utilizacdo do leite
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(21,0%) e soro fisioloégico (18,0%). Também foram utilizados como meio de
armazenamento a agua (13,2%) e a saliva (7,3%). A Tabela 4 apresenta a distribuicdo dos

dentes de acordo com meio de armazenamento e periodo extra-alveolar.

Tabela 4: Distribuicdo de frequéncia dos dentes segundo o meio de armazenamento e
periodo extra-alveolar

Periodo Extra-alveolar

Meio de Armazenamento <15 min ST5min Total
n(%o)
n(%) n(%)
A seco 1(1,2) 82 (98,8) 83 (40,5)
Leite 1(23) 42 (97,7) 43 (21,0)
Soro Fisioldgico 3 (81) 34(91,9) 37 (18,0
Agua 4(14.8) 23 (85,2) 27 (13,2)
Saliva 7(46,7) 8(53,3) 15 (7,3)
Total 16 (7,8) 189 (92,2) 205 (100,0)

Os dados relativos ao tempo decorrido entre 0 momento do trauma e o inicio do
TER demonstram que este periodo variou de 1 dia a 39,6 meses sendo que o periodo
mediano para inicio do tratamento endodéntico foi de 2,2 meses apds o trauma. Em 7,3%
da amostra a pulpectomia foi realizada até 15 dias ap6s o trauma. Todos os dentes
reimplantados receberam imobilizacdo flexivel utilizando-se fio para osteossintese 0.10”
fixado com resina composta fotopolimerizavel. O periodo de imobilizacdo variou de 7 dias
a 2,9 anos sendo que o periodo mediano foi de 49 dias. Antibioticoterapia sistémica foi

prescrita em 32,1% dos casos.
5.1.2 Distribuicao de frequéncia dos indicadores da atividade de reabsorcéo

O grafico 2 apresenta a distribuicdo de frequéncia dos dentes de acordo com o tipo
de RRE observada na consulta de inicio do TER e na consulta final do acompanhamento
do paciente. Observa-se que antes da pulpectomia o tipo de reabsorcéo predominante foi a
RREI e, no longo prazo, predominou a RRES.
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Gréfico 2: Distribuicdo da amostra segundo o tipo de reabsorcéo radicular externa
observada na consulta inicial e ao final do acompanhamento

O indice de RRE observado na consulta de inicio do TER foi considerado como
indice inicial de reabsor¢do. Para cada radiografia realizada nos controles anuais foi
medido o indice de reabsorcdo e o dente reimplantado foi classificado de acordo com o
indice méximo de RRE observado ao longo do periodo de proservacdo. A distribuicdo da

amostra de acordo com os indices inicial e final de RRE é apresentada no gréfico 3.

25%
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indice de Reabsorcéo (0 a 12)

Gréfico 3: Distribuicado de frequéncia dos dentes segundo o indice inicial e maximo de
RRE
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Para os estudos de associacdo a amostra foi classificada de acordo com o indice
inicial em dois grupos: reabsorgdes leves (indices <4), que representou 75,1% dos casos
(154 dentes); e reabsorcdo inicial moderada ou grave (indices > 4), correspondendo a
24,9% dos casos (51 dentes). O ponto de corte utilizado para a classificacdo dos dentes de
acordo com indice méaximo foi o indice 6 que corresponde a perda de 50% da estrutura da
raiz. De acordo com este critério 56,1% da amostra (105 dentes) apresentou indice maximo
<6 ¢ 43,9% (90 dentes) apresentou indice maximo >6. O tempo mediano decorrido entre o
trauma e 0 momento em que o indice de reabsorcdo superou o indice 6 foi de 10,7 meses

variando entre 2,1 meses e 9 anos.



5.1.3 Distribuicéo de frequéncia das variaveis genéticas
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A distribuicdo de frequéncia dos gendtipos e alelos dos polimorfismos estudados

nos genes IL1A, IL1B, II1RN e IL10 é apresentada na tabela 5 .

Tabela 5: Distribuicéo de frequéncias dos gendtipos e alelos dos SNPs estudados nos

genes IL1A, IL1B, 11IRN e IL10

Polimorfismos n (%) HW
IL1A (-889 C/T) rs 1800587
cC 74 (44,9)
Genotipos CT 73 (44,2) P=0.99
TT 18 (10,9)
C 221 (67%)
Alelos T 109 (33%)
IL1B (+3954C/T) rs 1143645
cC 113 (69,3)
Gendtipos CT 45 (27,6) P=0.84
TT 5(3,1)
C 271 (83,1%)
Alelos T 55 (16,9%)
ILIRN(+2018 C/T) rs 419598
o 10 000
Gendtipos TC ; P=0.28
10 (6,1)
cC
T 259 (78,5%)
Alelos C 71 (21,5%)
IL10 (-1082A/G) rs 1800896
AA 94 (57,0)
Genotipos AG 52 (31,5) P=0.008
GG 19 (11,5)
A 240 (72,7)
Alelos G 90 (27,3)
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A distribuicdo de frequéncia dos gendtipos e alelos dos polimorfismos estudados
nos genes TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG) e TNFSF11 (RANKL) é apresentada

na tabela 6.

Tabela 6 : Distribuicao de frequéncias dos genotipos e alelos dos SNPs estudados nos
genes TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG) e TNFSF11 (RANKL)

TNFSRF11A(RANK) (+35579C/G) rs 8086340

GG

Genotipos GC
cc

G

Alelos C

TNFSRF11B(OPG) (+1181 C/G) rs 2073618

GG

Genotipos GC
cc

G

Alelos C

TNFSF11RANKL (A/G) rs 2277438

AA

Genotipos AG
GG

A

Alelos G

54 (32,7)
68 (41,2)
43 (26,1)

176(53,4)
154(46,6)

18 (10,9)
73 (44,2)
74 (44.8)

109 (33,0)
221 (77,0)

102(61,8)
47 (28,5)
16 (9,7)

251 (76,1)
79 (23,9)

HW

P=0.01

P=0.99

P=0.005
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A distribuicdo de frequéncia dos gendtipos e alelos dos polimorfismos estudados

nos genes MMP9 e MMP9 ¢ apresentada na tabela 7.

Tabela 7: Distribuicéo de frequéncias dos gendtipos e alelos dos SNP estudados nos

MMP2 e MMP9
MMP2 (-735C/T) rs 2285053 HW
cC 105 (76,1)
Gendétipos CT 32 (23,8) P=0.39
TT 10,7
c 242 (87,7)
Alelos T 34 (12.3)
MMP2 (-1306C/T) rs 243865
cc 112 (74,7)
Genotipos CT 28 (18,7) P=0.0002
TT 10 (6,7)
c 252 (84,0)
Alelos T 48 (16,0)
MMP2 (-1557 A/G) rs 243866
AA 3(2.8)
Gendétipos AG 27 (25,5) P=0.75
GG 76 (71,7)
A 30 (14,4)
Alelos G 179 (85,6)
MMP9 (-1562C/T) rs 3918242
CcC -
Genotipos CT 139 (97,9) P<0.0001
TT 3(2,1)
C 139 (48,9)
Alelos T 145 (51,1)

Considerando-se que os polimorfismos da familia IL-1 e da MMP2 estéo
localizados no mesmo cromossomo (chr. 2 e chr. 16 respectivamente), foi realizada a
avaliagdo da formacdo de haplotipos e andlise de desequilibrio de ligagdo. Os resultados
dessa analise demonstraram que os polimorfismos da familia IL-1 (rs1800587 p=0,68,
rs1143634 p= 0,70, rs 419598 p=0,27) e aqueles no gene que codifica para MMP2 (rs
2285053 p=0,08, rs 243865 p=0,44, rs243866 p=0,53) ndo formaram haplétipos e,
portanto, ndo estdo em desequilibrio de ligacdo na amostra estudada.
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5.2 Estudo do efeito da idade, fatores relacionados ao manejo e tratamento do dente
avulsionado e fatores genéticos na atividade de reabsorc&o inicial

A primeira etapa deste trabalho consistiu no estudo da associacdo entre idade e
fatores relacionados ao manejo do dente avulsionado (meio de armazenamento e periodo
extra-alveolar), tratamento inicial da avulsdo (tempo de imobilizagdo, momento do TER e
uso de antibioticoterapia sistémica) e fatores genéticos (polimorfismos nos genes IL1B,
IL1A, ILIRN, IL10, RANK, RANKL, OPG, MMP2 E MMP9) e os indicadores da atividade
inicial de reabsorcdo observados na consulta de inicio do tratamento endodéntico radical.
Para esta etapa foi utilizado o modelo de regressdo logistica binaria onde cada variavel
explicativa foi testada individualmente quanto a sua associacdo com cada um dos
indicadores estudados tidos como variavel resposta: tipo de reabsorcéo inicial classificada
como RREI ou RRES, ou indice inicial de reabsor¢do radicular classificado como leve (<

4) e moderado ou grave (> 4).

5.2.1 Estudo da associacdo entre a idade, fatores relacionados ao manejo do dente

avulsionado e tratamento inicial e a atividade de reabsorcéo inicial

Para o estudo do efeito da idade do paciente no momento do trauma as analises
foram realizadas considerando-se 0s pontos de corte apontados na literatura como
determinantes da atividade de reabsorcdo radicular pos-trauma, a saber: 11 anos
(BARRETT e KENNY, 1997b) e 16 anos (ANDERSSON et al., 1989). Para o estudo de
associacdo da covariavel meio de armazenamento, os dentes mantidos em agua, soro ou
saliva durante o periodo extra-alveolar foram agrupados na categoria meios Umidos uma
vez que apresentaram desempenho semelhante no estudo clinico realizado por Andreasen
et al. (1995b). As variaveis continuas, periodo extra-alveolar (tempo de permanéncia do
dente em ambiente extra-alveolar), tempo de imobilizacdo e momento do TER (tempo
decorrido entre o reimplante e o inicio do tratamento endodéntico radical), sofreram
transformacéo logaritmica por apresentarem grande assimetria.

Os resultados desta analise foram publicados no artigo “Age and timing of pulp
extirpation as major factors associated with initial inflammatory root resorption in
replanted permanent teeth” (BASTOS et al., 2014) (ANEXO F). De acordo com a Tabela
2 do referido artigo (BASTOS et al., 2014) pode-se observer que a idade no momento do
trauma apresentou-se significativamente associada com a ocorréncia de RRE inicial uma

vez que pacientes com mais de 16 anos de idade no momento do trauma apresentaram 87%
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menos chance de desenvolver REE, quando comparados os casos de RREI+RRES com
aqueles com RRE ausente (RC 0,23, 1C95% 0,08 — 0,61 p=0,003). Essa associagédo
também foi significativa quando comparados somente os casos de RREI com os casos de
RRE ausente (RC 0.23 1C95% 0,08-0,65, p=0,02) e para os casos de RRES (RC 0,13
1C95% 0,02-0,99 p=0.049). O momento do TER também foi determinante da ocorréncia de
RRE inicial uma vez que cada dia decorrido entre o reimplante e o inicio do TER
aumentou a probabilidade de desenvolver REE (RREI+RRES) em 1.3% quando
considerada a amostra como um todo (RC 1,013 1C95% 1,004 — 1,021 p=0,003), em 1.2%
quando considerados os casos de RREI (RC 1,012 IC 95% 1,003 — 1,020 p=0,005) e 1.1%
quando considerados os casos de RRES (RC 1,011 1C95% 1,003 — 1,018, p=0,006). Além
disso observa-se na Tabela 3 do artigo em tela (BASTOS et al., 2014) uma associagdo
entre o ponto de corte de 11 anos e a extensdo da RREI uma vez que pacientes com mais
de 11 anos no momento do trauma apresentaram menor chance de apresentar reabsorcoes
moderadas e graves (RC 0,36 1C95% 0,15-0,85, p=0,02). Esta andlise nao foi possivel para

0 grupo com RRES tendo em vista 0 pequeno numero de casos.
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N&o foram observadas diferencas significativas entre a idade no momento do trauma,

periodo extra-alveolar, meio de armazenamento, uso de antibioticoterapia sistémica,

momento do TER e tempo de imobilizacdo, quando comparados os dentes portadores de

RREI com aqueles portadores de RRES na consulta inicial (Tabela 8).

Tabela 8: Andlise univariada da associacdo entre idade, fatores relacionados ao
manejo e tratamento do dente avulsionado e o tipo de reabsorcao inicial

Fatores determinantes

Tipo de reabsocdo inicial

RC (IC 95%)p

RREI RRES
Idade no momento do trauma n(%o) n(%o)
<11 anos 50 (80,6) 12 (19,4) Referéncia
> 11 anos 87 (89,7) 10 (10,3) 2,09 (0,81 —5,4) p=0,13
<16 anos 123 (87,2) 18 (12,8) Referéncia
> 16 anos 14 (77,8) 4(22,2) 1,92 (0,46 — 8,01) p= 0,37

Periodo Extra-alveolar (min)

Mediana (Variacgao)

Meio de armazenamento

Seco
Leite
Soro, saliva, Agua

Antibioticoterapia sistémica**

Sim
Nao

Momento da Pulpectomia (dias)
Mediana (Variagéo)
Periodo de Imobilizacao (dias)

Mediana (Variagdo)

130 (5 — 2880)

54 (83,1)
32 (97,0)
51 (83,6)

17 (94,4)
32 (82,1)

75 (14 — 1206)

52 (7 -1061)

120 (5 — 1440)

11 (16,9)
1(3,0)
10 (16,4)

1(5,6)
7 (17,9)

111,5 (16 — 629)

64 (7 — 465)

0,97 (0,88 — 1,06)p= 0,49*

Referéncia
0,14 (0,02 - 1,07)p= 0,06
1,01 (0,38 - 2,7)p= 10,98

Referéncia
3,71 (0,41 — 33,29) p=0,24**

1,01 (0,99 — 1,02) p=0,29*

1,00 (0,98-1.02) p=0,83*

* RC calculada apdés transformacéo logaritmica

** RC calculada para n=57

5.2.2 Estudo da associacao entre 0s SNPs estudados e o tipo de reabsorc¢éo observada na

consulta de inicio do TER

Para o estudo do efeito da varidveis genéticas na atividade de reabsorcdo inicial, a

distribuicdo genotipica de cada SNP foi testada em relacdo ao tipo de reabsorcao inicial,

RREI x RRES. Para efeito desta analise os 3 genotipos foram testados individualmente ou

agrupados de acordo com a presenga/auséncia do alelo polimorfico. Os SNPs que

apresentaram valores de p <0,25 na analise univariada, foram testados em um modelo de

regressdo logistica multivariada juntamente com as covariaveis clinicas. A tabela 9

apresenta os resultados da andlise univariada da distribuicdo dos genotipos dos SNPs
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estudados nos genes IL1A, IL1B, II1RN e IL-10 quando comparados os grupos portadores
de RREI e RRES inicial, utilizando o modelo de regresséo logistica.

Tabela 9: Andlise univariada da distribuicdo genotipica dos SNPs estudados nos
genes IL1A, IL1B, II1RN e IL-10 de acordo com o tipo de RRE inicial

Tipo de RRE inicial

Polimorfismos

RREI RRES RC (1C95%) p
IL1A
n(%) n(%)
(-889 C/T) rs 1800587
cc 67 (85,9) 11 (14,1) Referéncia
Genotipos cT 55 (85,9) 10 (14,1) 1,02 (0,38 — 2,73) p=0,97
T 15 (88,2) 2(11,8) 0,82 (0,16 — 4,24) p=0,82
T- (CC) 67 (85,9) 11 (14,1) Referéncia
FITEEEIE A2 DT T+ (CT+TT) 70 (86,4) 11 (13,6) 0,96 (0,38 — 2,49) p=0,96
IL1B
(+3974 CIT) rs 1143645
cc 98 (88,3) 13 (11,7) Referéncia
Gen6tipos cT 33 (82,5) 7(17,5) 1,69 (0,6 — 4,76) p=0,32
T 5 (83,3) 1(16,7) 1,31 (0,18 — 9,33) p=0,79
T- (CC) 98 (88,3) 13 (11,7) Referéncia
Presenca Alelo T T+ (CT+TT) 38 (82,6) 8 (17,4) 1,64 (0,61 — 4,4) p=0,33
ILIRN
(+2018 C/T) rs 419598
TT 78 (81,3) 17 (17,9) Referéncia
Genotipos TC 48 (90,6) 5(9,4) 0,51 (0,17 -1,53) 0,23
cc 11 (100,0) 0 NA
C-(TT) 78 (81,3) 18 (18,8) Referéncia
Presenca Alelo C C+ (CC+CT) 60 (92,3) 5(7,7) 0,42 (0,14 —1,23) p=0,11
1L10
(-1082A/G) rs 1800896
AA 84 (88,4) 11 (11,6) Referéncia
Genotipos AG 38 (80,9) 9(19,1) 1,82 (0,66 — 5,01) p=0,25
GG 15 (88,2) 2(11,8) 1,07 (0,21 — 5,53) p=0.93
G- (AA) 84 (88,4) 11 (11,6) Referéncia
PresencadleloG - (AG+GG) 53 (81,5) 11 (17,2) 161 (0,63 - 4,14) p=0,32

A tabela 10 apresenta os resultados da analise univariada da distribuicdo dos
gendtipos dos SNPs estudados nos genes TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG) e
TNFSF11 (RANKL), MMP2 quando comparados os grupos portadores de RREI e RRES
inicial, utilizando o modelo de regressdo logistica. Observa-se que pacientes portadores da
variante alélica C (CC+CG) do SNP rs 2073618 do gene TNFSRF11B que codifica para
OPG predominaram no grupo com RREI inicial (p=0,03) quando comparado com o grupo
com RRES.
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Tabela 10: Analise univariada das frequéncias genotipicas dos SNPs estudados nos
genes TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG), TNFSF11 (RANKL) e MMP2 de
acordo com o tipo de RRE inicial

Tipo de RRE inicial

Polimorfismos RREI RRES RC (1C95%) p
TNFSRF11A(RANK) (+35579C/G) rs
( 8086330( : n(%) n(%)
GG 46 (88,5) 6 (11,5) Referéncia
Gendétipos GC 57 (89,1) 7 (10,9) 0,87 (0,27 — 2,82) p=0,82
cC 34 (79,1) 9(20,9) 1,85 (0,57 — 6,02) p=0,31
C- (GG) 103 (88,0) 14 (12,0 Referencia
Presencga Alelo C C+ (CC+GC) 34 (79,1) 9 (20,9) 1,21 (0,43 — 3,41) p=0,72
TNFSRF11B(OPG) (+1181 G/C) rs
2073618
GG 12 (66,7) 6 (33,3) Referéncia
Genotipos Ge 63 (90,0) 7(10,0) 0,23 (0,06 — 0,88) p=0,03
cc 62 (87,3) 9(12,7) 0,31(0,08 — 1,11) p=0,07
C- (GG 12 (66,7) 6 (33,3) Referéncia
Presenca Alelo C ot (C(G+();C) 126 (81,0) 17 (11,9) 0,27 (0,08 — 0,89) p=0,03
TNFSF11 (RANKL)
(CIG) rs 2277438
AA 79 (84,0) 14 (16,0) Referéncia
Genétipos AG 42 (87,5) 6 (12,5) 0,77 (0,27 — 2,15) p=0,62
GG 16 (88,9) 2(11,1) 0,63 (0,07 — 5,34) p=0,67
G- (AA 79 (84,0) 14 (16,0) Referencia
Presenga Alelo G G ( A(GJ,(%G) 58 (87.9) 8 (11.9) 0,74 (0,27 — 1,98) p=0,55
MMP2
(-735C/T) rs 2285053
cC 87 (87,9) 12 (12,1) Referéncia
Genétipos CT 23(74,2) 8 (25,8) 2,47 (0,84 —7,21) p=0,1
T 1 (100,0) 0 NA
T- (CC) 87 (87,9) 12 (12,1) Referencia
Presenca Alelo T T+ (CT+TT) 24 (75.0) 8 (25.0) 2.36 (0,81 - 6,86) p=0,12
MMP2
(-1306C/T) rs 243865
cc 92 (84,3) 17 (15,6) Referéncia
Genétipos cT 21 (87,5) 3(12,5) 0,86 (0,22 — 3,35) p=0,83
T 9 (90,0) 1 (10,0) 0,61 (0,07 -5,25) p=0,65
T- (CC) 92 (84,4) 17 (15,6) Referéncia
Presenca AleloC C+ (CC+CT) 30 (88.2) 4 (118) 0,78 (0,24 — 2,58) p=0,68
MMP2
(-1557 A/G) rs 243866
AA 3(100,0) 0
Genotipos AG 20 (87,0) 3(13,0) NA
GG 62 (83,8) 12 (16,2)
A+(AA+AG) 23 (88,4) 3(11,6) 0,77 (0,19 — 3,1) p=0,71

Presenca AleloA A+ (GG) 62 (83,8) 12 (16,2) Referéncia
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A presenca da variante alélica C (GC+CC) no SNP rs2073618 do gene
TNFSRF11B (p=0,03), a presenca da variante alélica C (CC+CT) no SNP rs 419598 do
gene IL1IRN (p=0,11) e a presenca da variante alélica T (CT+TT) no SNP rs 2285053 no
gene MMP2 (p=0,12) foram testados em um modelo de regressao multivariada, juntamente
com a idade no momento do trauma considerando-se o ponto de corte de 16 anos (p=0,13),
meio de armazenamento (p=0,06) e uso de antibioticoterapia sistémica (p=0,24) uma vez
que apresentaram valores de p<0,25. Apos analise conjunta dos fatores citados somente a
presenca da variante alélica C do SNP rs 2073618 do gene que codifica para OPG,
apresentou uma associagdo significativa com a ocorréncia de RREI inicial sendo que
pacientes portadores dos gendétipos CC+CG apresentaram chance 3,5 vezes maior de
desenvolver RREI inicial em relacdo a RRES (RC 0,28 1C95% 0,09 — 0,93 p=0,038).

5.2.3 Estudo da associacao entre os SNPs estudados e o indice de reabsorcdo observado

na consulta de inicio do TER

Para o estudo do efeito dos polimorfismos no indice de reabsor¢édo observado na
consulta inicial, os 3 genotipos de cada SNP foram testados em relacdo aos grupos com
reabsorcdes iniciais leves (<4) e com reabsorgdes iniciais moderadas ou graves (>4). Em
seguida os genotipos foram agrupados de acordo com a presenca/auséncia do alelo alto
produtor. Os gendtipos que apresentaram valores de p<0,25 na analise univariada foram
testados em um modelo de regressdo multivariada juntamente com a idade e fatores
clinicos que apresentaram valores de p<0,25. Os resultados obtidos demonstraram que nédo
foram observadas diferencas significativas nas frequéncias genotipicas dos SNPs estudados
nos genes das familia IL-1, nos genes que codificam para as citocinas do eixo RANK-
RANKL-OPG e no gene MMP2 quando comparados os grupos com reabsorcdo leves
(indices <4) de e aqueles com reabsor¢des moderadas e graves (indices >4). Entretanto, 0s
resultados atuais sugerem que o gendtipo do paciente em rela¢do ao gene IL10 pode estar
envolvido na susceptibilidade & RREI uma vez que pacientes portadores do alelo G+ (AG
+ GG) no SNP rs 1800896 apresentaram 65% menos risco de desenvolver RREI severa,
quando comparado com os genétipos G- (AA) (RC 0,35 IC 95% 0,13-0,94 p =0,038).
Estes resultados foram sintetizados no manuscrito:

a) A study of the interleukin-1 gene cluster polymorphisms and
inflammatory external root resorption in replanted permanent teeth
(Submetido para publicacdo no periodico International Journal of
Endodontics — ANEXO G);
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b) 1L10 gene polymorphism is associated with inflammatory root resorption
in replanted permanent teeth (Manuscrito em preparacdo ANEXO H);
c) Polymorphisms in RANK-RANKL-OPG axis and inflammatory external

root resorption in replanted teeth (Manuscrito em preparagdo ~ANEXO 1).

5.3 Estudo da associacdo entre a idade, fatores genéticos, manejo e tratamento do

dente avulsionado, e a atividade de reabsorc¢édo no longo prazo

Na segunda etapa deste trabalho foi feito um estudo do efeito da idade, manejo do
dente avulsionado (meio de armazenamento e periodo extra-alveolar), tratamento inicial da
avulsdo (tempo de imobilizagdo, momento do TER e uso de antibioticoterapia sistémica) e
fatores genéticos (polimorfismos nos genes IL1B, IL1A, IL1IRN, IL10, RANK, RANKL,
OPG, MMP2 e MMP9), na atividade de reabsorcdo no longo prazo, avaliando-se os dois
indicadores: o tipo de reabsorcdo observado radiograficamente na consulta final do
acompanhamento do paciente e a evolucdo da atividade de reabsorcdo considerando-se o
tempo decorrido desde o momento do reimplante até a superacdo do indice 6 de

reabsorcao.

5.3.1 Estudo da associacdo entre a idade no momento do trauma, fatores clinicos e
genéticos e o tipo de reabsor¢do observado no longo prazo

Para avaliacdo dos determinantes do tipo de reabsorcdo observado no longo prazo
utilizou-se 0 modelo de regressdo logistica onde cada varidvel explicativa foi avaliada
individualmente quanto a sua associagdo com a ocorréncia de RREI e RRES final. Para
efeito desta analise foram excluidos 5 casos que nao apresentaram reabsorcao e os 37 casos
que apresentaram diagnostico de reabsor¢des mistas no ultimo controle. Sendo assim as
analises foram realizadas para a subamostra de 163 casos portadores de RRES (n=135) e
RREI (n=28). As varidveis explicativas idade e periodo extra-alveolar foram
dicotomizadas de acordo com critérios previamente descritos na literatura (ANDERSSON
et al., 1989; BARRETT e KENNY, 1997b). A variavel meio de armazenamento também
foi reagrupada em 3 categorias de acordo com a literatura (ANDREASEN et al., 1995b).

N&do foram observadas diferencas significativas entre a idade no momento do

trauma, meio de armazenamento, periodo extra-alveolar, tempo de imobilizacdo, momento
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do TER e uso de antibioticoterapia sisttmica quando comparados os dentes portadores de

RREI com aqueles portadores de RRES na consulta final (Tabela 11).

Tabela 11: Analise univariada da associagdo entre idade, fatores relacionados ao
manejo e tratamento do dente avulsionado e o tipo de RRE final

Fatores determinantes

Tipo de RRE final

RC (IC 95%)p

RREI RRES
Idade no momento do trauma n(%) n(%)
<11 anos 12 (19,7) 49 (80,3) Referéncia
> 11 anos 16 (15,7) 86 (84,3) 0,28 (0,56 — 3,2) p=0,53
<16 anos 24(17,3) 115 (82,7) Referéncia
> 16 anos 4 (16,7) 20 (83,3) 0,89 (0,27 — 2,95) p= 0,85

Periodo Extra-alveolar (min)

Mediana (Variacao)

Meio de armazenamento

125 (17 — 300)

120 (5 — 4320)

1,04 (0,99 — 1,11)p= 0,14*

Seco 11(17,5) 52 (82,5) Referéncia

Leite 5 (14,3) 30 (85,7) 1,11 (0,34 — 3,63)p= 0,87

Soro, saliva, Agua 12 (18,5) 53 (81,5) 0,92 (0,36 — 2,34)p= 0,86
Antibioticoterapia sistémica

Sim 2(9,5) 19 (90,5) Referéncia

N&o 5 (10,6) 42 (89,4) 0,38 (0,04 — 3,54) p=0,39**
Momento da Pulpectomia (dias)

Mediana (Variagao) 68 (6 — 776) 65 (1 — 1096) 1,0 (0,99-1,01) p=0,91*
Periodo de Imobilizacao (dias)

Mediana (Variacao) 56 (14 -477) 41 (7 - 1061) 0,99 (0,97-1,0) p=0,17*

*RC calculada apds transformacéo logaritmica
** RC calculada para 61 casos.

Para o estudo do efeito das variaveis genéticas, os 3 genotipos de cada SNP foram
testados individualmente ou agrupados de acordo com a presenca/auséncia do alelo
polimorfico. A tabela 12 apresenta os resultados da analise univariada do efeito dos
gendtipos quando comparados os grupos portadores de RREI e RRES final, utilizando o

modelo de regressdo logistica.
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Tabela 12: Analise univariada da associacdo dos SNPs estudados nos genes IL1A,
IL1B, II1RN e IL-10 de acordo com o tipo de RREfinal

Polimorfismos

Tipo de RRE final

RREI RRES RC (I1C95%) p
IL1A
n(%o) n(%)
(-889 C/T) rs 1800587
cc 12 (16,9) 59 (83,1) Referéncia
Gendtipos CT 14 (18,7) 61 (81,3) 0,92 (0,38 —2,25) p=0,86
T 2(11,8) 15 (88,2) 1,58 (0,33 - 7,64) p=0,57
T- (CC) 12 (16,9) 59 (83,1) Referencia
PresenaAlelo T o o1 16 (17.4) 76 (82.6) 1,0 (0,43 - 2,36) p=0,99
IL1B*
(+3974 C/T) rs 1143645
cc 21 (19,8) 85 (80,2) Referéncia
Gendétipos CT 7(15,2) 39 (84,8) 1,29 (0,49 — 3,35) p=0,6
T 0(83,3) 9 (100,0) NA
T- (CC) 21 (82,6) 85 (80,2) Referéncia
PresencaAlelo T o o1 7(883) 48 (87.3) 155 (0,6 — 3,99) p=0,37
ILIRN
(+2018 C/T) rs 419598
T 18 (17,8) 83 (82,2) Referéncia
Genotipos TC 8 (15,1) 45 (84,9) 1,46 (0,56 — 3,81) p=0,44
cc 2(22,2) 7(77,8) 0,7 (0,12 — 3,95) p=0,68
C-(TT) 18 (17,8) 83 (82,2) Referéncia
Presenca Alelo C C+ (CC+CT) 10 (16,1) 52 (83,9) 1,27 (0,52 — 3,09) p=0,59
1L10
(-1082A/G) rs 1800896
AA 16 (18,2) 72 (81,8) Referéncia
Genotipos AG 11 (20,0) 44 (80,0) 0,96 (0,38 — 2,4) p=0,93
GG 1 (5,0) 19 (95,0) 4,16 (0,51 - 33,8) p=0,18
G- (AA) 16 (18,2) 72 (81,8) Referéncia
Presenca Alelo G G+ (AG+GG) 12 (16,0) 63 (84,0) 1,28 (0,53 - 3,07) p=0,58

*n=161

A tabela 13 apresenta os resultados da analise univariada do efeito dos genotipos quando

comparados os grupos portadores de RREI e RRES final, utilizando o modelo de regresséo

logistica.
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Tabela 13: Analise univariada da associacdo dos SNPs estudados nos genes
TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG) e TNFSF11 (RANKL) e MMP2 de acordo

com o tipo de RRE final

Tipo de RRE final

Polimorfismos RREI RRES RC (1C95%) p
TNFSRF11A(RANK) (+35579C/G
ré 8086330( ) n(%) n(%)
GG 11 (20,0) 44 (80,0) Referéncia
Gendtipos GC 9 (13,4) 58 (86,6) 1,72 (0,63 - 4,7) p=0,29
cc 8 (19,5) 33 (80,5) 1,1 (0,38 -3,21) p=0,85
C- (GG) 11 (20,0) 44 (80,0) Referéncia
Presenca AleloC | ccreo) 17 (15,7) 91 (84,3) 1,43 (0,6 - 3,39) p=0,42
TNFSRF11B(OPG) (+1181 C/G) rs
2073618
GG 1(5,3) 18 (94,7) Referéncia
Genotipos GC 19 (27,5) 50 (72,5) 0,17 (0,02 - 1,35) p=0,09
cc 8(10,7) 67 (89,3) 0,5 (0,06 —4,42) p=0,53
C- (GG 1(5,3) 18 (94,7) Referéncia
Presenca Alelo C ot (c(c+c)c;) 27 (18.8) 117 (81.3) 0,26 (0,03 — 2,09) p=0,21
TNFSF11 (RANKL)
(C/IG) rs 2277438
AA 16 (80,0) 80 (83,3) Referéncia
Genotipos AG 10 (20,4) 39 (79,6) 0,73 (0,29 — 1,87) p=0,51
GG 2(11,1) 16 (88,9) 1,63 (0,35 — 7,63) p=0,54
G- (AA 16 (80,0) 80 (83,3) Referéncia
Presenca Alelo G G+ (A(G+C)BG) 12 (17,9) 55 (82,1) 0,87 (0,36 — 2,07) p=0,75
MMP2
(-735C/T) rs 2285053
cc 18 (17,5) 85 (82,5) Referéncia
Genotipos CT 3(9,7) 28 (90,3) 2,85 (0,59 - 13,8) p=0,19
TT 0 1 (100,0) NA
T- (CC) 18 (17,5) 85 (82,5) Referéncia
Presencga Alelo T T+ (CT+TT) 3(9,4) 29 (90,6) 2,99 (0,62 — 14,5) p=0,17
MMP2
(-1306C/T) rs 243865
cc 17 (15,7) 91 (84,3) Referéncia
Genotipos cT 3(10,3) 26 (89,7) 1,49 (0,39 — 5,66) p=0,56
T 1(11,1) 8 (88,9) 1,46 (0,17 — 12,8) p=0,73
T- (CC) 92 (84,4) 91 (84,3) Referéncia
Presenca Alelo C C+ (CCHCT) 30 (88,2) 8 (88,9) 1,48 (0,45 — 4,85) p=0,52
MMP2
(-1557 A/G) rs 243866
AA 1(33,3) 2 (66,7) Referéncia
Gendtipos AG 2(72) 26 (92,9) 5,78 (0,35 — 95,8) p=0,22
GG 14 (17,9) 64 (82,1) 2,22 (0,19 — 26,4) p=0,53
G- (AA) 1(33,3) 2 (66,7) Referéncia
PresencaAlelo G AG+GG) 16 (15.1) 90 (84.9) 2,07 (0,23 — 31,49) p=0,43
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Os genotipos dos SNP rs 2073618 no gene TNFSRF11B que codifica para OPG, do
SNP rs 1800896 no gene IL10 e dos SNPs rs 243865 e rs 243866 no gene MMP2 foram
testados em um modelo de regressdo logistica multivariada, juntamente com as variaveis
clinicas que apresentaram valores de p<0,25, tempo de imobilizacdo e periodo extra-
alveolar. Nenhuma das variaveis testadas pode ser associada a ocorréncia de RREI ou
RRES ao final do acompanhamento uma vez que ndo alcangaram significancia no modelo

final.

5.3.2 Estudo da associacdo entre a idade no momento do trauma, fatores clinicos e

geneticos com o indice de reabsorcao observado no longo prazo

Para estudo da atividade de reabsorcdo observada no longo prazo foi realizada uma
analise de sobrevida, pelo modelo de Cox, considerando-se como variavel desfecho o
tempo decorrido entre o reimplante e a superacdo do indice de reabsorcdo 6. Inicialmente
foi feita uma analise univariada para testar a associacdo de cada variavel com a progressao
da atividade de reabsorcdo ao longo do periodo de acompanhamento. Esta analise foi
realizada para a amostra como um todo e separadamente para 0s casos gque apresentaram
RRES na consulta final. A andlise separada para os grupos com RREI e com reabsorcoes
Mistas ficou inviabilizada pelo pequeno nimero de casos em cada um destes grupos. A
tabela 14 apresenta os resultados da analise univariada e multivariada da associacdo entre
idade, fatores relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado e a progressao da
reabsorcdo final, realizadas para a amostra como um todo e para 0s casos portadores de
RRES. As varidveis que apresentaram p<0,25 na analise univariada foram testadas
conjuntamente na analise multivariada. Observa-se que, quando considerada a amostra
total (RREI+RRES+Mista), a idade do paciente no momento do trauma e o
armazenamento do dente avulsionado no leite foram determinantes da taxa de progresséo
da reabsorcdo. A taxa de progressdo rapida da RRE em pacientes com idades inferiores a
16 anos no momento do trauma foi 3,2 vezes aquela dos pacientes com mais de 16 anos.
Este efeito da idade fica mais evidente na RRES uma vez que a taxa de progressao rapida
em pacientes com menos de 16 anos foi 4,8 vezes aquela observada nos pacientes com
mais de 16 anos. Dentes armazenados no leite apresentaram taxa de progressdo rapida da
RRE 67% menor quando comparados com dentes armazenados a seco. O efeito do meio de
armazenamento também fica mais evidente quando considerados os casos de RRES
separadamente. Observa-se que dentes armazenados no leite apresentaram taxas de
reabsorcOes agressivas 71% menor do que aqueles mantidos a seco. Para dentes mantidos
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no soro, saliva ou agua esta taxa de evolugdo rapida da RRES foi 55% menor. O periodo
de imobilizacdo foi determinante da taxa de evolu¢do da RRES uma vez que cada dia de

imobilizacdo correspondeu a um incremento de 0,1% na taxa de evolucgéo rapida da RRES.
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TABELA 14- Anélise da associacéo entre idade, fatores relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado e a progresséao da

REE final

Fatores

RREI+RRES+Mista (n=205)

RRES (n=135)

RTF (1C 95%)p

RTF (IC 95%)p

Idade no momento do trauma

<16 anos
> 16 anos

Periodo extra-alveolar

<15 min
> 15 min

Meio de armazenamento

Seco
Leite
Soro+Saliva+Agua

Antibioticoterapia sistémica
Sim
Nao

Momento da Pulpectomia
Cada dia adicional

Tempo de Imobilizagdo

Cada dia adicional

Univariada

Referéncia
0,40 (0,18 —0,89) p=0,02

Referéncia
2,9 (0,98 - 8,57) p=0,05

Referéncia
0,40 (0,2-0,81) p=0,01
0,59 (0,36 — 0,95) p=0,03

Referéncia
1,24 (0,51 — 3,0) p=0,63

1,0(1,0-1,001) p=0,53

1,001(1,0 — 1,002) p=0.04

Multivarida

Referéncia
0,31 (0,13-0,71)p=0,006

Referéncia
2,8 (0,89- 9,05) p=0,08

Referéncia
0,33 (0,16 — 0,68)p=0,003
0,67 (0,35 -1,29) p=0,23

1,001(1,0-1,003)p=0,15

Univariada

Referéncia
0,22 (0,05 - 1,04) p=0,06

Referéncia
1,9 (0,55 - 6,93) p=0,31

Referéncia
0,30 (0,1 -0,9) p=0,04
0,55 (0.28 — 1,09) p=0,09

Referéncia
1,27 (0,45 — 6,6) p=0,65

1,0(1,0-1,002) p=0,13

1,001(1,0 - 1,003) p=0,03

Multivarida

Referéncia
0,21 (0,04-0,99)p=0,049

Referéncia
0,29 (0,1 -0,86)p=0,03
0,45 (0,23 - 0,87) p=0,02

1.0 (1.0 - 1,003) p=0,87

1,001(1,0-1,003)p=0,02
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A tabela 15 apresenta os resultados dos estudos de associacdo entre 0s genotipos
dos polimorfismos estudados nos genes da familia IL-1 e no gene IL10 e a progresséo da
reabsorcdo radicular ao longo do segmento. Para efeito desta analise inicialmente foram
considerados individualmente os 3 genotipos para cada SNP estudado. Além disso os
genotipos foram agrupados de acordo com a presenca do alelo polimdrfico. Observa-se
que, mesmo apos a correcdo pela analise conjunta com idade e outros fatores clinicos,
pacientes homozigotos para o alelo polimérfico T (TT) no SNP rs 1800587 no gene IL1A,
apresentaram progressao mais rapida da RRE seja quando considerada a amostra como um
todo (RTF 2,09 1C95% 1,12 — 3,9 p=0,02) seja quando analisados os casos de RRES final
separadamente (RTF 2,62 IC 95% 1,19 — 5,75 p=0,02). Além disso, observa-se ainda que
pacientes homozigotos para o alelo polimoérfico C (CC) no SNP rs 419598 no gene que
codifica para a IL-1RA, empregaram um tempo maior para atingir indices de reabsorcédo
superiores a 6, ou seja apresentaram progressdo mais lenta da RRE ao longo do segmento
quando considerado o conjunto dos casos (RTF 0,34 IC 95% 0,16 — 0,7 p=0,003). Para os
casos de RRES o modelo multivariado ndo pode ser ajustado uma vez que ndo se
observaram dentes com indices de RRES final >6 entre os pacientes portadores do

genotipo CC.
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Tabela 15 —Analise da associagdo entre os genotipos dos SNPs estudados nos genes IL1A, IL1B, I11RN, IL10 e a progressdo de RRE final

Polimorfismos

RREI+RRES+Mista (n=205)

RRES n= (135)

RTF (IC95%) p

RTF (IC95%) p

IL1A (-889 C/T) rs 1800587

Gendtipos

Presenca Alelo T

cc
CT
TT
T- (CC)
T+ (CT+TT)

Univariada
Referéncia
0,94 (0,58 —1,53) p=0,80
1,63 (0,74 — 3,59) p=0.22
Referencia
1,06 (0,67 — 1,68) p=0,81

Multivariada*
Referéncia
0,89 (0,54 — 1,5) p=0,67
2,09 (1,12 - 3,9) p=0,02
Referencia
1,08 (0,67 — 1,73) p=0,76

Univariada
Referéncia
1,18 (0,57 — 2,45) p=0,66
2,18 (0,79 - 5,97) p=0,13
Referéncia
1,36 (0,68 — 2,73) p=0,38

Multivariada*
Referéncia
0,89 (0,40 — 1,96) p=0,77
2,62 (1,19 —5,75) p=0,02
Referencia
1,16 (0,57 — 2,35) p=0,68

IL1B (+3974 C/T) rs 1143645

Gendtipos

Presenca Alelo T

cc
CT
TT
T- (CC)
T+ (CT+TT)

Referéncia
1,16 (0,7 — 1,93) p=0,56
0,76 (0,22 - 2,54) p=0,65

Referencia
1,09 (0,66 — 1,78) p=0,75

Referéncia
1,12 (0,64 — 1,94) p=0,71
0,7 (0,30 -1,61) p=0,4

Referencia
1,02 (0,61 — 1,69) p=0,93

Referéncia
1,35 (0,41 - 0,66) p=0,82
1,29 (0,69 - 0,38) p=0,40

Referéncia
1,34 (0,4 - 0,68) p=0,84

Referéncia
1,17 (0,50 — 2,74) p=0,72
1,09 (0,39 — 2,99) p=0,87

Referéncia
1,15 (0,54 — 2,45) p=0,72

IL1IRN (+2018 C/T) rs 419598

Genotipos

Presenca Alelo C

TT
TC
CcC

C-(TT)
C+ (CC+CT)

Referéncia
0,97 (0,58 — 1,63) p=0,91
0,76 (0,32 — 1,79) p=0.52

Referéncia
0,93 (0,58 — 1,50) p=0,76

Referéncia
1,06 (0,63 — 1,81) p=0,82
0,34 (0,16 — 0,7) p=0,003

Referéncia
0,88 (0,54 — 1,45) p=0,62

Referéncia
0,97 (0,49 — 1.93) p=0,93

Referéncia
1,14 (0,57 — 2,3) p=0,71

1L10 (-1082A/G) rs 1800896

Gendtipos

Presenca Alelo G

AA
AG
GG

G- (AA)

G+ (AG+GG)

Referéncia
1,21 (0,72 — 2,05) p=0,46
0,89 (0,43 - 1,85) p=0.75

Referéncia
1,11 (0,7 — 1,77) p=0,66

Referéncia
0,91 (0,55 - 1,65) p=0,86
0,92 (0,45 - 1,88) p=0,82

Referéncia
0,94 (0,57 — 1,56) p=0,82

Referéncia
1,14 (0,54 — 2,41) p=0,73
0,9 (0,35-2,35) p=0.84

Referéncia
1,1 (0,54 - 2,05) p=0,32

Referéncia
0,96 (0,44 — 2,06) p=0,91
1,22 (0,53 - 2,82) p=0,64

Referéncia
1,02 (0,53 — 1,99) p=0,94

*Valores ajustados apds analise conjunta com idade (ponto de corte de 16 anos), periodo extra-alveolar, meio de armazenamento e tempo de imobilizacao.
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O modelo final da analise multivariada do efeito dos SNPs nos genes da familia IL-
1 na taxa de progressdo da RRE é apresentado na tabela 16. Para a amostra total foram
testados, no modelo multivariado de Cox, a idade (ponto de corte de 16 anos), meio de
armazenamento, periodo extra-alveolar, periodo de imobilizacdo e os SNPs rs 1800587 e rs
419598. Observa-se que dentes de pacientes com idade superior a 16 anos no momento do
reimplante apresentaram progressdo da RRE mais lenta quando comparados com dentes
reimplantados em pacientes com menos de 16 anos de idade (RTF 0,29 IC 95% 0,13 — 0,67
p= 0,004). Dentes armazenados no leite (RTF 0,30 IC 95% 0,15 — 0,64 p= 0,002), ou em
meios Umidos (RTF 0,5 IC 95% 0,3 — 0,83 p= 0,007) também apresentaram quadros de
reabsorcdo menos agressivas ao longo do segmento quando comparados com dentes
mantidos a seco. Dentes que apresentaram periodo extraoral maior do que 15min
apresentaram a taxa de reabsorcdo rapida 3 vezes maior do que dentes com periodo extra-
alveolar inferior a 15 min (RTF 2,97 1C95% 1,0 — 8,8 p=0,049). Cada dia adicional de
imobilizacdo correspondeu a um aumento de 0,2% na taxa de evolucdo rapida da RRE
(RTF 1,002 IC 95% 1,00 — 1,003 p= 0,04). Por fim, quando considerados os trés tipos de
reabsorcdo em conjunto, pacientes homozigotos para o alelo polimérfico (CC) no SNP rs
419598 apresentaram progressdo mais lenta da REE (RTF 0,33 IC 95% 0,15 — 0,73 p=
0,006). Ap6s a andlise conjunta com os outros fatores, a homozigoze para o alelo
polimérfico T (TT) perdeu sua associacdo com a maior taxa de progressdo rapida da RRE,
ficando entretanto no limiar de significancia (RTF 1,87 IC 95% 0,99 — 3,51 p=0,052). Para
0s casos de RRES o modelo final incluiu idade (ponto de corte 16 anos), meio de
armazenamento, periodo de imobilizacdo e o SNP rs 1800587. De forma semelhante ao
observado para a amostra total, pacientes maiores de 16 anos no momento do trauma
apresentaram menor probabilidade de progressdo rapida da RRES (RTF 0,20 IC 95% 0,04
— 0,97 p= 0,05). Dentes armazenados no leite (RTF 0,26 IC 95% 0,08 — 0,81 p= 0,02) ou
em meios Uumidos (RTF 0,44 IC 95% 0,23 — 0,85 p= 0,02) também apresentaram menor
probabilidade de progresséo rapida da RRES. Cada dia de imobilizacdo representou um
incremento de 0,2% na probabilidade de progressdo rapida da RRES (RTF 1,002 IC 95%
1,0 — 1,003 p=0,02). Além disso, pacientes homozigotos para o alelo polimérfico T no
SNP rs 1800587 no gene IL1A apresentaram uma probabilidade aproximadamente 2,5
vezes maior de desenvolver RRES de progresséo rapida quando comparados com pacientes
homozigotos para o alelo ancestral (RTF 2,62 IC 95% 1,19 — 5,75 p=0,02).
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Tabela 16 - Anélise multivariada da associacao entre idade, fatores relacionados ao
manejo e tratamento do dente avulsionado, polimorfismos nos genes IL1A e ILIRN e

a progressao da RRE final

Polimorfismos

RREI+RRES+Mista (n=205)

RRES n= (135)

Idade no momento do Trauma

<16 anos
> 16 anos

Meio de armazenamento

Seco
Leite
Agua+ Soro+Saliva

Periodo Extra-alveolar

<15 min
> 15 min

Periodo de Imobilizagéo
Cada dia adicional

IL1A (-889 C/T) rs 1800587

. cC
Gendtipos CT
TT

IL1IRN (+2018 C/T) rs 419598
T
Gendtipos TC
CcC

RTF (IC95%) p

Referéncia
0,29 (0,13 -0,67) p=0,004

Referéncia
0,30 (0,15 - 0,64)p=0,002
0,50 (0,3 - 0,83) p=0.007

Referéncia
2,97 (1,0- 8,83) p=0,049

1,002(1,00-1,003)p=0,04

Referéncia
0,75 (0,44 — 1,29) p=0,31
1,87 (0,99 - 3,51) p=0,052

Referéncia
1,18 (0,7 — 1,99) p=0,54
0,33 (0,15 - 0,73) p=0,006*

RTF (IC95%) p

Referéncia
0,20 (0,04 —0,97) p=0,05

Referéncia
0,26 (0,08 - 0,81)p=0,02
0,44 (0,23 - 0,85) p=0.02

1,002 (1,0-1,003)p=0,02

Referéncia
0,89 (0,40 — 1,96) p=0,77
2,62 (1,19 - 5,75) p=0,02
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Na tabela 17 s&o apresentados os resultados do modelo de Cox para avaliagdo entre
os polimorfismos nos genes que codificam para as citocinas do eixo RANK-RANKL-OPG
e a progressdo da atividade de reabsorcdo ao longo do segmento. Para esta analise 0s
gendtipos foram avaliados individualmente, agrupados de acordo com o alelo ancestral e
também de acordo com a presenca do alelo polimorfico. Observa-se que para a amostra
como um todo, os portadores do alelo G (GG+GC) do SNP 8086340 no gene que codifica
para a RANK, apresentaram taxa de evolucdo rapida da RRE 41% menor quando
comparados com a ausencia do alelo G (CC) (RTF 0,59 I1C 95%0,35-0,98 p=0,04). Quando
considerados os casos de RRES separadamente observa-se que a heterozigoze neste
apresentou-se associada a uma maior taxa de progressdo rapida da RRES (RTF 2.87 IC
95%1.13 — 7.28 p=0.03). Além disso, a presenca do alelo A (AA+AG) no SNP rs 2277438
no gene que codifica para a RANKL também apresentou associacao significativa com a
evolucdo mais agressiva da RRE quando comparada com a ausencia do alelo A (gen6tipo
GG) (RTF 2,15 IC 95% 0,9 — 5,12 p=0,03). Estas associacOes entretanto, néo
permaneceram significativas ap0s a analise conjunta envolvendo os dois SNPs

simultaneamente corrigidos por idade, e pelos outros fatores clinicos
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Tabela 17 —Analise da associagdo entre os genotipos dos SNPs estudados nos genes TNFSRF11A(RANK), TNFSRF11B(OPG), TNFSF11
(RANKL) e a progressdo da RRE final

Polimorfismos RREI+RRES+Mista n= (205) RRES n= (135)

RTF (IC95%) p RTF (IC95%) p

TNFSRF11A(RANK) (+35579C/G) rs 8086340 Univariada Multivariada™ Univariada Multivariada™
GG Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Genotipos GC 1,52 (0,87 — 2,66) p=0,14 1,51 (0,84 — 2,72) p=0,17 2,8 (1,19 - 6,57) p=0,02 2,87 (1,13 — 7,28) p=0,03
cC 0,82 (0,45 —1,51) p=0,53 0,75 (0,39 — 1,43) p=0,38 1,05 (0,38 — 2,86) p=0.93 1,20 (0,42 — 3,47) p=0,73
G+ (GG+GC) 0,64 (0,39 — 1,07) p=0,09 0,59 (0.35 - 0,98) p=0,04 0,53 (0,24 — 1,15) p=0,11 0,59 (0,28 — 1,28) p=0,18
Presenca Alelo C o g P P
G- (CC) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Presenca Alelo C C- (GG) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
¢ C+ (CC+GC) 1,23 (0,74 — 2,05) p=0,43 1,16 (0,67 —2,03) p=0,59 2,08 (0,91 — 4,73) p=0,08 2,16 (0,88 - 5,31) p=0,09
TNFSRF11B(OPG) (+1181 C/G) rs 2073618
GG Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Genotipos GC 2,98 (0,8 —11,17) p=0,11 2,72 (0,91 - 8,11) p=0,4 3,42 (0,42 — 28,0) p=0,25 2,05 (0,23 — 17,88) p=0,52
cc 2,04 (0,55 - 7,62) p=0,29 1,81 (0,46 — 7,24) p=0,63 2,48 (0,31 - 20,1) p=0,39 2,04 (0,24 — 17,52) p=0,52
G+ (GG+GC) 1,26 (0,80 — 1,98) p=0,32 1,21 (0,76 — 1,93) p=0,42 1,12 (0,58 — 2,14) p=0,73 0,90 (0,48 — 1,71) p=0,75
Presenca Alelo G R P o o
G- (CC) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Presenca Alelo C C- (GG) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
¢ C+ (CC+CG) 2,44 (0,67 — 8,96) p=0,18 1,58 (0,41 - 6,12) p=0,51 2,85 (0,36 — 22,6) p=0,32 2,04 (0,24 — 17,28) p=0,51
TNFSF11 (RANKL) (C/G) rs 2277438
AA Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Genotipos AG 1,38 (0,86 — 2,23) p=0,18 1,05 (0,63 — 1,75) p=0,84 1,6 (0,81 — 3,18) p=0,18 1,33 (0,67 — 2,64) p=0,4
GG 0,54 (0,24 — 1,23) p=0,15 0,47 (0,19- 1,16) p=0,1 0,4 (0,1 —1,73) p=0,22 0,49 (0,10 — 2,32) p=0,37
eI A+ (AA+AG) 2,04 (0,92 - 4,52) p=0,08 2,15 (0,9 - 5,12) p=0,03 2,9(0.7-12,1) p=0,14 2,24 (0,49 - 10,32) p=0,3
A- (GG) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
G- (AA Referénciaa Referéncia Referéncia Referéncia
Presenga Alelo G o (roras) 107 (068 - 169) p=077 0,83 (0,50 — 1,37) p=0,5 1,2 (0,62 - 2,34) p=0,58 11 (0,57 - 2,14) p=0,78

*Valores ajustados apds analise conjunta com idade (ponto de corte de 16 anos), periodo extra-alveolar, meio de armazenamento e tempo de imobilizacao.
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A tabela 18 apresenta o resultado da avaliacdo do efeito dos SNPs estudados no
gene que codifica para a MMP2 na progressdo das RRE na amostra como um todo e nos
casos de RRES. A andlise do SNP rs 2285053 no gene MMP2 sé foi realizada para os
gendtipos agrupados de acordo com a presenca do alelo polimérfico devido ao pequeno
numero de homozigotos polimorficos (1 paciente). Para os outros SNPs o0s genotipos foram
avaliados individualmente, agrupados de acordo com o alelo ancestral e agrupados de
acordo com o alelo polimorfico. Ndo foram observadas diferencas significativas na
progressdo das RRE quando avaliados os SNPs rs 243565 e rs 243566 e rs 2285053 no
gene MMP2.
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Tabela 18 —Anélise da associacéo entre 0s gendtipos dos SNPs estudados no gene MMP2 e a progressdo de RRE

final

Polimorfismos RREI+RRES+Mista RRES
RTF (1C95%) p RTF (1C95%) p
MMP2 (-735C/T) rs 2285053 Univariada Multivariada* Univariada Multivariada
cCc
Gen6tipos CT
TT
Presenca Alelo C C+(CC+CT)
G-(TT)
N A Referéncia .
T- (CC) Referéncia Referéncia Referéncia
Presenca Alelo T TrCT+TT) 103(06-176)p=093 121 (066-220)p=054 O (%jg’;?ez,oe) 0,99 (0,44 —2,23) p=0,98
MMP2(-1306C/T) rs 243865
Referéncia
CcC 0,73 (0,38 - 1,39) Referéncia Referéncia Referéncia
Genotipos CT p=0,34 0,73(0,38-1,44)p=0,37 0,52 (0,2—1,37)p=0,18 0,51 (0,2 —1,3) p=0,16
T 1,63 (0,56 — 4,73) 1,97 (0,77 - 5,02) p=0,15 1,19 (0,33 —4,32) p=0,8 1,08 (0,38 — 3,09) p=0,88
p=0,37
oresenca Alelo C C+ (CC+CT) 0 ngfgezrg'lcif‘ 67) 0,48 (0,19 - 1,21) p=0,12 0,74 (0,21 — 2,67) p=0,65 0,82 (0,29 — 2,32) p=0,70
¢ G- (TT B, ‘ Referéncia Referéncia Referéncia
(TT) p=0,31
Presenca Alelo T T- (CC) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
¢ T+ (CT+TT) 0,89 (0,5-1,58) p=0,7 0,95(0,53 — 1,69) p=0,86 0,66 (0,29 — 1,49) p=0,31 0,63 (0,3 -1,35) p=0,24
MMP2 (-1557 A/G) rs 243866
AA 0 75R Egelrgrff 66) Referéncia Referéncia Referéncia
Genétipos AG =076 0,99 (0,17 —5,67) p=0,99 0,32 (0,06 —1,9) p=0,21 0,54 (0,12 — 2,53) p=0,43
GG 1,0 (0,18 5.73) p=0,99 1,38 (0,27 -6,97) p=0,7 0,59 (0,12 — 2,96) p=0,52 0,95 (0,26 — 3,49) p=0,93
A+ Referéncia 0.72 (0,36 — 1,42) p= 3 _ 0,861 (0,26 —1,44)
720, 42)p=0,34 0,61 (0,25 — 1,47) p=0,27 .
Presenca Alelo A (AA+AG) 0,76 (OL39 —1,49) Referéncia Referéncia p-OA,26_
A- (GG) p=0,43 Referéncia
G- (AA) Referéncia Referéncia Referéncia Referéncia
Presenga Alelo G G+ 0,94 (0.17 ;5'33) 1,3(0,25-6,72) p=0,76 0,51 (0,10 — 2,52) p=0,41 0,89 (0,13 — 6,26) p=0,9
(AG+GG) p=0.9

*Valores ajustados apds analise conjunta com idade (ponto de corte de 16 anos), periodo extra-alveolar, meio de armazenamento e tempo de

imobilizacdo
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Na figura 8 sdo apresentadas as curvas de sobrevida que ilustram a taxa de progressao da
RRE, de acordo com a idade no momento do trauma considerando-se o ponto de corte de 16
anos. Observa-se que em ambos graficos os pacientes com idade inferior a 16 anos atingem o

indice 6 mais rapidamente do que aqueles com idade superior a 16 anos.
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Figura 8: Curva de Kaplan-Meier ilustrando a taxa de progressdo da RRE e RRES de acordo
com a idade no momento do trauma considerando-se o ponto de corte de 16 anos  (

<l6anos, > 16 anos) na amostra como um todo (A) e na subamostra composta pelos
casos de RRES final (B).
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Na figura 9 sdo apresentadas as curvas de sobrevida que ilustram a taxa de progressao da

RRE, de acordo com o meio de armazenamento. Aqueles pacientes que armazenaram o dente

avulsionado em meio seco atingiram o indice 6 mais rapido do que dentes armazenados em

meios umidos (&gua, soro ou saliva) ou no leite.
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Figura 9: Curva de Kaplan-Meier ilustrando a taxa de progresséo da RRE e RRES de acordo

com o meio de armazenamento (_ Seco,

Umido,

Leite), na amostra como um

todo (A) e na subamostra composta pelos casos de RRES final (B).
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Na figura 10 s&o apresentadas as curvas de sobrevida que ilustram a taxa de progressao
da RRE, de acordo com o0s genotipos do SNP rs1800587 no gene IL1A. Dentes de pacientes
portadores do gendtipo TT apresentaram evolucdo mais rapida da RRE e RRES.
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Figura 10: Curva de Kaplan-Meier ilustrando a taxa de progressdo da RRE e RRES de acordo
com 0s gendtipos do SNP rs 1800587 no gene ILIA (  TT,  CC CT ) na
amostra como um todo (A) na subamostra composta pelos casos de RRES final (B).
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Na figura 11 s&o apresentadas as curvas de sobrevida que ilustram a taxa de progressao
da RRE, de acordo com os gendtipos do SNP rs 419598 no gene IL1IRN. Dentes de pacientes

portadores dos genoétipos CC apresentaram taxa de progressdo da RRE e RRES mais lentas.
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Figura 11: Curva de Kaplan-Meier ilustrando a taxa de progressdo da RRE e RRES de acordo
com 0s genotipos do SNP rs 419598 no gene IL1IRN ( CC, TT CT) na
amostra como um todo (A) na subamostra composta pelos casos de RRES final (B).
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5.4 Estudo da expresséo de fatores locais no tecido perirradicular de dentes reimplantados
portadores de RRE

5.4.1 Dados descritivos da subamostra utilizada para a quantificacdo de citocinas,

guimiocinas e metaloproteinases

Para avaliacdo da expressdo de fatores locais nos tecidos perirradiculares de dentes
portadores de reabsorcGes radiculares externas pos-traumaticas foram utilizados 63 dentes com
indicacdo de exodontia, provenientes de 56 pacientes, 42 do sexo masculino (75%) e 14 do sexo
feminino (25%) em tratamento na CTD-FO-UFMG. A idade dos pacientes no momento do
trauma variou de 6,9 a 18,3 anos (média de 11,1 anos + 2,8). A idade dos pacientes no momento
da extracdo variou de 8,2 a 25,2 anos (média de 14,4 anos = 3,3). O periodo médio de
permanéncia dos dentes reimplantados foi de 3,5 anos = 1,6 (min de 8,9 meses e maximo de 8,5
anos). O grupo controle constituiu-se de cinco voluntarios saudaveis (4 do sexo feminino e 1 do
sexo masculino), em tratamento na Clinica de Ortodontia da FO-UFMG, portadores de 16 pré-
molares higidos, com rizogénese completa, em oclusdo normal, sem alteracfes periapicais ou
periodontais e com indicacdo ortoddntica para exodontia. A idade média dos pacientes do grupo
controle foi de 13,4 anos £1,8).

Para o estudo da expressédo de citocinas a amostra foi classificada de acordo com o tipo
de reabsorcdo observado no exame radiografico realizado na data da extracdo, de acordo com
critérios definidos na literatura (ANDREASEN et al., 1995b). Observa-se no grafico 4 que,
segundo o critério radiografico, o grupo de estudo foi constituido de 22 dentes portadores de
Reabsorcdes Radiculares Externas Inflamatorias - RREI(34,9%), 24 casos de ReabsorcOes
Radiculares Externas por Substituicdo — RRES (38,0%) e 17 casos portadores de reabsorgdes
mistas (27,0%).
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Gréfico 4: Distribui¢do da subamostra utilizada para quantificacéo de citocinas
guimiocinas e metaloproteinases segundo o tipo de RRE observada na data da extracao

A distribuicdo da amostra de acordo com o indice de reabsor¢do radicular observado no
momento da extracdo é apresentada no grafico 5. Observa-se que a grande maioria da amostra
utilizada para o estudo da expressdo de citocinas apresentava indices de reabsorcao superiores a

6 (77,7%).
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Gréfico 5: Distribuigdo da subamostra utilizada para quantificagéo de citocinas
guimiocinas e metaloproteinases segundo o indice de RRE observada na data da extracéo
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5.4.2 Expressao de citocinas, quimiocinas e metaloproteinases nos tecidos perirradiculares de
dentes portadores de diferentes padrées radiograficos de RRE

Os niveis minimo, maximo, medio e mediano de deteccdo para as citocinas, quimiocinas
e metaloproteinases estudadas foram expressos como pg/100mg de tecido e sdo apresentados na
tabela 19.. Valores abaixo do limite de deteccdo foram considerados zero. De acordo com 0s
valores de p obtidos para o teste de Kolmogorov-Smirnov observa-se que a concentracdo da
maioria das citocinas ndo apresentou distribuicdo normal (p<0.05). Sendo assim, para efeito das
comparacOes estatisticas estas varidveis sofreram transformacdo logaritmica. As medias
logaritmicas dos niveis das citocinas, quimiocinas e MMPs estudadas foram comparados entre 0s
trés grupos portadores de RREI, RRES e reabsor¢Ges mistas e entre 0s grupos amostrais e o

grupo controle, sem reabsorcéo, utilizando-se 0 modelo de regressao linear.
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Tabela 19: Concentracdo das citocinas, quimiocinas e metaloproteinases no conjunto de
dentes portadores de RRE e no grupo controle sem RRE

Citocina Grupo Min Max Média (+DP) Mediana Kolmogorov
-Smirnov
Controle 0,00 3182,22 687,34+£1227,59 21,04
IL-1p . P<0.05
Experimental 0,00 18840,71 535,78 +2397,14 57,60
Controle 16,99 16091,30 3432,77+3937,33 2505,58
IL-1RA . P<0.05
Experimental 0,00 45011,52 11371,55+11068.16 7975,84
Controle 0,00 86,66 34,51+25,75 35.83
IL-4 i P<0.05
Experimental 0,00 22,39 1,77+£3,04 1,38
Controle 2,49 14,48 4,92+2,86 4.34
IL-6 . P<0.05
Experimental 0,00 690,36 108,5+135,42 62,49
Controle 0,00 162,79 45,66+48,70 22.65
IL-8 . P<0.05
Experimental 1,51 4331,42 856,26+972,44 561.59
Controle 0,00 6,27 1,18+2,17 0.00
IL-10 i P> 0.05
Experimental 0,00 9,30 5,03+1,91 4.92
Controle 0,00 59,04 22,53+16,45 23.02
IL-17A i P> 0.05
Experimental 0,00 77,19 42,82+15,60 43.05
Controle 2337,89 28093,40 8211,7+9304,28 3605.07
MMP2 ) P<0.05
Experimental 0,00 30162,68 7715,24+7471,53 5595.38
Controle 0,00 2217,77 470,22+822,66 0.00
MMP9 i P<0.05
Experimental 0,00 11710,07 1313,94+2026,20 599.95
Controle 4,80 37,25 13,03+9,07 8.9
IFNy i P<0.05
Experimental 0,793 13,85 5,98+2,23 5,88
Controle 0,00 6,72 1,90+2,65 0.00
TNFa . P<0.05
Experimental 0,00 13,40 4,81+3,15 5.24
Controle 0,00 6294,98 2082,28+1422,83 1753,02
TGFp i P<0.05
Experimental 0,00 36181,63 7299,02+7616,77 5062,8
Controle 24,01 192,56 80,29+44,32 78.12
CCL2 . P< 0.05
Experimental 0,00 677,51 78,63+87,63 68.41
Controle 14,68 67,23 36,26+15,62 35.23
CCL3 . P<0.05
Experimental 0,00 554,21 85,58+106,63 38.27
Controle 461,43 3182,22 1826,60+749,79 1772.88
CCL5 . P<0.05
Experimental 0,00 19174,02 5120,6+4648,48 4985.18
Controle 216,88 2464,93 625,85+642,77 324,41
RANK i P> 0.05
Experimental 0,00 5649,61 1265,34+1078,36 997,1
Controle 452,37 1486,35 899,07+262,4 903,18
OPG . P< 0.05
Experimental 78,37 11546,81 1989,55+1964,87 1419,12
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A figura 12 apresenta os gréficos representativos dos niveis de IL-1p e TNF-a no
grupo controle, livre de reabsorcbes e nos grupos amostrais com diferentes padrbes
radiograficos RRE. Observa-se que os niveis de IL-1p foram significativamente mais altos
nas reabsorcdes inflamatdrias e mistas quando comparadas com as reabsorcdes por
substituicdo. A concentragdo de TNFa foi significativamente maior nos dentes portadores dos
trés tipos de reabsorcédo estudados quando comparados ao grupo controle. Considerando-se o
tipo de reabsor¢do, o grupo com reabsor¢des inflamatéorias apresentou indices de TNFa

significativamente maiores quando comparado aos grupos com reabsor¢fes por substituicdo

ou mistas.
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Figural2: A- Comparacdo dos niveis de IL-1B Log entre (a) RREI x RRES p=0.02;
comparagédo dos niveis de IL-1B Log entre (b) reabsorcdes mistas x RRES p=0.01. B-
Comparagdo dos niveis de TNFa Log entre (2) reabsor¢@es mistas e o grupo controle
p<0,001; (b) comparacdo entre RRES e o grupo controle p<0,001; (c) comparagdo
entre RREI e o grupo controle p=0,0018; (d) comparacdo entre RREI x RRES
p<0,001; (e) comparacdo entre RREI e reabsor¢des e mistas p=0,03.
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Na figura 13 sdo apresentados os gréficos representativos dos niveis de IL-6, IL-17A e
IFNy. Observa-se que ndo houve diferenga significativa nos niveis de nenhuma das trés
citocinas quando comparados os diferentes tipos de reabsorcao entre si. Quando comparados

com controles sem reabsorcao, os niveis de IL-6 e IFNy foram significativamente maiores nos

dentes com reabsorcdo, independentemente do tipo.
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Figural3: A- Comparacdo dos niveis de IL-6 Log entre (a) reabsor¢cdes mistas e o grupo controle
p<0,001;(b) comparacdo entre RRES e o grupo controle p<0,001;(c) comparacdo entre RREI
e 0 grupo controle p<0,001. B- Comparagio dos niveis de IFNy Log entre (a) reabsorcoes
mistas e o grupo controle p<0,001; (b) comparacdo entre RRES e o grupo controle p<0,0001;
(c) comparagdo entre RREI e o grupo controle p<0,0001.C — Comparac¢do dos niveis de IL-
17ALog entre o grupo controle e os grupos portadores de RREI, RRES e reabsor¢des mistas.
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Na figura 14 sdo apresentados os gréficos representativos dos niveis de IL-1RA,
TGFB, IL-10 e IL-4 no grupo controle, livre de reabsorgdes e nos grupos amostrais. Observa-
se que as concentracdes de IL-1RA foram significativamente maiores nos grupos com RREI e
reabsorcOes e mistas do que no grupo controle, sem reabsorcdo. A concentragdo de TGFp foi
significativamente maior nos dentes portadores de reabsor¢cdo mistas e por substituicdo
quando comparados ao grupo controle. Para o grupo com reabsor¢des inflamatorias esta
diferenca ficou no limiar de significancia estatistica. Os niveis de IL-4 foram
significativamente maiores no grupo controle quando comparado aos grupos de estudo
considerando o tipo de reabsor¢do. Ndo foram observadas diferengas significativas nos niveis
de IL-10 quando comparados os dentes portadores de reabsor¢do com os controles saudaveis

sem reabsor¢do ou quando comparados os diferentes tipos de reabsorcédo entre si.
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Figurald: A- Comparacdo dos niveis de IL-1RA Log entre (a) reabsorcfes mistas e o grupo controle p=0,02;(b) comparacdo dos niveis de IL-1RA Log
entre RREI e o grupo controle p=0,004. B- Comparacdo dos niveis de TGFfBLog entre (a) reabsor¢des mistas e o grupo controle p<0,001; (b)
comparacédo entre RRES e o grupo controle p<0,0001; (c) comparagdo entre RREI e o grupo controle p=0,05. C- Comparacdo dos niveis de IL-4Log
entre (a) reabsorcfes mistas e o grupo controle p<0,001; (b) comparacdo entre RRES e o grupo controle p<0,0001; (c) comparacdo entre RREI e o
grupo controle p<0,001.D — Comparacéo dos niveis de IL-10Log entre o grupo controle e os grupos portadores de RREI, RRES e reabsor¢es mistas.



98

Na figura 15 s&o apresentados os gréficos representativos dos niveis de OPG e RANK
no grupo controle, livre de reabsor¢des e nos grupos amostrais. Observa-se 0s niveis destas
citocinas foram significativamente maiores nos dentes portadores de RREI e reabsorcdes
mistas quando comparados ao grupo controle, sem reabsorcdo. N&o foram observadas
diferencas significativas nas concentragdes de OPG e RANK entre o grupo portador de RRES

e 0 grupo controle tampouco entre 0s grupos amostrais entre si.
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Figural5: Comparacédo dos niveis de OPG Log entre (a) reabsor¢des mistas e o grupo controle
<0,001; comparacdo dos niveis de OPG Log entre (b) RREI e o grupo controle
P<0.001. B- Comparacdo dos niveis de RANKLog entre (a) reabsor¢fes mistas e o
grupo controle p<0=0.048; comparacdo entre (b) RREI e o grupo controle p=0,03.
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Na figura 16 sdo apresentados os graficos representativos dos niveis das quimiocinas
estudadas. Observa-se dentes portadores de reabsor¢do apresentaram niveis significativamente
maiores de IL-8 quando comparados aos controles independentemente do tipo de reabsorcao.
Além disso, os niveis de IL-8 foram significativamente maiores nas reabsor¢es mistas
quando comparadas com as reabsorcdes inflamatorias e por substituicdo. Os niveis de CCL5
foram significativamente maiores nos dentes portadores de reabsor¢Ges por substituicdo e
mistas quando comparados com o grupo controle sem reabsor¢cdo. N&o houve diferenca
significativa quando comparado o grupo com reabsorcao inflamatéria e o grupo controle nem

quando comparados os 3 tipos de reabsorcao entre si
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Na figura 17 sdo apresentados os gréficos representativos dos niveis das MMPs
estudadas. Quando comparados os trés tipos de reabsorcdo entre si, 0s niveis de MMP2
foram significativamente maiores no grupo com reabsorcdo por substituicdo em relacéo
aos grupos com reabsorcBes inflamatorias e mistas e ao grupo controle. Ndo foram
observadas diferencas significativas nos niveis de MMP9 quando comparados 0s grupos

amostrais entre si nem quando comparados com o grupo controle livre de reabsorcéo.
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Figural7: Comparacdo dos niveis de MMP2Log entre (a) reabsorcdes mistas e 0 grupo
controle p=0,04; (b) comparacdo entre RRES e RREI p<0,001; (c) comparacéo
entre RREI e reabsor¢des mistas p<0,001. B- Comparacao dos niveis de MMP9Log
entre o grupo controle e os grupos portadores de RREI, RRES e reabsor¢des mistas.
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6 DISCUSSAO

A avulsdo dentéria consiste no completo deslocamento do dente de seu alvéolo
resultando na ruptura total das fibras do ligamento periodontal, danos a camada
cementoblastica e no rompimento do feixe vasculo-nervoso periapical e consequente
interrupcdo do aporte sanguineo pulpar. O reimplante dentério, definido como o
reposicionamento de um dente avulsionado em seu alvéolo, tem sido aceito como o
tratamento de escolha das avulsdes dentarias, embora seu prognéstico no longo prazo seja
imprevisivel (ANDERSSON et al., 2012). Enquanto alguns dentes podem permanecer em
funcionamento durante décadas, muitos sdo perdidos levando a consequéncias funcionais,
estéticas, psicoldgicas e econdmicas relevantes, principalmente para a faixa etaria mais
acometida, criancas e adolescentes (CORTES et al.,, 2002; NGUYEN et al.,, 2004,
MARCENES e RYDA, 2007). A cicatrizagio ap6s um reimplante dentario esta diretamente
relacionada & manutencéo da viabilidade do LP remanescente na superficie radicular do dente
avulsionado (ANDREASEN, 1981c; ANDRESEN e KRISTERSON, 1981, LINDSKOG et
al., 1985). Como as células do LP que permanecem na raiz ap0s a avulsdo sdo privadas do
suprimento sanguineo e logo consomem seus metabdlitos armazenados, a necrose do LP
resulta mais das condi¢bes de manutencdo do dente avulsionado durante o periodo extra-
alveolar do que propriamente da leséo tecidual que ocorre durante o deslocamento do dente
(HAMMARSTROM et al., 1986a). Fatores como a idade, condi¢des de armazenamento e
duracdo do periodo extra-alveolar do dente avulsionado bem como o tratamento de urgéncia
da avulsdo tem sido implicados no prognostico dos reimplantes dentarios no longo prazo e
foram utilizados como base para a elaboracdo de protocolos para atendimento das lesdes
traumaticas como, por exemplo, o divulgado pela Associagdo Internacional de Traumatologia
Dentaria — IADT (ANDERSSON et al., 2012). Em que pese o fato destes protocolos se
basearem nas melhores evidéncias disponiveis, deve-se reconhecer que a grande maioria dos
procedimentos propostos se baseia em estudos experimentais, realizados em animais, uma vez
que a literatura clinica relativa aos reimplantes dentarios ainda é dominada por estudos de
baixo poder de evidéncia cientifica tais como relato de casos, série de casos e estudos
transversais retrospectivos. Estudos clinicos randomizados, embora ideais, ndo sdo viaveis em
pacientes portadores de lesoes traumaticas dentarias (LTD), devido a razdes éticas. Este fato
reforca a importéncia de estudos clinicos longitudinais ndo randomizados em humanos para
avaliacdo das condutas propostas a partir de evidéncias experimentais (ANDREASEN et al.,

2012). Estudos desta natureza podem se constituir em importante ferramenta desde que
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recebam um tratamento estatistico adequado e que fatores de confusdo possam ser controlados
(ANDREASEN et al., 2012). Neste contexto, o presente estudo traz uma importante
contribuicdo para a literatura odontoldgica tendo em vista o tamanho da amostra, constituida
de 205 dentes reimplantados em 165 pacientes. Com excecao do estudo prospectivo realizado
por Andreasen et al. (1995a; 1995b), no qual foram avaliados 400 dentes (272 dentes para a
analise multivariada), a maioria dos acompanhamentos clinicos de dentes avulsionados foi
realizada com amostras relativamente pequenas, geralmente inferiores a 50 dentes
(ANDERSSON et al., 1989; ANDERSSON e BODIN, 1990; MACKIE e WORTHINGTON,
1992; SCHATZ et al., 1995; BARRETT e KENNY, 1997b; BOYD et al, 2000; POHL et al.,
2005a; 2005b; 2005c; CHAPPUIS e Von ARX, 2005; PETROVIC et al., 2010; RHOUMA et
al., 2012). Devido a caracteristica retrospectiva da maioria dos levantamentos, outra limitacdo
frequentemente encontrada na literatura clinica é a falta de padronizacdo dos procedimentos
adotados durante o reimplante bem como no registro de informacdes. Estas dificuldades
foram contornadas no presente estudo, uma vez que o0s dois centros envolvidos no
atendimento dos pacientes integrantes da amostra atual (Pronto Socorro Odontoldgico do
Hospital Municipal Odilon Bherens - onde o atendimento de urgéncia foi realizado, e a
Clinica de Traumatismos Dentarios da Faculdade de Odontologia da UFMG- onde 0s
pacientes receberam atendimento sequencial) integram o Programa Traumatismos Dentarios
da FO-UFMG e adotaram protocolos e formularios comuns desde 1994. Cabe aqui ressaltar
que nem todos os procedimentos indicados nos protocolos mais recentes da IADT (FLORES
et al., 2007; ANDERSSON et al., 2012) eram indicados no periodo inicial de abrangéncia do
estudo (1994 a 2010). Entretanto, este fato ndo invalida os resultados atuais uma vez que as
manobras adotadas para a realizacdo do reimplante foram rigorosamente as mesmas para toda
a amostra, permitindo desta forma reduzir a possibilidade de viés no delineamento do estudo,
de acordo com o postulado por Andreasen et al. (2012). O fato da CTD-FO-UFMG funcionar
de forma permanente desde 1986 e representar um centro de referéncia para pacientes
portadores de LTD no municipio de Belo Horizonte permitiu reunir uma amostra significativa
mesmo apoés a adocdo de rigidos critérios de inclusdo que contemplavam a padronizacéo dos
procedimentos durante o reimplante, dos dados clinicos disponiveis e das radiografias
utilizadas para diagnostico da atividade de reabsorcdo além dos outros critérios descritos na

metodologia.

As Equacdes de Estimacdo Generalizadas (GEE) foram adotadas neste estudo, com
matriz de simetria composta (DIGGLE et al., 2002), o que permitiu tratar na analise estatistica
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situacbes em que mais de um dente foi reimplantado no mesmo paciente, levando em
consideracdo a possibilidade de correlacdo entre eles. O modelo GEE foi introduzido pela
primeira vez por LIANG e ZEGER (1986) e se tornou muito popular nas disciplinas
bioldgicas, epidemioldgicas e afins, sendo adotado como uma abordagem padréo para dados
correlacionados, especialmente com desfechos categoricos. Esta abordagem € inédita na
literatura sobre traumatismos dent&rios uma vez que até entdo este problema havia sido
solucionado selecionando-se, ao acaso, apenas um dente por paciente (ANDREASEN et al.,
1995a, 1995 b) ou escolhendo-se o dente com o pior progndstico (BARRETT e KENNY,
1997b). A utilizacdo do modelo GEE, torna-se particularmente (til, considerando-se que a
maioria dos estudos clinicos em traumatismos dentarios, realizados em um Unico servico,
apresentam uma grande dificuldade de reunir amostras com poder estatistico razoavel. Sendo
assim, este trabalho também trouxe uma nova e importante contribui¢do para analise de dados
clinicos em traumatismos dentarios ao propor uma abordagem que permite se avaliar mais de

um dente no mesmo paciente.

No presente estudo utilizamos a atividade de reabsor¢cdo como indicador do
prognostico dos dentes reimplantados por se tratar da sequela mais frequente ap6s o
reimplante de dentes permanentes, com prevaléncia relatada entre 74 e 96%, e por representar
a principal causa de perda de dentes reimplantados (ANDREASEN e ANDREASEN, 2007).
A avaliagdo da atividade de reabsorcdo como medida do prognoéstico de dentes reimplantados
também vai de encontro ao postulado por Barrett e Kenny (1997a) que chamam a atencéo
para a variacao e subjetividade dos critérios utilizados para avaliacdo do desempenho clinico
de reimplantes dentarios e para a necessidade urgente de se adotar parametros quantitativos
objetivos que permitam a comparagao dos resultados viabilizando, desta forma, uma futura
meta-analise. Ap6s um reimplante, a RREI representa um processo predominantemente
catalitico, associado a presenca de infecgdo oriunda do espago do canal radicular, enquanto a
RRES resulta da incorporacdo da estrutura radicular no processo de remodelacdo 0ssea,
devido a uma unido direta entre o 0sso alveolar e a superficie da raiz. Para estudo da atividade
de reabsorcdo foram utilizados dois indicadores radiogréficos: o tipo de reabsor¢do (RREI x
RRES) - de acordo com o critério descrito por Andreasen et al. (1995b) e o indice
radiogréfico descrito por Andersson et al., (1989). Estes dois parametros foram avaliados na
consulta de inicio do TER e anualmente nas consultas de acompanhamento do paciente.
Embora atualmente existam outras tecnologias disponiveis para se mensurar a atividade de

RRE, como por exemplo as tomografias computadorizadas de cone beam TCCB (NANCE et
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al., 2000; ESTRELA et al., 2009), optamos no presente estudo por ndo descartar 0 numero
significativo de casos atendidos antes do advento das novas tecnologias de diagndstico por
imagem, uma vez que o periodo de abrangéncia do estudo foi de 1994 a 2010. Acrescente-se
aqui que esta tecnologia s6 foi disponibilizada na cidade de Belo Horizonte, onde foi
conduzido o estudo, a partir de 2006, mesmo assim apenas em servigos privados . Além disso,
embora as TCCB tenham se mostrado mais eficazes do que radiografias periapicais para o
diagnostico da RREI elas ndo fornecem medidas precisas para a RRES (NANCE et al., 2000;
ESTRELA et al., 2009). Em contrapartida, o indice radiografico por nés adotado se mostrou
altamente confidvel para identificar estas reabsorcdes em estudos anteriores (ANDERSSON
et al., 1989; ANDERSON e BODIN, 1990; BARRETT e KENNY, 1997b; EBELESEDER et
al., 1998), representa uma medida quantitativa e reproduzivel e foi recomendado como
procedimento padrdo para avaliacdo da atividade de reabsor¢do (BARRETT e KENNY, 1997
a).

O periodo minimo de acompanhamento deste estudo foi de 1 ano com mediana de 3
anos. Este € um aspecto importante a ser considerado na avaliacdo radiografica das
reabsorc@es radiculares apos reimplantes dentarios uma vez que, em estagios iniciais, existem
dificuldades técnicas de identificacdo das mesmas devido & sobreposi¢do da imagem de
estruturas dentarias ou Osseas sobre as cavidades de reabsorcdo, principalmente quando
localizadas nas superficies vestibular e lingual (ANDREASEN et al., 1987; CHAPNICK et
al., 1989). Além disso, estudos clinicos tem demonstrado que as reabsorcdes radiculares sao
eventos tardios, que aumentam sua incidéncia no médio e longo prazo apdés o reimplante
(ANDERSSON et al., 1989; ANDREASEN et al., 1995b; BOYD et al., 2000; SOARES et al.,
2008). No presente estudo, além do periodo de acompanhamento suficientemente longo, as
dificuldades técnicas para o diagnostico radiografico das reabsor¢fes também foram
minimizadas tomando-se radiografias em diferentes angulacGes, de acordo com os critérios

sugeridos na literatura por Andreasen e Andreasen (1985).

A primeira etapa deste trabalho consistiu no estudo do efeito de fatores como idade no
momento do trauma, periodo extra-alveolar e condi¢cBes de armazenamento do dente
avulsionado, duracdo do periodo de imobilizacdo, momento de inicio do TER e uso de
antibioticoterapia sisttémica, na atividade de reabsorcdo determinada na consulta de inicio do
TER, e ao final do acompanhamento do paciente. Varios estudos clinicos e experimentais
avaliaram o papel destes fatores na etiopatogenia das RRE pos-traumaticas (ANDREASEN,
1975; NASJLETI et al., 1982; ANDERSSON et al., 1985; HAMMARSTROM et al., 1986b;
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ANDERSON et al.,1989; ANDREASEN et al., 1995a; ., 1995b; BARRETT e KENNY,
1997b; SAE-LIM et al., 1998a; 1998b; EBELESEDER et al.;1998, KINIRONS et al.,1999;
KINIRONS et al., 2000; DONALDSON e KINIRONS, 2001; PETROVIC et al., 2010;
RHOUMA et al., 2012). Entretanto, além de transversais, a maioria destes estudos avaliou a
ocorréncia de RRE ao final do periodo de acompanhamento ao passo que pouca atencéo foi
dada aos fatores que determinam a atividade de reabsor¢do no periodo inicial ap6s o
reimplante. No presente trabalho avaliamos ndo sé a atividade final de RRE mas também os
fatores determinantes da RREI, antes da intervencdo endodontica, trazendo uma importante
contribuicdo ao demonstrar que os fatores que influenciaram a ocorréncia e gravidade da
RREI antes do TER foram diferentes daqueles que influenciaram na progressdo da RRES

observada no longo prazo.

Para o estudo do padrdo de evolucdo das reabsorcGes radiculares no longo prazo foi
realizada uma andlise de sobrevida utilizando-se 0 modelo de taxa de falhas proporcionais de
Cox tendo como variavel resposta o tempo decorrido a partir do reimplante, até se atingir
indices de reabsorcdo superiores a 6 (falha). A matriz de varidncia-covariancia robusta foi
utilizada para corrigir os erros padrdes dos estimadores do modelo devido a analisarmos mais
de um dente reimplantado por paciente. A escolha do ponto de corte no indice 6, como evento
da variavel resposta, se justifica por representar a perda de 50% da estrutura radicular e
considerando-se que quadros avancados de reabsorcéo debilitam a estrutura radicular podendo
levar a esfoliacdo do dente ou a fraturas cervicais (CVEK, 1992). A andlise de sobrevida se
presta muito bem para a avaliacdo do progndéstico no longo prazo, pois permite incorporar
pacientes em diferentes momentos do acompanhamento o que a torna vantajosa para o estudo
de reimplantes tendo em vista os longos periodos necessarios para se atingir tamanhos de
amostra razoaveis. Além disso, o conhecimento dos fatores que podem atuar na progressao
das REE, e consequentemente no tempo que este dente pode permanecer na boca, representa
uma informagdo mais completa e tem um impacto direto no plano de tratamento da avulséo
dentaria a médio e longo prazo. O modelo de sobrevida para analise do efeito de variaveis
demogréficas e clinicas no tempo de permanéncia de dentes reimplantados tem referéncia na
literatura nos trabalhos de BARRETT E KENNY (1997b), POHL et al. (2005) e PETROVIC
et al. (2010). Além disso, a analise de sobrevida também foi utilizada para avaliar a
ocorréncia dos diferentes tipos de reabsor¢do no longo prazo (BOYD et al., 2000) e no
periodo inicial apds o reimplante (DONALDSON e KINIRONS, 2001). Destaque-se aqui que
o presente estudo utilizou, de forma inédita, 0 modelo de Cox ajustado para incorporar o
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efeito do tempo também nas covariaveis que modificaram sua condi¢cdo ao longo do

acompanhamento, a saber: realizacdo do TER e presenca da imobilizag&o.

Nossos resultados demonstraram que, enquanto a RREI representou o tipo de
reabsorcdo mais prevalente até o inicio do TER, a RRES foi predominante no longo prazo,
corroborando dados da literatura (ANDERSSON et al., 1989; ANDREASEN et al., 1995b;
DONALDSON e KINIRONS, 2001). Considerando esta distribuicdo nossos resultados sobre
a atividade de reabsorcdo inicial se aplicam principalmente a subamostra constituida de 182
dentes portadores de RREI inicial. Da mesma forma as andlises de sobrevida realizadas para

o0s 135 casos que desenvolveram RRES no longo prazo apresentam maior poder estatistico.

No presente estudo, tanto a ocorréncia quanto a extensdo da RREI inicial foram
progressivamente influenciados pelo momento da pulpectomia ou seja, cada dia decorrido
entre o reimplante e o inicio do TER, representou um incremento de 1,2% na chance de
desenvolver RREI. No estado atual do conhecimento, podemos afirmar que o efeito
progressivo observado no presente estudo, ndo havia sido identificado anteriormente. Outra
contribuicdo inédita dos nossos resultados foi a relacdo direta da pulpectomia tardia com a
maior chance de desenvolver quadros de RREI com indices superiores a 4, considerados
moderados e severos (0,5% ao dia). Diante destes resultados sé@o coerentes com o papel
central desempenhado pela infeccdo do canal radicular na etiopatogenia das RREI
progressivas, demonstrado em estudos experimentais (ANDREASEN, 1981a;
ANDREASEN,1981b; TROPE et al., 1992). O papel da bactéria, bem como de seus
subprodutos ja é bem estabelecido na etiopatogenia das reabsorcdes 0sseas periapicais de
origem endodontica (GRAVES et al., 2011). Como as bactérias presentes no SCR sdo
inacessiveis a resposta imune, a menos que a infecgdo seja removida mecanicamente através
do TER, uma resposta inflamatoria persistente € mantida no LP e na superficie radicular
danificados pelo trauma. Esta resposta do hospedeiro desempenha um papel protetor critico na
resisténcia a infeccdo, mas também tem consequéncias destrutivas que resultam na lesdo
tecidual (SIQUEIRA Jr., 2009). Curiosamente, o tempo decorrido entre o reimplante e o
momento da pulpectomia nédo influenciou a taxa de progressdo da RRE no longo prazo seja na
amostra como um todo, seja quando considerados os casos de RRES separadamente. Este
resultado reforca a premissa de que a etiopatogenia dos dois tipos de reabsor¢édo avaliados no
presente estudo, RREI e RRES, e diferente. Enquanto a remocdo do fator infeccioso
efetivamente controla os quadros de RREI, a evolu¢do da RRES no longo prazo néo sofreu
influéncia direta da infec¢do endoddntica inicial.
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Nossos resultados também demonstraram que a idade no momento do trauma
representou um importante fator determinante da atividade de reabsorcéo tanto inicial quanto
da progressdo da RRE no longo prazo. Para esta analise utilizamos dois pontos de corte que
haviam sido previamente associados na literatura com a atividade de REE. Observamos que o
ponto de corte de 16 anos foi determinante da maior ocorréncia de reabsorcdo inicial
independentemente do tipo ou extensdo. Além disso, a probabilidade de progressdo rapida da
RRE foi 68% menor em pacientes com idades superiores 16 anos no momento do trauma.
Este efeito protetor da idade foi mais evidente na RRES uma vez que a probabilidade de
progressao rapida da RRES foi 79% menor em pacientes com mais de 16 anos no momento
do trauma. Estes resultados estdo de acordo com os relatos de Andersson et al. (1989) ao
observarem que pacientes com idades inferiores a 16 anos no momento do reimplante
apresentaram evolucdo mais rapida da RRES. Além disso, embora ndo tdo evidente como no
ponto de corte de 16 anos, nossos resultados demonstraram que pacientes com idades
superiores a 11 anos no momento do trauma também apresentaram menor probabilidade de
desenvolver progressdo rapida da RRES (48%). Considerando-se que a RRES é regulada
pelos mesmos mecanismos moduladores da reabsorcdo do osso alveolar, pode-se especular
que a maior atividade de RRES observada nos pacientes com idades inferiores a 16 anos se
deve a maior taxa de remodelagdo Ossea observada durante o pico de crescimento da
adolescéncia (ANDERSSON et al., 1989). Observamos também que a idade de 11 anos foi
um importante ponto de corte para atividade de RREI inicial uma vez que pacientes com
idades superiores a 11 anos no momento do reimplante apresentaram 64% menos chance
(p=0,02) de desenvolver quadros moderados e severos de RREI inicial (indices > 4). A
caracteristica da presente amostra, constituida exclusivamente por dentes com rizogénese
completa e &pice fechado, sugere que a idade influencia a atividade de reabsorcao atraves de
outros mecanismos além do ja conhecido efeito do grau de rizogénese. A maior extensdo de
RREI observada nos pacientes mais jovens do que 11 anos de idade pode ser atribuida ao fato
de que, mesmo com a rizogénese completa, dentes jovens apresentam tdbulos dentinarios
amplos o que permite que o trénsito livre e em maior quantidade de bactérias e seus
subprodutos do ambiente do SCR para a superficie da raiz (ANDREASEN, 1981d;
HAMMARSTROM et al., 1986a).

O periodo extra-alveolar do dente avulsionado, quando considerado o ponto de corte
de 15 min, ndo foi determinante da atividade inicial de RRE. Para a atividade de reabsorcéo
observada no longo prazo, embora se tenha observado uma tendéncia da taxa de progressao
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rapida da RRE ser maior no grupo com periodo extra-alveolar superior a 15 min para a
amostra como um todo (p=0,08), este efeito ndo pode ser comprovado quando analisados os
casos de RRES separadamente (p=0,31). Este resultado contrasta com os resultados prévios
da literatura que relacionaram a atividade inicial de RRE com a duracdo do periodo extra-
alveolar superior a 20 min (KINIRONS et al.;1999), 30 min (BOYD et al., 2000) e 15 min
(DONALDSON e KINIRONS, 2001). Além disso, também diferem dos resultados que
demonstraram uma associacao significativa entre a atividade de reabsorcéo no longo prazo e o
periodo extra-alveolar (PETROVIC et al., 2010; ANDERSSON e BODIN, 1990;
ANDREASEN et al., 1995b). As divergéncias encontradas entre os resultados atuais e 0s
dados da literatura devem levar em consideracdo as caracteristicas da amostra atual na qual
92,2% dos casos apresentaram periodo extra-alveolar superiores ao ponto de corte de 15 min.
Quando considerados os casos mantidos a seco observa-se que somente 1 caso (1,2%) foi
reimplantado dentro do periodo de 15 min. Esta concentracdo dos casos acima do periodo
descrito na literatura como determinante da atividade de reabsor¢do pode ter impedido

compara¢des mais consistentes.

Na presente amostra 0 meio de armazenamento do dente avulsionado apresentou-se
significativamente associado com a progressdo da reabsorcdo observada ao longo do
segmento. O armazenamento do dente em meios Umidos, especialmente no leite representou
um fator de protecdo contra a progressdo mais rapida da REE observada no longo prazo. Este
efeito protetor também foi evidente quando considerada a subamostra constituida dos casos de
RRES. Estes achados sdo coerentes com 0s mecanismos envolvidos na cicatrizacdo do LP
apo6s um reimplante dentéario (LEKIK e McCULLOCH, 1996). Sabe-se que a preservacdo de
um pool de células viaveis, na por¢do do LP que fica aderida a superficie da raiz ap6s uma
avulsdo é fundamental para que a cicatrizagdo ap6s um reimplante acontega com neoformacéo
de um ligamento periodontal normal e com minima atividade de reabsor¢do (ANDREASEN,
1975; ANDREASEN, 1980a; ANDREASEN e KRISTERSON, 1981). Este reparo normal se
da as custas de células tronco precursoras dos fibroblastos que proliferam e recobrem a
superficie da raiz (LEKIK e McMULLOCH, 1996). Outro grupo celular de grande
importancia neste processo sdo 0s restos epiteliais de Malassez que permanecem mergulhados
no LP apds a fragmentacdo da bainha epitelial radicular, organizados sob a forma de ilhotas
ou corddes e formando uma rede que envolve toda a raiz, a semelhanca de uma cesta de
basquete. Embora o préprio nome induza & uma concepc¢éo errada de que estes remanescentes

sdo “restos” sem fung¢do ou quando muito envolvidos em mecanismos patoldgicos como a
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formacdo de cistos perirradiculares, sabe-se hoje em dia que estas células ndos sdo
quiescentes e desempenham, entre outras fun¢des, um importante papel na manutencdo do
espaco do LP impedindo desta forma a anquilose alvéolo-dentaria e a RRES (KEINAN e
COHEN, 2013). Entretanto, a viabilidade destes grupos celulares ap6s uma avulsao depende
de um curto periodo extra-alveolar, que ndo ultrapasse 15 min a seco (LEKIK et al., 1996;
LEKIK et al., 1998), ou da manutencdo do dente em meios de armazenamento que reponham
0s metabolitos e mantenham a vitalidade destas células (UDOYE et al, 2012). Entre a miriade
de substancias propostas para o armazenamento de dentes avulsionados, existem evidéncias
experimentais, desde os estudos classicos de BLOMLOF et al. (1983) que o leite é um meio
compativel com a manutencdo da viabilidade e capacidade clonogénica das células do LP
desde que os dentes sejam armazenados dentro de um periodo de 15 a 20 min (UDOYE et al.,
2012). Além disso, nossos resultados corroboram os dados dos poucos estudos clinicos
disponiveis que demonstraram o melhor prognostico de dentes armazenados em meios como
0 soro, a agua e a saliva (MACKIE e WORTHINGTON, 1992; ANDREASEN et al., 1995b;
DONALDSON e KINIROSN, 2001; WERDER et al., 2011). Os resultados relativos ao
desempenho clinico do armazenamento de dentes avulsionados no leite se revestem de
especial interesse por serem inéditos. Muito embora exista uma extensa literatura de estudos
experimentais que comprovam os beneficios do leite como meio de armazenamento (UDOYE
et al., 2012), os dados clinicos até entdo disponiveis consistiam de dados descritivos, com um
nimero muito reduzido de casos e portanto, sem validade estatistica. A primeira referéncia
clinica sobre o leite como meio de armazenamento foi apresentada por Mackie e Worhington
(1992) que observaram menor ocorréncia de RRE num grupo de 17 dentes armazenados no
leite, soro ou saliva (anélise univariada, qui-quadrado). Entretanto, o estudo ndo apresenta
informagdes especificas sobre o armazenamento no leite e ndo foi realizada uma analise
multivariada para avaliagdo conjunta com outras varidveis clinicas. Donaldson e Kinirons
(2001) avaliaram o efeito do meio de armazenamento no inicio da atividade de reabsorcéo
apos o reimplante dentario. Utilizando curvas de sobrevida e o teste de Log-Rank os autores
demonstraram que dentes armazenados a seco apresentaram maior risco de reabsorcoes
precoces quando comparados com dentes armazenados em meios imidos (41 dentes no leite,
9 dentes na saliva, 6 dentes na agua, 2 dentes no soro). Os autores entretanto ndo apresentam
os resultados especificos para cada meio e nem entre 0s meios Umidos entre si. Além disso
também ndo foi realizada uma analise conjunta considerando os outros fatores determinantes.
No estudo de Petrovic et al. (2010), o0 meio de armazenamento ndo exerceu nenhum efeito

significativo na ocorréncia de RRE apds o reimplante. Entretanto, embora os autores tenham
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realizado uma analise multivariada utilizando-se do modelo de Cox, o tamanho reduzido da
amostra, 32 dentes, sendo que 26 permaneceram a seco durante o periodo extra-alveolar, pode
ter enfraquecido o poder estatistico do trabalho. Por fim, Werder et al. (2011), também
observaram que o armazenamento do dente avulsionado em meio de cultura apresentou 0s
melhores indices de cicatrizacdo do LP, seguido pelo armazenamento no leite ou no soro. O

pequeno nimero de casos (42 dentes), entretanto, inviabilizou uma anélise estatistica.

Causa estranheza o fato do efeito protetor dos meios de armazenamento néo ter sido
observado na atividade inicial de RREI medida na consulta de inicio do TER contrariando o
que foi observado no longo prazo para os casos de RRES, e diferindo também de outros
estudos que demonstraram o efeito das condi¢des de armazenamento do dente avulsionado na
ocorréncia de RRE logo ap6s o reimplante (KINIRONS et al., 1999; BOYD et al.,2000;
DONALDSON e KINIRONS, 2001). Uma provavel explicacdo para os nossos resultados
pode ser a distribuicdo desfavordvel em relagdo ao momento da pulpectomia, ou seja, na
grande maioria da presente amostra o inicio do TER foi tardio (mediana de 2,2 meses apds 0
reimplante) quando comparada com o periodo ideal de 14 dias recomendado pelos protocolos
atuais. A principal consequéncia desta demora no inicio do TER ¢é a exposicao prolongada do
PL danificado a infeccdo presente no SCR uma vez que a microbiota envolvida na infec¢do do
SCR pode aumentar em quantidade e variedade de espécies com o tempo de infeccdo,
estando, por exemplo, diretamente associada ao tamanho das lesdes periapicais (ROCAS e
SIQUEIRA, 2008). A exposicao prolongada do LP danificado as bactérias e seus subprodutos
pode ter se sobreposto aos efeitos de um armazenamento favoravel uma vez que a presenca da
infeccdo pode retardar ou mesmo impedir a cicatrizacdo (GRAVES et al., 2011).
Curiosamente, a perda deste efeito protetor ndo foi permanente tendo se manifestado no longo
prazo diminuindo a probabilidade de progressdo rapida da RRES. Este fato pode ser
interpretado a luz dos conhecimentos disponiveis sobre o papel da bainha epitelial na
cicatrizacdo de transplantes, autotransplantes ou periodontites apicais em dentes permanentes
jovens necrosados. Estudos experimentais em macacos demonstraram que mesmo pequenas
fragbes remanescentes da bainha epitelial s&o suficientes para induzir a continuidade de
formacdo radicular em dentes transplantados e autotransplantados (ANDREASEN et al.,
1988). Além disso, existem evidéncias clinicas (TORNECK, 1982) e experimentais (DAS et
al., 1997) de que as células da bainha radicular, da papila dental apical e do foliculo dentario
podem sobreviver na presenca da infecgdo retomando suas atividades metabdlicas apos a
eliminacdo da contaminacdo bacteriana através do TER. Estas células entdo seriam
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responsaveis pelos mecanismos de reparo observados apés a apexificacdo (RAFTER, 2005),
revascularizagdo de dentes traumatizados (CVEK et al., 1992; KVINNSLAND e
HEYERAAS, 1990; RUNGVECHVUTTIVITTAYA et al., 1998; YANPSET e TROPE,
2000) ou cicatrizacdo pulpar de dentes permanentes jovens necrosados submetidos as terapias
regenerativas (THIBODEAU et al. 2007;). O mesmo comportamento pode ser esperado dos
0s restos epiteliais de Malassez, uma vez que também se originam da bainha epitelial e
participam ativamente no processo de cicatrizacdo do LP (WESSELINK et al., 1993;
HASEGAWA et al., 2003), e das células tronco envolvidas no processo de reparo do LP
(AMAR, 1996; McCULLOCH, 2000). Sendo assim, pode-se conjecturar que, 0
armazenamento em meio favoravel permite a manutencdo da vitalidade dos remanescentes
epiteliais de Malassez e de outras células tronco do LP que passam por um periodo de
inatividade e quiescéncia enquanto houver a presenca de infeccdo no SCR. Apés a
desinfeccdo do SCR através do TER, estas células entram novamente em atividade
estimulando os mecanismos de reparo das estruturas que protegem a superficie da raiz a
saber: camada cementoblastica e LP, explicando desta forma o efeito protetor do meio de

armazenamento observado no longo prazo.

Nossos resultados demonstraram que o periodo de imobilizagdo ndo exerceu influéncia
na atividade de RREI inicial, observada antes do TER, mas foi diretamente proporcional a
taxa de progressao rapida da RRES no longo prazo. A funcdo da imobilizacdo € manter em
posicdo e estabilizar um dente reimplantado durante o periodo inicial de cicatrizacdo das
fibras do LP (OIKARINEN, 1990). Entretanto, estudos experimentais demonstraram que,
embora a imobilizacdo semi-rigida ajude na cicatrizagcdo normal do LP, periodos prolongados
da mesma podem aumentar a incidéncia de RRES (ANDREASEN, 1975; ANDERSSON et
al., 1985). Os estudos clinicos nesta area sdo inconclusivos. Se por um lado os resultados de
Kinirons et al. (1999) confirmaram uma maior frequencia de RRES apds periodos
prolongados de imobilizacdo, ndo existem evidéncias que comprovem que periodos curtos de
imobilizacdo estdo associados com melhores indices de cicatrizacdo periodontal ou menor
incidéncia de RRES (HINCKFUSS e MESSER 2009b). Nossos resultados portanto, trazem
uma contribuicdo importante ao confirmar a hipotese de que periodos prolongados de

imobilizacdo favorecem a ocorrencia de RRES no longo prazo.

No presente estudo o uso de antibioticoterapia sistémica nédo influenciou a ocorréncia
ou gravidade da RREI, observada antes do TER, ou da RRES , observada no longo prazo.
Embora a vantagen da antibioticoterapia sistémica tenha sido demonstrada experimentalmente
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(HAMMARSTROM et al., 1986; SAE-LIM et al.,1998) este efeito ndo pode ser comprovado
nos levantamentos clinicos disponiveis (ANDREASEN e HIJZRTING-HANSEN, 19664a;
ANDREASEN et al., 1995b; BARRETT e KENNY, 1997b). Mais recentemente, a meta-
analise realizada por Hinckfuss e Messer (2009c) concluiu que os beneficios do emprego da
antibioticoterapia sistémica foram inconclusivos. Estes achados sdo consistentes com o fato
de que a infeccdo no interior do canal radicular, responsavel em ultima instancia, pela
ativacdo e manutencdo da RREI ndo é atingida pelos antibioticos administrados pela via oral
pois ja ndo existem vasos viaveis no tecido pulpar necrético. Os resultados atuais,
considerados em conjunto com os dados da literatura, assumem uma grande relevancia uma
vez que esta conduta é recomendada na maioria dos protocolos atuais com o objetivo de
reduzir o risco de RREI, particularmente nos casos de TER tardio (ANDERSSON et al.,
2012; Protocolo da Associacao Americana de Odontopediatria, 2007; Protocolo do Ministério
da Salde da Malasia, 2002; GREG e BOYD, 1998). Considerando o risco de efeitos
colaterais, o sério problema da resisténcia bacteriana, e a falta de evidéncias que sustentem os
beneficios do uso de antibioticoterapia sistémica apds o reimplante dental, esta recomendacéo
foi questionada em recente editorial do peridédico Dental Traumatology (SHAH e ASHLEY,
2010).

Os resultados obtidos relativos a participacdo da idade no momento do trauma,
momento do TER, meio de armazenamento e duracdo da imobilizacdo na atividade de
reabsorcdo apos os reimplantes dentarios demonstraram que estes fatores tem uma importante
participacdo na etiopatogenia das RRE e que, se controlados, podem melhorar o prognéstico
final dos reimplantes. Entretanto, ndo sdo capazes de explicar completamente as diferencas
interindividuais observadas. A ocorréncia de RRES antes da realizacdo do TER, de altos
indices de reabsor¢Ges em curto periodo de tempo decorrido apds o reimplante ou ainda,
minima atividade de reabsorcdo mesmo apos TER tardios, sdo achados clinicos intrigantes
que suscitam importantes questionamentos: diferencas na resposta individual poderiam estar
envolvidos na determinacdo de diferentes padrbes de cicatrizacdo apos o trauma e frente a
infeccdo?... Em que pese a pertinéncia e relevancia desta pergunta, existem ainda
preocupantes lacunas na literatura odontolégica relacionadas a microbiota endodontica em
dentes traumatizados. Diferencas no tipo e carga das espécies bacterianas dominantes, bem
como suas interacOes resultantes, podem ser responsaveis por diferentes graus de
patogenicidade e, consequentemente, da gravidade da resposta do hospedeiro (SIQUEIRA et
al., 2004) e foram relacionadas, com o tamanho (FIGDOR e SUNDQVIST, 2007; ROCAS e
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SIQUEIRA, 2008) e diferentes formas clinicas das alteracbes periapicais (ROCAS e
SIQUEIRA, 2008). Considerando-se estes resultados e evidéncias experimentais de que
dentes com cavidades abertas apresentaram menos RREI do que dentes cuja cavidade pulpar
se manteve fechada (HAMMARSTROM et al., 1986) é razoavel supor que as diferencas
observadas na ocorréncia e intensidade da RREI também podem estar relacionadas com a
comunidade bacteriana presente no SCR de dentes traumatizados. Sabendo-se que a
microbiota do canal radicular pode variar em funcdo do tempo de infeccdo (SIQUEIRA e
ROCAS, 2009), da exposicdo do SCR ao meio oral ou ndo (BRUNO et al., 2009; SASSONE
et al., 2012), e da origem geogréafica da amostra (SIQUEIRA e ROCAS, 2009), seria desejavel
uma caracterizacdo mais especifica da microbiota endodéntica apds reimplantes dentarios,
principalmente considerando-se a permanéncia do dente avulsionado em ambiente extra-
alveolar. Entretanto, informacdes especificas sobre a microbiologia de dentes traumatizados
sdo raras, advindo em grande parte ainda dos estudos cléssicos realizados por Berghenholtz
(1974) e Sundgvist (1976), e demandam pesquisas adicionais.

Além da constituicdo da microbiota endoddntica, outra questdo relevante € relativa a
via de infeccdo de dentes reimplantados. Atualmente duas hipdteses tem sido sugeridas para
explicar o desenvolvimento de infeccdes endoddnticas em dentes traumatizados higidos: a via
anacorética proposta por Grossman (1967) na qual o tecido pulpar isquémico ou necrosado
em decorréncia da ruptura do feixe vasculo-nervoso apical, atrai microrganismos presentes na
circulacdo durante uma bacteremia transitoria. Entretanto, este mecanismo ainda permanece
controverso diante dos resultados conflitantes encontrados em estudos experimentais
(DELIVANIS et al., 1981, MOLLER et al., 1981) e da falta de evidéncias que a comprovem
como fonte de infeccdo na situacdo clinica. Outra hipoOtese para explicar a infeccdo
endoddntica em dentes traumatizados sem exposicdo pulpar seria a presenca de trincas no
esmalte as quais, mesmo imperceptiveis clinicamente, permitem o acesso de bactérias aos
tibulos dentinarios. Na auséncia do fluido dentinario, os tubulos representam uma via de
acesso direto até o tecido pulpar necrosado ndo oferecendo resisténcia a invasao bacteriana
que se da por meio de proliferacdo celular (LOVE, 1996; 2002; 2004). Estudos futuros sobre

este tema, portanto, serdo fundamentais para o entendimento da patogénese da RREI.

A imprevisibilidade do prognostico dos reimplantes, ainda que realizados de acordo
com os protocolos existentes, obrigatoriamente conduz a questdo do papel da resposta imune
na cicatrizacdo pulpar e periodontal apos traumatismos dentérios. Enquanto esse tema vem

sendo amplamente estudado em relagdo a instalagdo e evolucdo de outras doencas orais tais
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como a doenca periodontal e as periodontites apicais (GRAVES et al., 2011), resultados de
um unico estudo publicados recentemente (ROSKAMP et al., 2009; ROSKAMP et al., 2011)
demonstraram uma associacdo entre o perfil imunolégico predominantemente Th2,
representado por pacientes atdpicos, e o melhor progndstico dos reimplantes (avaliado de
acordo com a presencga/auséncia de reabsorc6es), independentemente do manejo e tratamento
inicial dos dentes avulsionados. Considerando-se a importéncia das citocinas na biologia dos
tecidos 0sseos e nos processos de reabsorcdo patologica dos tecidos mineralizados, variagdes
na sua expressao podem determinar diferentes respostas inflamatorias dos individuos frente a
um estimulo padrdo. Nos Ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que polimorfismos
em genes que codificam para as citocinas podem influenciar na suscetibilidade a desordens da
cavidade oral como por exemplo a doenca periodontal (DUTRA et al., 2009) e reabsorcdes
pos-ortodénticas (WU et al, 2013; HARTSFIELD, 2009). No presente trabalho avaliamos de
forma inédita, o papel de polimorfismos em genes que codificam para citocinas, seus
receptores e para as MMPs, na atividade de RRE em dentes reimplantados. Estudos desta
natureza sao de grande relevancia, pois além de contribuir para o conhecimento da patogénese
e controle dessas importantes entidades, abrem novas perspectivas para identificar fatores de
susceptibilidade envolvidos no desenvolvimento de formas graves destes quadros, assim

como fatores prognosticos da evolugao clinica.

De um modo geral os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que
polimorfismos nos genes que codificam para a II-1RA, Il-1a, 11-10 e OPG apresentaram
associacdo com a atividade de reabsorcdo sugerindo que o perfil genético do paciente pode
contribuir na maior susceptibilidade a RRE ap6s o reimplante de dentes permanentes.
Algumas questbes metodoldgicas de cunho mais geral merecem uma consideracao antes de se
discutir a relacdo especifica entre os SNPs avaliados e os indicadores da atividade de
reabsorcdo. A primeira questdo é relativa ao reconhecido efeito da etnia nos estudos de
polimorfismos. Sabe-se que diferencas étnicas podem influenciar na frequéncia dos
polimorfismos estudados, na possibilidade de desequilibrio de ligacdo com outras variantes
genéticas de interesse bem como em outros fatores ambientais que podem atuar na expressao
génica (LITTLE et al., 2002). Entretanto, este fator ndo foi considerado na presente amostra
uma vez que classificar brasileiros com base em caracteristicas fenotipicas € um pobre
indicador de ancestralidade genética. A introducdo de marcadores genéticos de etnicidade
seria uma alternativa para se determinar a heranga das principais populagdes fundadoras da

populacdo brasileira. Mesmo assim, os acentuados niveis de miscigenacao principalmente no
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estado de Minas Gerais, onde o estudo foi realizado, muitas vezes inviabilizam o agrupamento
de amostras brasileiras em grupos étnicos definidos (PARRA et al., 2003). Assim, estudos
geneticos mais aprofundados, utilizando-se marcadores etnicos bem definidos seriam
necessarios para se avaliar a influéncia desta variavel na frequencia dos polimorfismos. Outra
questdo que merece consideracdo é. a avalicao da violagao do equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) na amostra estudada. O postulado de HW demonstra que fregliéncias genotipicas em
um locus genético sdo estaveis nas sucessivas geracoes desde que os acasalamentos ocorram
ao acaso e nao existam pressdes evolutivas ou fluxo de genes (WITTIKE-THOMPSON et al.,
2005). O equilibrio de HW tornou-se amplamente aceito como um modelo subjacente em
genética de populagdes sendo que desvios podem sinalizar problemas importantes tais como
viés na selecdo da amostra ou erros de genotipagem podendo, desta forma forma
comprometer as inferéncias de estudos de associacao genéticos (TRIKALINOS et al., 2006).
Entretanto este tema é controverso uma vez que raramente uma populacdo vai estar em
perfeito equilibrio de HW exceto em condicbes de isolamento; auséncia de migragdo ou
pressdes evolutivas (SHOEMAKER et al., 1998). Enquanto a necessidade do EHW no grupo
controle, livre da doenca sob investigacdo ou na populacdo em geral parece ser um
prerequisito basico para validar resultados que demonstrem uma associagao positiva, desvios
da lei de HW no grupo de doentes sdo inerentes, principalmente em amostras pequenas e
seriam passiveis de ser ajustados através de métodos estatisticos adequados (WITTKE-
THOMPSON et al.,, 2005; ZOU e DONNER, 2006). No presente estudo a distribuicao
genotipica para os SNPs rs 1800896, no gene que codifica para a I1L-10, rs 8086340 no gene
que codifca para a RANK, rs 2277438 no gene que codifica para a RANKL, e rs 243865 no
gene que cofica para a MMP2 néo se encontrava em equilibrio de HW. Entre estes, somente o
SNP rs 1800896 apresentou associagao com os indices de RREI inicial. Considerando-se que
0 este SNP esta bem estabelecido na populacdo brasileira, de acordo com estudos prévios
realizados em outras areas, e que o modelo estatistico utilizado, regresséo logistica no GEE,
atende aos critérios estabelecidos na literatura para estudos de associacédo diante de desvios do
EHW (ZOU e DONNER, 2006) , acreditamos que os resultados obtidos no presente estudo
sdo validos embora estudos adicionais com amostras maiores sejam necessarios para

confirma-los.

No presente estudo, os SNPs estudados no gene IL1A rs 1800587,e IL1RN rs 419598
apresentaram uma associacao significativa com a progresséo da RRE no longo prazo, mesmo

apOs a analise conjunta com outros fatores sabidamente de risco, como o meio de
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armazenamento, o tempo de imobilizacdo e a idade. Nossos resultados demonstraram que
pacientes homozigotos para o alelo T no SNP IL1A rs 1800587 apresentaram uma taxa de
progressao rapida da RRE duas vezes maior quando comparados com 0s outros genotipos
quando analisada a amostra como um todo. Quando avaliados os casos de RRES
separadamente este efeito se tornou ainda mais evidente uma vez que os homozigotos para 0
alelo polimérfico T apresentaram uma taxa de progressdo rapida da RRES 2,5 vezes maior
quando comparados com 0s outros gendtipos. Embora comparagdes diretas ndo possam ser
feitas, um paralelo interessante pode ser tracado com os resultados obtidos por Gulden et al.
(2009) que relataram que pacientes portadores do gen6tipo TT neste SNP apresentaram maior
risco e maior extensdo de RREA ap0s o tratamento ortoddntico. Esta correlagdo entretanto
nao pode ser comprovada em outros estudos envolvendo outras populacdes de origem
caucasiana (IGLESIAS-LINARES et al., 2012b; LINHARTOVA et al., 2013). A maior
velocidade de RRES observada na presente amostra é coerente com estudos que
demonstraram que este SNP esta em desequilibrio de ligacdo com outro SNP (rs 17561), que
por sua vez determina uma maior eficiéncia na clivagem do precursor inativo da IL-1a
facilitando sua expressao pela célula (KAWAGUCHI et al., 2007). Além disso, para 0 SNP rs
419598 no gene IL1RN observa-se que a taxa de progressdo da RRE nos pacientes
homozigotos para o alelo polimérfico C foi 1/3 daquela observada nos pacientes homozigotos
para o alelo T. O efeito protetor do alelo C neste SNP é compativel com o fato deste SNP
estar em desequilibrio de ligacdo com outro polimorfismo de variagdo do ndmero de
repeticbes in tandem (VNTR) no intron 2, cuja variante com 2 alelos esta associada a um
aumento na producdo da proteina (CLAY et al., 1996; DANIS, 1995; HURME e SANTILLA,
1998). Como a IL-1RA se liga ao receptor da IL-1 (IL-1RI), sem causar qualquer efeito biolégico
direto, atua inibindo competitivamente as respostas mediadas pela IL-1a e IL-1f, 0 aumento dos
niveis plasmaticos desta citocina tem uma acao anti-inflamatoria e antirreabsortiva. O efeito deste
SNP também foi demonstrado em dentes, vitais ou tratados endodonticamente, portadores de
RREA poés-ortodontica (IGLESIAS-LINARES et al., 2012b; IGLESIAS-LINARES et al.,
2013; LINHARTOVA et al., 2013). Curiosamente, nenhuma associagdo foi demonstrada
entre 0 SNP IL1B rs 1143634e a atividde de REE no longo prazo. Além disso nenhum dos
tres SNPs nos genes que codificam para a familia da IL-1 avaliados no presente estudo
influenciaram a atividade de RREI inicial avaliada na consulta de inicio do TER. A principio
este resultado soa estranho tendo em vista o importante papel desempenhado por estas
citocinas, especialmente a IL-1pB, na mobilizagdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro

frente a desafios bacterianos (GRAVES et al., 2011). Morsani et al. (2011) observaram uma
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associacao significativa entre a presencga do alelo C e periodontite apical persistente ap6s o
TER em uma amostra norte-americana. Por outro lado, Siqueira et al. (2009) também
relataram uma auséncia de associacdo entre os SNPs nos genes que codificam para IL-1a e
IL-1B ¢ o processo de cicatrizagdo da periodontite apical em uma amostra de brasileiros. A
falta de correlacdo também foi relatada em relacdo ao desenvolvimento de formas aguda e
supurativa periodontite apical em dois estudos realizados com sul-americanos (de SA et al.,
2007; AMAYA et al.,2013). Uma explicacdo possivel para a auséncia de correlacéo entre os
polimorfismos estudados nos genes que codificam para a familia da IL-1 e a atividade de
RREI observada na presente amostra, é o fato do inicio do TER ter sido tardio na grande
maioria dos casos, resultando na exposicdo prolongada da superficie da raiz e do LP
danificado a bactérias oriundas do SCR. Sabe-se que lipopolissacarideos da parede bacteriana
estimulam a producdo de IL-1 ampliando a resposta inflamatéria e criando ciclos de regulacao
positiva que podem perpetuar mecanismos destrutivos do processo inflamatério (GRAVES et
al., 2011). QOutra perspectiva interessante surge de estudos in vivo e in vitro, realizados em
outras areas, que tém sugerido que o polimorfismo IL1IRN rs 419598 poderia ser o regulador
chave no equilibrio dos niveis de expressdo da IL- 1B e IL- 1IRA (HURME e SANTTILA,
1998; CLAY et al., 1996; DANIS, 1995). Esta hip6tese ganha forca quando considerados os
estudos que realizaram a andlise de haplétipos na familia da IL-1 cujos resultados apontam
para uma associacdo consistente do SNP rs 419598 no gene IL1RN e a atividade de RREA
pos-ortoddntica, seja em dentes vitais seja em dentes tratados endodonticamente (IGLESIAS-
LINARES et al., 2012b; IGLESIAS-LINARES et al., 2013, LINHARTOVA et al., 2013) que
nem sempre foi observada em relagdo aos SNP rs 1143634 no gene 1L1B (LINHARTOVA et
al., 2013) ou com o SNP rs 1800587 no gene IL1A (IGLESIAS-LINARES et al., 2013,
LINHARTOVA et al., 2013).

Os resultados atuais também demonstraram uma associacao entre variagdes genéticas
no gene que codifica para a IL-10 e a susceptibilidade a RREI uma vez que individuos
portadores do alelo G+ (AG+GG) no SNP IL10 rs 1800896 apresentaram menor chance
desenvolver quadros mais graves de RREI quando comparados com individuos sem o alelo G
(gendtipo AA) . Estes resultados sdo consistentes com estudos anteriores que relataram uma
associacdo entre a presenca do alelo G (GG+GA) e uma menor chance de desenvolver artrite
reumatoide (ZHANG et al., 2011). Por sua vez, gendtipos portadores do alelo A (GA, AA),
apresentaram um risco aumentado de ter periodontite cronica (JARADAT et al., 2012) e de
degeneracgéo do disco lombar (LIN et al., 2011). Estes resultados s&o coerentes com o papel

altamente regulador do processo inflamatorio atribuido a IL-10, cujos efeitos benéficos foram
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descritos na limitacdo da resposta imune excessiva e na destruicdo tecidual (SABAT et al.,
2010). O efeito protetor da IL-10 observado em lesdes osteoliticas pode ser atribuido a sua
capacidade de suprimir a secrecao de citocinas pro - inflamatorias, como a IL-1, IL-6, IL-8 e
TNF-a (SABAT et al.,, 2010) e de inibir a osteoclastogénese (MENEZES et al., 2008;
LORENZO et al., 2008). O papel protetor da IL-10 foi demonstrado nas lesfes periapicais de
origem endoddntica e na doenca periodontal (MENEZES et al., 2008). Além disso 1L-10
também apresentou um efeito inibidor sobre a osteoclastogénese durante a reabsorcdo
radicular na denticdo priméaria (LIU et al., 2006). Considerando o papel das bactérias na
etiologia da RREI, o papel central da IL-10 no controle da resposta Thl e que a presenca do
alelo G foi associada a niveis elevados de IL-10 (TURNER et al., 1997; LARSSON et al.,
2011), pode -se supor que o efeito protetor observado no presente amostra foi devido aos altos
niveis de I1L-10 nos portadores dos gendtipos G+. No entanto, estudos funcionais devem ser
realizados para confirmar esta hipdtese. Curiosamente, este efeito do polimorfismo IL-10 s6
pdde ser evidenciado em combinagdo com fatores de risco primarios tais como a idade e o
momento da pulpectomia. Este fato reforca a natureza multifatorial da RREI sendo que, ao
nivel individual, a expressdo da doenca é resultado da interacdo entre a suscetibilidade
genética e a exposicdo a diferentes fatores de risco ambientais e clinicos ao posto que o efeito

de um Unico gene .

Tendo em vista o papel central que as citocinas do eixo RANK-RANKL-OPG
desempenham no controle da atividade de reabsorcéo dos tecidos mineralizados, também nos
propusemos a pesquisar se polimorfismos nos genes que codificam para estas citocinas
poderiam estar associados com a atividade de REE ap6s reimplantes dentarios. No0ssos
resultados demonstraram que os pacientes portadores do alelo C (GC+CC) no SNP rs
8086340 no gene TNFSRF11A (RANK) e homozigotos para o alelo G (GG) no SNP rs
2277438 no gene TNFS11 (RANKL) apresentaram prioritariamente baixos indices de RREI
inicial. Entretanto, as associacbes nominais observadas para estes SNPs perderam a
significancia ap0s o ajuste para covariaveis como idade e momento da pulpectomia no modelo
de regressdo logistica multivariada. Estes resultados sdo coerentes com resultados prévios que
ndo observaram diferengas significativas na prevaléncia dos gendtipos do SNP rs 2277438 no
gene TNFS11 (RANKL) em outras condi¢bes inflamatorias infecciosas como a periodontite
(SOEDARSONO et al., 2006; KADKHODAZADEH et al., 2013) e peri-implantite
(KADKHODAZADEH et al., 2013).
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Os resultados obtidos para o SNP rs 2073618 no gene TNFSRF11B (OPG)
demonstram que pacientes portadores da variante alélica C (CG+CC) apresentaram 3,6 vezes
mais chance de desenvolver RREI inicial. Curiosamente nenhuma associacdo foi observada
quando comparados 0s grupos com baixos e altos indices de RREI. Da mesma forma
nenhuma associacgao foi observada com a atividade de RRES no longo prazo. Estes resultados
sdo coerentes com aqueles de Hartsfield (2009) que observaram uma maior chance de
desenvolver RREA pos-ortoddntica em pacientes portadores do genétipo CC neste SNP. Este
polimorfismo também foi associado a uma maior predisposicao a desenvolver necrose
mandibular induzida pelo uso de bifosfonados (KATZ et al.,, 2011) e perimplantite
(KADKHODAZADEH et al., 2012). Os resultados dos estudos de associagéo entre este SNP
e a doenca periodontal sao controversos uma vez que nenhuma associacdo pdde ser
comprovada entre este SNP e a periodontite cronica (WAGNER et al., 2007; PARK et al.,
2008) e entre este SNP e a periodontite aguda no estudo realizado por Soedarsono et al.
(2006) em uma amostra japonesa. Ja Park et al. (2008) relataram uma associacao significativa
entre 0 alelo G e a doenca periodontal agressiva em uma amostra chinesa. Uma recente meta-
analise também revelou que o alelo G neste SNP esta associado com a perda da densidade
mineral 6ssea e aumento da susceptibilidade para a osteoporose (LEE et al., 2010). Este SNP
rs 2073618 situa-se no locus +1181 no exon 1, consistindo troca de uma base G para C
levando a mudanca de um aminoécido de caracteristica basica, a lisina (AAG), para um
aminoéacido polar ndo carregado, a aspargina (AAC) no peptideo sinal da proteina OPG, o que
influenciando o trafego da mesma (WYNNE et al., 2002). Entretanto, ndo existe consenso
quanto ao efeito deste SNP nos niveis séricos da proteina. Enquanto ZHAO et al. (2005)
relataram niveis séricos de OPG mais baixos em mulheres portadoras do gendtipo CC,
MENCEJ-BEDRAC et al. (2011) observaram niveis séricos de OPG aumentados em
portadoras do genotipo CC. Outros autores ndo observaram correla¢do entre 0s niveis séricos
de OPG e os gendtipos deste SNP (UELAND et al., 2007; KIM et al., 2007). Além disso, as
comparag0es entre os resultados atuais e os estudos acima mencionados devem levar em conta
que, o alelo polimorfico C foi o mais prevalente na nossa amostra (77%), sendo que 0S
pacientes homozigotos para este alelo representaram 44,8% da nossa amostra. Esse
polimorfismo mostra uma variacdo significativa na frequéncia relatada em amostras de
diferentes origens, sendo que a homozigoze para o alelo C foi mais rara entre individuos
iranianos, 5,3%, (KADKHODAZADEH et al., 2012) e mais frequente entre individuos
dinamarqueses, 31,4% (LANGDAHL et al., 2002) e britanicos, 30,3% (DAROSZEWSKA et

al., 2004). Entretanto, grandes variacoes foram observadas em amostras de mesma etnia,
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como por exemplo a asiatica (OHMORI et al., 2002; ZHAO et al., 2005; SOEDARSONO et
al., 2006; PARK et al., 2008). Uma explicacdo para a grande frequéncia deste alelo na nossa
amostra seria 0 alto grau de miscigenacdo observada na populacéo brasileira, especialmente
no estado de Minas Gerais onde o estudo foi desenvolvido (PARRA et al., 2003). Entretanto,
ndo existem dados sobre este polimorfismo em outra amostra brasileira, o que impede
comparacoes diretas relativas a distribuicao genotipica deste SNP. Este fato evidencia mais
um ponto de contribuicao original deste trabalho.

Os polimorfismos estudados no gene que codifica para MMP2 nao apresentaram
associagdo com nenhum dos indicadores da atividade de reabsorcdo estudados seja na
consulta inicial seja no longo prazo. A andlise dos gendtipos do rs 2285053 foram realizadas
somente para 0s genotipos agrupados de acordo com a presenca do alelo polimorfico T uma
vez que na presente amostra somente 1 paciente apresentou o genotipo homozigoto para o
alelo polimérfico inviabilizando uma avaliagdo mais consistente do efeito de cada genétipo
separadamente. Este padrdo de distribuicdo também foi observado em outros levantamentos
(VASKU et al., 2002; YU et al., 2004; MISHRA et al., 2012; GUSMAO, 2012). A
distribuicdo de frequéncia do polimorfismo rs 3918242 no gene que codifica para a MMP9
também foi impeditiva para se realizar os estudos de associacdo uma vez que nao foram
observados pacientes homozigotos para o alelo C e 97,9% dos pacientes eram heterozigotos.
Embora outros estudos realizados com amostras brasileiras tenham observado frequéncias
relativamente baixas do gendétipo homozigoto para o alelo polimorfico T, a auséncia de
individuos CC, também relatada por GUSMAO et al. (2012), causa estranhamento uma vez
que em outras amostras brasileiras os individuos CC foram maioria (BELO et al., 2004;
PLANELLO etal., 2011; ANDRADE et al., 2012).

Em sintese, embora exista uma vasta gama de estudos que avaliaram o papel de SNPs
em genes que codificam para citocinas e outros fatores locais, nos processos patoldgicos
osteoliticos na cavidade oral tais como a doenca periodontal e as reabsor¢des pos-
ortodonticas, nossos resultados relativos a associag@o entre SNPs e REEs pos-traumaticas séo
pioneiros e sugerem que variacdes genéticas podem explicar ao menos parcialmente, as
diferencas na evolucéo da REE ap0s o reimplante de dentes permanentes. Em que pese o fato
da amostra atual ter apresentado uma distribuicdo desfavoravel dos parametros clinicos
relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado, a estratégia estatistica adotada
permitiu avaliar a forga de associa¢do entre os fatores avaliados e a atividade de reabsorcao
mesmo quando testadas conjuntamente. Algumas hipoteses instigantes foram levantadas e
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abrem importantes perspectivas para estudos futuros, com amostras maiores e que permitam a
estratificacdo em relagdo aos fatores de risco clinicos.

Considerando-se a importancia de fatores locais na modulacdo da atividade de
reabsorcdo fisiologica e patoldgica dos tecidos mineralizados e a escassez de informacgoes
especificas sobre o perfil imunoinflamatério das RRE pds-traumaticas também nos
propusemos neste trabalho, a avaliar a expresséo de citocinas, quimiocinas e MMPs, no tecido
perirradicular de dentes reimplantados, portadores de diferentes padrdes de reabsorcao
radicular, com indicacdo de extracdo. Na maioria dos casos 0 motivo da extracdo foi a
presenca de quadros avancados de RRE (54,0%), seguida da indicacdo ortodontica (27,0%) e
das fraturas cervicais (19,0%). Estes nimeros sdo coerentes com 0s dados da literatura que
apontam as RRE como principal causa da perda dentes reimplantados (ANDREASEN e
ANDREASEN, 1992) e com os resultados de CVEK (1992) que demonstraram o maior risco
de fraturas cervicais nos defeitos deixados pela RRE na superficie radicular. De acordo com o
critério radiogréfico adotado, 22 dentes foram classificados como portadores de RREI (Fig.4).
24 dentes, foram classificados como portadores de RRES (Fig.5) e 17 dentes foram
classificados como reabsorcdes mistas (Fig.6). Quadros de reabsorcdes mistas podem
representar uma fase intermediaria de cicatrizacdo quando o préprio processo inflamatério
envolvido na RREI destrdi extensas areas do LP. Nesta situacdo o reparo acontece as custas
de células progenitoras derivadas do osso alveolar dando origem a um quadro de RRES
(LINDSKOG et al., 1985; HAMMARSTROM et al.,1989; McCULLOCH et al., 1987). O
mecanismo inverso também € valido ou seja, quadros avancados de REES podem se reverter
em quadros inflamatorios de RREI quando o processo de substituicdo expde microrganismos
residuais que ndo foram totalmente eliminados durante o TER e ficam abrigados em areas da
dentina tais como as ramifica¢des do SCR, tubulos dentinérios e inclusdes vasculares. Outro
mecanismo para evolucao das reabsor¢des mistas acontece quando quadros extensos de RRES
atingem a regido cervical e sdo contaminados por bactérias presentes no sulco gengival que
por sua vez, induzem o aparecimento da RREI (ANDREASEN e ANDREASEN, 2007).

Nossos resultados demonstraram que, de um modo geral, os niveis dos fatores locais
avaliados apresentaram diferencgas significativas quando comparados dentes portadores de
RRE, independentemente do tipo, com o grupo controle, livre de reabsor¢do. A concentracdo
de IL-1RA, de IL- 6, IL- 8, IFNy, TNFa, TGFB, CCL5, RANK ¢ OPG apresentou-se elevada
nos trés grupos amostrais. A primeira inferéncia que se pode fazer destes resultados é que,
independentemente do tipo de reabsorcdo, fatores, que comprovadamente atuam nos

processos fisioldgicos e patoldgicos de reabsorcdo 6ssea também atuam regulando a atividade
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de reabsorcdo radicular pds-trauma seja ela induzida pela resposta a infeccdo ou néo
(LORENZO et al, 2008). O fato de citocinas pro-inflamatérias como a IL-6, TNFa, IFNy,
citocinas antirreabsortivas como a IL-1RA, OPG, TGFf e quimiocinas como a IL-8 e a CCL5
apresentarem-se elevadas em praticamente todos os tipos de reabsorcdo chama a atencdo e a
principio poderia ser interpretado como contraditério a hipotese inicial deste trabalho, de que
RREI e RRES apresentam perfil imunoinflamatorio distintos. Entretanto, estes resultados
devem ser analisados com cautela considerando-se que os mediadores que participam das
interacdes celulares necessarias para formacdo e ativacdo da célula clastica sdo basicamente
0s mesmos, tanto em condigdes fisiologicas quanto durante processos patolégicos
(LORENZO et al., 2008). Além disso, deve-se ter em mente que a dindmica dos processos
reabsortivos ndo é continua e envolve fases de intensa atividade catalitica, nas quais ha um
predominio de fatores ativadores da osteoclasia, seguida de fases de sintese, sendo que o
predominio de uma fase sobre a outra determina o avango da atividade de reabsorcéo.
Tecendo um paralelo com a dindmica das lesdes periapicais, sabe-se que varias populacdes
celulares distintas atuam em diferentes momentos exercendo papeis contrarios na patogénese
das lesGes periapicais. Assim é que, em modelos experimentais em animais, a producdo de
citocinas Thl predomina no estagio inicial de expansdo da lesdo e a producdo de citocinas
Th2 é induzida em estagios mais tardios uma vez que agem na fase de estabilizacdo de lesGes
cronicas (KAWASHIMA e STASHENKO., 1999). Este padrdo ciclico com surtos de
atividade catalitica alternados com fases proliferativas e de cicatrizacdo também foi observado
durante a rizolise de dentes deciduos (HAROKOPAKIS-HAJISHENGALLIS, 2007), na
doenca periodontal (COCHRAN, 2008) e durante a movimentacdo ortodéntica (WISE e
KING, 2008). No presente estudo ndo foi possivel estabelecer um padrdo cronoldgico para
cada grupo representativo dos diferentes tipos de reabsorc¢do, ou seja, cada grupo amostral foi
constituido por dentes com diferentes tempo de reabsorcdo, ainda que na sua maioria 0s
dentes apresentavam altos indices de reabsorcdo. Outra limitagdo metodologica do presente
estudo foi a falta de correcdo do peso da amostra apds o descarte da parte mineralizada da raiz
durante o processamento das amostras para 0 ELISA. Como a dilui¢do foi calculada para o
peso total da raiz este fato pode ter introduzido uma distor¢édo na diluigéo das amostras. Sendo
assim, 0s niveis das citocinas, observados no presente estudo, se prestam mais como um
indicador da presenca da doenca do que propriamente para uma caracterizacdo da dinamica
dos diferentes tipos de reabsorcdo. A mesma ressalva deve ser feita quando analisada a
auséncia de diferencas significativas nos niveis de 11-10, 1l-17A, CCL2 e CCL3, quando

comparados 0s grupos amostrais, portadores dos 3 tipos de reabsorcéo e o grupo controle, ou
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quando analisados os niveis significativamente menores de IL-4 verificados nos 3 grupos
amostrais em relacdo ao grupo controle.

A comparacéo dos trés grupos amostrais entre si demonstrou que dentes portadores de
RREI apresentaram niveis significativamente maiores de IL-1p ¢ TNFa, principalmente em
relacdo ao grupo com RRES. Estes resultados sdo coerentes com estudos experimentais
prévios que demonstraram que a administracéo de receptores sollveis para IL-1 ¢ para TNFa,
reduziu a quantidade de reabsorcdo radicular induzida por trauma mecanico em molares de
ratos (ZHANG et al., 2003). Estudos in vivo também demonstraram a expressao de TNFa nas
lacunas de reabsor¢do apds reimplantes de molares de ratos (REGO et al., 2011). Outra etapa
deste mesmo estudo, realizada in vitro, demonstrou que células da linhagem osteobléstica e
cementoblastica tratadas com LPS aumentaram a expressdo de mRNA TNFa o que resultou na
maior expressdo de mRNA RANKL (REGO et al., 2011). A participacdo da IL-1 e TNFa
também foi demonstrada na rizélise de dentes deciduos (WISE e KING, 2008) e niveis
aumentados destas citocinas foram observados no fluido e no tecido gengival durante a
movimentacdo ortodéntica (GRIEVE et al, 1994; UEMATSU et al., 1996; IWASAKI et al.,
2001). O fato dos niveis de Il-1a e TNFa, no presente estudo, estarem aumentados na RREI é
coerente com seu quadro histopatolégico descrito por ANDREASEN (1981b) — numerosas
lacunas de Howship preenchidas por OCLs na superficie radicular e presencga de infiltrado
inflamatorio com linfocitos, plasmdcitos e PMNs no LP vizinho, e pode ser explicada
fazendo-se um paralelo com resultados que demonstraram o papel central das citocinas IL-1 e
TNFa na reabsor¢do Ossea das lesGes periapicais de origem endododntica (ARTESE et al.,
1991; BARKHORDAR et al., 1999; WANG et al.,, 1993). A rapida destruicdo Ossea
observada na lesbes periapicais de origem endoddntica, principalmente nos estagios iniciais
da lesdo resulta principalmente da atuagdo de bactérias e seus subprodutos, especialmente o
LPS da parede celular de anaer6bios Gram-negativos, ativando receptores tipo Toll (TLRs)
expressos por células presentes nas lesbes endodonticas - mondcitos/macrdofagos,
granuldcitos, fibroblastos, pré-osteoclastos, e células mesenquimais (BAR-SHAVIT, 2008)
que por sua vez passam a expressar citocinas pro-inflamatérias , incluindo IL-1, TNFa e IL-6,
(FOUAD, 1997; TANI-ISHII et al., 1995). Considerando-se a participacdo bacteriana na
etiopatogenia das RREI pode-se inferir que 0s mesmos mecanismos imunopatoldgicos estao

envolvidos.

Na presente amostra os niveis de IL-6, outra citocina considerada pro-inflamatoria

mostraram-se elevado em todos os grupos amostrais em relagcdo ao grupo controle e sugerem
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que esta citocina pode estar envolvida na modulacdo da RRE. Niveis aumentados desta
citocina no fluido do sulco gengival de pacientes portadores de RREA (KUNNI et al., 2013) e
no exudatos de lesdes periapicais humanas (TAKEICHI et al., 1996) foram associados com
uma acdo estimuladora de reabsorcdo nestes contextos. Nossos resultados entretanto, ndo nos
d&do subsidios para concluir qual o mecanismo especifico de atuacdo da IL-6 nas diferentes
formas de RRE. Pode-se conjecturar que estes achados se devem ao fato destas citocinas
serem produzidas tanto por células do infiltrado inflamatério (COLIC et al., 2009), quanto
por células do estroma 0Osseo (Van BEZOOIJEN et al.,1998), quando estimuladas por
citocinas como a IL-1 ¢ TNFa, que também estavam aumentadas em todos os grupos

amostrais.

Os niveis de IFNy também se apresentaram aumentados nos 3 grupos amostrais em
relacdo ao grupo controle livre de reabsor¢do. Embora ndo existam referéncias na literatura
relativas ao papel do IFNy nas reabsor¢oes radiculares, estudos experimentais demonstraram
que estas citocinas estdo envolvidas na patogénese da reabsorcao 6ssea periapical (COLIC et
al.,, 2009), desempenhando um provavel papel protetor (De ROSSI et al.,, 2008).
Considerando-se que a principal fonte celular de INFy s@o linfocitos T ativados, seus niveis
elevados na RREI e reabsor¢des mistas sdo compativeis com o quadro histopatoldgico

descrito para este tipo de reabsorcao.

No presente levantamento ndo pudemos observar diferengas significativas nos niveis
de 1L-17, nem entre 0S grupos experimentais entre si, nem quando comparados com 0s
controles livres de reabsorcdo. A auséncia de IL-17a nos dentes avaliados no presente estudo
entretanto deve ser avaliada a luz das limitacGes metodoldgicas descritas anteriormente.
Considerando-se que a participagdo da IL-17 na RREA pos-ortodontica foi demonstrada em
estudos experimentais in vivo e in vitro (HAYASHI et al.,, 2012) e foi implicada na
patogénese das lesBes periapicais (COLIC et al., 2009), estudos adicionais sdo necessarios

para se avaliar o papel desta citocina na RREI e na RRES em dentes reimplantados.

Os resultados relativos aos niveis de citocinas tradicionalmente reguladoras da
atividade de reabsorcdo demonstraram que, enquanto o0s niveis de TGFpB foram
significativamente maiores nos trés grupos amostrais quando comparados com 0 grupo
controle, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis de IL-10 e de IL-4.
Embora nao existam dados especificos sobre o papel destes mediadores no controle de

reabsorcdes dentarias, o fato da IL-4 praticamente nao ter sido indentificada nas nossas
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amostras pode ser interpretado a luz de resultados anteriores que demonstraram que seu papel
no controle das lesdes periapicais é secundario (SASAKI et al., 2000; De ROSSI et al., 2008).
Os resultados obtidos para o TGFB também sdo coerentes com seu papel regulador descrito
nas lesdes periapicais nas quais ha um predominio de linfocitos B (COLIC et al., 2009). Os
resultados pertinentes a IL-10 causam surpresa uma vez que seu papel protetor no controle
das reabsorgdes Osseas periapicais € bem estabelecido (SASAKI et al., 2000; De ROSSI et al.,
2008; COLIC et al., 2009). Mais uma vez as limitacdes relativas as variagdes no tempo de
evolucdo do processo de reabsorcdo da presente amostra podem ter influenciado nos

resultados observados, principalmente para a IL-10.

Os niveis de IL-1RA na presente amostra foram significativamente maiores nos dentes
portadores de reabsorcdo quando comparados com os controles livres de reabsor¢cdo. Embora
a IL-1RA nao atue diretamente na atividade clastica sua atuacdo inibitoria das respostas
mediadas pela IL-1a e IL-1p acaba por conferir-lhe um papel antirreabsortivo. Concentragdes
elevadas de IL-1RA foram observadas no fluido crevicular gengival de pacientes com doenca
periodontal, (BOSTROM et al., 2000). Além disso, IL-1RA nao foi detectada no fluido
crevicular de pacientes saudaveis (KABASHIMA et al., 1991; ISHIHARA et al., 1997).
Estudos experimentais também demonstraram que a administracdo de IL-1RA diminuiu a
expressdo de IlI-1B e TNFa ¢ aumentou a expressdo de 1I-10 no ligamento periodontal de
dentes de camundongos, diminuindo desta forma a quantidade da movimentacao ortodéntica
(SALLA et al.,, 2012). Considerando-se que a IL-1RA é produzida pelos mesmos tipos
celulares que produzem as formas agonistas da IL-1, e que o equilibrio na expressdo de IL-1 e
IL-1RA pode ser crucial para o desenvolvimento de lesdes periapicais (SHIMAUCHI et al.,
1998), estudos futuros sdo necessarios para se avaliar a proporgdo IL-1B/IL-1RA nos

diferentes tipos de REE e em diferentes momentos da evolucdo das REE.

A expressao das citocinas RANK e OPG na presente amostra foi significativamente
maior nos dentes portadores de reabsor¢do quando comparados com 0 grupo controle sem
reabsorcdo. Estes resultados sdo coerentes com o papel central que as citocinas do eixo
RANK-RANKL-OPG desempenham no processo de reabsor¢do. Os niveis aumentados de
RANK em dentes portadores de reabsorcéo é coerente com o aumento de células clasticas e
suas precursoras encontradas em locais de reabsorcdo e suas imediacdes. A expressao
aumentada de RANK por odontoclastos multinucleados e por seus precursores
mononucleados foi demonstrada durante a rizolise de dentes deciduos localizados nas lacunas

de reabsor¢do e adjacéncias (LOSSDORFER et al., 2002). AlteragBes no padrdo de
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distribuicdo e niveis de expressdo de RANK também foram descritas apds a aplicacdo de
forcas ortoddnticas excessivas sobre o LP (SHIOTANI et al., 2001). O aumento dos niveis de
OPG observados nos dentes portadores de reabsorcdo em relacdo aos controles saudaveis
representa um achado esperado e reflete 0 aumento na sintese desta proteina devido a
presenca de estimulos resultantes do proprio processo de reabsor¢do. Entretanto, as
extrapolacGes a partir dos nossos resultados ficam limitadas uma vez que os niveis de
RANKL nédo foram avaliados. Sabe-se que o desequilibrio na propor¢do RANKL/OPG ¢é o
responsavel pela maior ou menor atividade catalitica durante o processo de reabsorcdo dos
tecidos mineralizados. Um desequilibrio em favor de uma maior producdo de RANKL foi
demonstrada no LP de dentes deciduos durante a rizolise (TYROVOLA et al., 2008), no LP
de dentes portadores de RREA pos-ortodéntica (YAMAGUCHI, 2009; NAKANO et al.,
2010) e durante a fase de expansdo das lesbes periapicais (KAWASHIMA et al., 2007;
SABETI et al., 2005; ZHANG e PENG, 2005). Estudos futuros sdo necessarios para se
verificar um possivel desequilibrio na expressdo de RANKL/OPG nas diferentes formas de
RRE, bem como o papel de outros mediadores importantes, na expressdo das citocinas do
eixo RANK-RANKL-OPG durante a RRE.

Quimiocinas desempenham um importante papel durante o recrutamento,
diferenciacédo e fusdo das células clasticas além de atuarem alterando a funcéo e propriedades
dos OCLs maduros, o que Ihes confere um status de moduladoras do processo de reabsor¢ao
(SILVA et al., 2007). Sendo assim, também nos propusemos a avaliar a concentra¢do das
quimiocinas CCL2, CCL3, CCL5 e IL-8 (CXCLS8). Nossos resultados demonstraram que 0s
niveis de IL-8 foram significativamente maiores em todos o0s grupos amostrais, quando
comparados com o grupo controle, e se mostraram particularmente maiores nas reabsorcoes
mistas quando comparadas com a RREI e RRES. O aumento da IL-8 observado em todos os
grupos pode ser explicado pelo papel direto que esta quimiocina desempenha na
osteoclatogénese através da ligacdo com receptores expressos pelos precursores dos OCLs
(BENDRE et al., 2003). Além disso estudos experimentais demonstraram que OCLs podem
expressar IL-8 sugerindo um mecanismo de amplificagdo autocrina durante a
osteoclastogénese que pode contribuir para a reabsorcdo (ROTHE et al, 1998). Em um
processo inflamatdrio, IL-8 é um importante fator quimiotatico para neutréfilos que
desempenham um papel primordial na defesa contra microrganismos. Embora o papel dos
neutrofilos nas reabsorcBes dentarias ainda ndo seja bem definido, estas células foram
identificadas durante a fases agudas da rizélise (SASAKI et al., 1990). Além disso, estudos
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experimentais demonstraram que componentes ndo colagénicos da dentina podem atuar
induzindo a migracdo de neutrdfilos através de um mecanismo que envolve a producdo de IL-
1, TNFa e das proprias quimiocinas (SILVA et al., 2004). A participac¢do de IL-8 também foi
demonstrada na reabsorcao radicular provocada pela movimentacdo ortoddntica (ARSANO et
al., 2011) e nas lesGes periapicais cronicas (MARTON et al., 2000).

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de CCL2 e CCL3 quando
comparados 0s grupos amostrais entre si nem com o grupo controle. Diferencas significativas
nos niveis de CCL5 (RANTES — quimiotatica para linfocitos T e outros leucocitos) so6 foram
observadas entre o grupo controle, sem reabsorcéo, e as reabsor¢des mistas e por substituigéo,
mas ndo diferiram entre a RREI e o grupo controle e nem entre 0s grupos amostrais. Os niveis
aumentados de CCL5 observados nas reabsor¢fes mistas € compativel com seu papel
quimiotatico para linfécitos uma vez que estas reabsor¢fes representam fases intermediarias
do processo de cicatrizagdo das reabsorcdes inflamatorias ou resultam de quadros
substitutivos extensos que, ao se depararem com areas infectadas, sdo estimulados a aumentar
a atividade osteolitica em resposta a agressdo bacteriana. Coerentemente, esta quimiocina
desempenha um importante papel nas lesbes periapicais crénicas (MARTON et al., 2000). Os
niveis aumentados de CCL5 observados na RRES também chamam a atencdo e podem ser
explicados pelo fato dos proprios osteoclastos serem capazes de produzir esta quimiocina em
um mecanismo de amplificagdo autocrina da prépria atividade clastica (KIM et al, 2006).
Curiosamente, os niveis de CCL2 e CCL3 ndo se mostraram alterados nos dentes com
reabsorcdo tdo pouco foram observadas diferencas significativas nos niveis de CCL5 na
RREI. A principio inusitados, estes resultados podem ser atribuidos a limitagdes
metodoldgicas relacionadas a selecdo da amostra. Sabendo-se que a secre¢do de citocinas e
qguimiocinas é um evento breve, autolimitado, e altamente regulado por mecanismos
autocrinos e paracrinos, a grande variacdo do padréo cronoldgico da atividade de reabsorcéo

da presente amostra pode ter influenciado nesta avaliacao.

O presente trabalho traz também o estudo da expressdo de proteases extracelulares, a
MMP2 e MMP9, em dentes portadores de reabsorcOes radiculares externas. Estas moléculas
sdo constitutivamente expressas nos tecidos periodontais e 0sso alveolar saudaveis e estdo
envolvidas no processo de remodelacio fisioldgica da matriz extracelular (DELAISSE et al.,
2000). Alem disso, também s@o expressas por células inflamatdrias e um aumento na sua
producdo tem sido relacionado com a destruicdo tecidual observada em varias condigoes,

patoldgicas ou ndo, que envolvem aumento da atividade osteolitica como por exemplo a
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doenca periodontal (BIRKEDAL-HANSEN, 1993), lesfes periapicais (HANNAS et al.,
2007), rizolise dos dentes deciduos (WISE E KING., 2008) e remodelacdo dos tecidos de
sustentacdo durante a movimentacdo ortodontica (KERRIGAN et al., 2000). Nossos
resultados revelaram que os niveis de MMP2 foram significativamente maiores nos dentes
portadores de RRES quando comparados com o grupo controle, e com 0S outros grupos
amostrais portadores de RREI e reabsorgdes mistas. Estes resultados sdo coerentes com o
mecanismo histopatoldgico descrito para a RRES que consiste na substituicdo gradual da
estrutura radicular por tecido 6sseo em decorréncia da incorporagdo da estrutura radicular no
processo de remodelacdo fisiolégica do osso alveolar, uma vez que as estruturas que
normalmente protegem a raiz, LP e camada cementobléstica, foram perdidas (ANDREASEN,
1981c; HAMMARSTROM et al.,1989). Uma primeira explicacio para este resultado é o
papel protagonista que estas proteinases desempenham na degradacdo da matriz colagénica
durante os processos de reabsor¢do 6ssea (DELAISSE et al., 2003). Entretanto, a MMP2
também possui outras formas mais sutis de atuacdo. Sabe-se que estas enzimas atuam
estimulando fatores de crescimento, especialmente o TGFp, fazendo uma ligagdo entre a
atividade reabsortiva e proliferativa durante o processo de remodelacdo 0ssea (JENKINS,
2008), e no recrutamento e migracdo de células tronco durante o processo de reparo
(LAPIDOT et al., 2005). O fato destes dois processos estarem aumentados na RRES também
podem ter contribuido para os niveis elevados de MMP2 observados neste grupo amostral
(HAMMARSTROM et al., 1989).

Menos oObvios sdo os resultados obtidos em relacdo a expressdo de MMP9 uma vez
que seus niveis foram relativamente baixos em todos 0s grupos amostrais praticamente nao
diferindo do grupo controle sem reabsorcdo. MMP9 é uma protease secretada prioritariamente
pelos OCLs (OKADA et al., 1995), possuindo um importante papel durante as fases iniciais
de recrutamento e migracdo dos pré-OCLs (WRIGHT et al., 2005). Além disso atua na
digestdo da camada ostedide, o que expde a fase mineralizada do tecido 0sseo atraindo os pre-
OCLs que interagem com a matriz mineralizada, completam sua diferenciagdo e se tornam
ativas (PIERCE, 1989). Sendo assim, uma explicacdo para os baixos niveis observados na
presente amostra o poderiam ser atribuidos as variacdes no estagio de reabsorcdo entre 0s

casos avaliados no presente estudo.

Em sintese, nossos resultados demonstraram que, a despeito das limitagdes
metodoldgicas descritas anteriormente, quando comparados 0s trés grupos amostrais entre si,

dentes portadores de RREI apresentaram niveis significativamente maiores de IL-1 e TNFa,
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principalmente em relacdo a RRES, sugerindo que estas citocinas, potentes estimuladoras da
reabsorcdo 0ssea, também desempenham um importante papel na modulagdo da RREI. Além
disso, dentes portadores de RRES apresentaram niveis de MMP2 significativamente mais
altos quando comparados aos outros tipos de reabsorcdo. Considerando-se a escassez de
informacOes especificas sobre o perfil imunoinflamatério dos diferentes padrdes de
reabsorcdo radicular, RRES e RREI, observadas ap0s os reimplantes dentarios, os resultados
atuais trazem uma contribuicdo inédita para a literatura odontologica e, em que pese
limitacGes inerentes a estudos clinicos longitudinais envolvendo pacientes, a dificuldade de se
reunir amostras padronizadas e representativas de uma patologia relativamente rara como as
reabsorcdes radiculares, nossos resultados tem o grande mérito de serem pioneiros e de

fornecerem parametros basicos e critérios metodoldgicos para estudos futuros.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no estudo do efeito da idade e gendtipo do paciente bem
como fatores relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado, na atividade
de reabsorcao ap6s o reimplante de dentes permanentes nos permitiram concluir que:

v'- A idade no momento do trauma representou um fator determinante da
atividade de reabsor¢do apds o reimplante seja no periodo inicial, isto é, antes
do inicio do tratamento endodoéntico radical, seja no logo prazo. Pacientes
com idade inferior a 16 anos tiveram maior chance de desenvolver RREI
antes do TER e de progressao mais rapida da RRES no longo prazo. Pacientes
com idade inferior a 11 anos no momento do trauma tiveram maior chance de
apresentar quadros mais graves de RREI antes do TER.

v’ Cada dia transcorrido entre 0 momento do reimplante e o inicio do TER
aumentou a chance de ocorréncia de quadros mais graves de RREI mas néo
afetou a atividade de RRES no longo prazo.

v’ Periodos de imobilizacdo prolongados determinaram progressdo mais rapida
das RRES no longo prazo mas néo afetaram a ocorréncia de RREI inicial.

v'O armazenamento do dente avulsionado em meios Umidos, especialmente o
leite representou um fator de protecdo para a RRES no longo prazo estando
associado a uma taxa de evolugdo mais lenta da RRES.

v O uso de antibioticoterapia sisttmica no momento do reimplante ndo exerceu
nenhum efeito seja na atividade de RREI inicial, antes do inicio do TER, seja
na progressdo de RRES no longo prazo.

v" A presenca do alelo polimérfico T do SNP rs 1800896 no gene que codifica
para a IL-10 apresentou uma associagao com a menor gravidade dos quadros
de RREI observada antes do TER.

v" A presenca do alelo polimorfico C no SNP rs 2073618 no gene que codifica
para a OPG apresentou associagao com uma maior chance de desenvolver
RREI antes do TER..

v/ O SNP rs 1800587 no gene que codifica para a IL-1a, € 0 SNP rs 419598, no
gene que codifica para a IL-1RA apresentaram associagao com a taxa de

progressdo da RRE no longo prazo.
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Os resultados obtidos no estudo da expressdo de citocinas, quimiocinas e
MMPs no tecido perirradicular de dentes reimplantados portadores de RRE nos
permitiram concluir que:

v IL-1B ¢ TNF-a, potentes estimuladores das reabsor¢des dOsseas patoldgicas,
apresentaram niveis elevados na RREI sugerindo que estes fatores também
participam na sua modulag&o.

v O altos niveis de MMP2 observados na RRES representam um indicio de que
este processo € modulado pelos mesmos fatores que atuam na remodelacdo do

0sso alveolar

v Importantes fatores locais envolvidos na atividade de reabsorcdo 0Ossea tais
como IL-1RA, IL-6, IL-8, IFNy, TNFa, TGFB, CCL5, RANK e OPG,
apresentaram-se com niveis aumentados nos dentes portadores de RREI,
RRES e reabsor¢des mistas sugerindo a sua participacao na modulacdo das
RRE pos-traumaéticas.

Considerados em conjunto nossos resultados sugerem diferentes padrbes de
expressdo de citocinas como IL-1B e TNF-a e da MMP2 na RREI ¢ RRES e que
polimorfismos funcionais em genes que codificam para citocinas, em associacdo
com fatores de risco clinicos, podem estar associados a fatores de susceptibilidade
determinantes da ocorréncia e progressdo das RRE pds-traumaticas.
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ANEXO A- TERMO DE (}ONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, pONFORME O
ITEM IV DA RESOLUCAO 196/96 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE - Pacientes
entre 13 e 18 anos

Projeto de Pesquisa: Estudo da expressdo de citocinas e associacdo da ocorréncia de seus
polimorfismos com reabsor¢des radiculares externas inflamatdrias e por substituicdo pds-trauma

Eu, Profa. Juliana Vilela Bastos, estou fazendo uma pesquisa para estudar os fatores que interferem
na permanéncia de dentes avulsionados (dentes que sairam inteiros por causa de uma pancada,
queda, colisdo) que sdo recolocados no lugar. Uma das complicacbes mais frequentes apds o
reimplante é a reabsor¢do da raiz dentaria pelo préprio organismo podendo levar a perda do dente.
O objetivo deste trabalho é aumentar os conhecimentos a respeito das substancias produzidas pelo
seu préprio organismo que podem aumentar ou diminuir o risco de desenvolver estas reabsorcdes
radiculares. Para estudarmos as substancias produzidas pelo seu organismo precisamos coletar um
pouco de seu sangue e da sua saliva (raspar sua bochecha). Além disso, se o seu dente tiver que ser
extraido precisamos coletar material da raiz. Todos estes procedimentos serdo realizados com a
maior seguranca, por profissionais capacitados e de acordo com normas técnicas e de
biosseguranca adequadas. Dor leve na retirada de sangue devido a pun¢do com agulha pode
ocorrer. Em casos raros a retirada de sangue se acompanha de sangramento ou manchas na
pele. Os resultados da pesquisa serdo sigilosos e divulgados, apenas, em revistas e encontros
cientificos e os pacientes ndo serdo identificados.

A participacdo neste estudo ndo é condi¢do necessaria para que vocé continue sendo atendido na
Clinica de Traumatismo Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG. Vocé sé participara
deste trabalho se for de sua livre vontade e poderéd desistir da participacdo nesta pesquisa sem
nenhum prejuizo ao seu tratamento.

As despesas decorrentes da participagdo na pesquisa serdo de responsabilidade Unica e exclusiva
dos pesquisadores envolvidos, através das Instituicbes as quais pertencem, ndo estando prevista
qualquer forma de remuneracao para os voluntarios.

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante o
andamento da pesquisa diretamente com a Profa. Juliana Vilela Bastos através dos telefones 31
3409 2454, 31 9978 6430, ou no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP situado no
Campus Pampulha da UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala
2005. O nimero de telefone é: 31 3409-4592.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMAGCAO;

Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito da pesquisa a respeito dos fatores
determinantes da evolucdo de reimplantes dentarios apds avulsdes traumaticas e que concordo em
participar desta investigacdo. Declaro ainda que n&o recebi qualquer tipo de pressdo para
participar, que nao receberei qualquer pagamento e que néo sou responsavel por nenhum tipo de
despesa relacionada ao desenvolvimento desse trabalho. Estou ciente de que tenho a liberdade de
desistir, a qualquer momento, sem necessidade de justificativa, de colaborar voluntariamente com
a pesquisa em curso.

Nome do paciente Assinatura do paciente

Belo Horizonte, de de 20 .
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, CONFORME O
ITEM IV DA RESOLUCAO 196/96 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE - Pais de
pacientes entre 13 e 18 anos

Projeto de Pesquisa: Estudo da expressdo de citocinas e associacdo da ocorréncia de seus
polimorfismos com reabsor¢des radiculares externas inflamatdrias e por substituicdo pds-trauma

Eu, Profa. Juliana Vilela Bastos, estou fazendo uma pesquisa para estudar os fatores que interferem
na permanéncia de dentes avulsionados (dentes que sairam inteiros por causa de uma pancada,
queda, colisdo) que sdo recolocados no lugar. Uma das complicacbes mais frequentes apds o
reimplante é a reabsorcédo da raiz dentaria pelo préprio organismo podendo levar a perda do dente.
O objetivo deste trabalho é aumentar os conhecimentos a respeito das substancias produzidas pelo
préprio organismo que podem aumentar ou diminuir o risco de desenvolver estas reabsorcdes
radiculares. Para realizarmos este estudo precisamos coletar um pouco de sangue e de saliva (raspar
a bochecha). Além disso, precisamos coletar material da raiz dos dentes indicados para extracao.
Todos estes procedimentos serdo realizados com a maior seguranca, por profissionais capacitados e
de acordo com normas técnicas e de biosseguranga adequadas e ndo causarao lesdes ou desconforto
ao paciente._Dor leve na retirada de sangue devido a pun¢do com agulha pode ocorrer. Em
casos raros a retirada de sangue se acompanha de sangramento ou manchas na pele. Os
resultados da pesquisa serdo sigilosos e divulgados, apenas, em revistas e encontros cientificos e o0s
pacientes ndo serdo identificados.

A participagdo neste estudo ndo é condigdo necessaria para que seu filho continue sendo atendido
na Clinica de Traumatismo Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG. Ele s6 participara
deste trabalho se ele e seu responsavel voluntariamente concordarem e assinarem o termo de
consentimento. Também poderdo desistir da participacdo nesta pesquisa a qualquer tempo sem
nenhum prejuizo ao seu tratamento.As despesas decorrentes da participacdo na pesquisa serdo de
responsabilidade Unica e exclusiva dos pesquisadores envolvidos, através das Institui¢des as quais
pertencem, ndo estando prevista qualquer forma de remuneracdo para os voluntarios.\Vocé dispde
de total liberdade para esclarecer qualquer ddvida que possa surgir durante o andamento da
pesquisa diretamente com a Profa. Juliana Vilela Bastos através dos telefones 31 3409 2454, 31
9978 6430, ou no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP situado no Campus Pampulha
da UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005. O nimero de
telefone é: 31 3409-4592.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO;

Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito da pesquisa a respeito dos fatores
determinantes da evolucé@o de reimplantes dentarios ap6s avulsdes traumaticas e que autorizo a
participacdo de

neste estudo. Declaro ainda que néo
recebi qualquer tipo de pressdo para participar, que nao receberei qualquer pagamento e que nao
sou responsavel por nenhum tipo de despesa relacionada ao desenvolvimento desse trabalho.
Estou ciente de que tenho a liberdade de desistir, a qualquer momento, sem necessidade de
justificativa, de colaborar voluntariamente com a pesquisa em curso.

Nome do responsavel Assinatura do responsavel

Belo Horizonte, de de20 .
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ANEXO C-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, CONFORME O ITEM IV
DA RESOLUCAO 196/96 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE — Pacientes maiores de 18
anos

Projeto de Pesquisa: Estudo da expressdo de citocinas e associacdo da ocorréncia de seus
polimorfismos com reabsorcdes radiculares externas inflamatdrias e por substitui¢do pos-trauma

Eu, Profa. Juliana Vilela Bastos, estou fazendo uma pesquisa para estudar os fatores que interferem
na permanéncia de dentes avulsionados (dentes que sairam inteiros por causa de uma pancada,
queda, colisdo) que sdo recolocados no lugar. Uma das complicacbes mais frequentes apds o
reimplante é a reabsorcdo da raiz dentéria pelo préprio organismo podendo levar a perda do dente.
O objetivo deste trabalho é aumentar os conhecimentos a respeito das substancias produzidas pelo
seu proprio organismo gque podem aumentar ou diminuir o risco de desenvolver estas reabsor¢des
radiculares. Para estudarmos as substancias produzidas pelo seu organismo precisamos coletar um
pouco de seu sangue e da sua saliva (raspar sua bochecha). Além disso, se 0 seu dente tiver que ser
extraido precisamos coletar material da raiz. Todos estes procedimentos serdo realizados com a
maior seguranca, por profissionais capacitados e de acordo com normas técnicas e de
biosseguranca adequadas. Dor leve na retirada de sangue devido a pun¢do com agulha pode
ocorrer. Em casos raros a retirada de sangue se acompanha de sangramento ou manchas na
pele. Os resultados da pesquisa serdo sigilosos e divulgados, apenas, em revistas e encontros
cientificos e os pacientes ndo serdo identificados.

A participacdo neste estudo ndo é condicdo necessaria para que vocé continue sendo atendido na
Clinica de Traumatismo Dentério da Faculdade de Odontologia da UFMG. Vocé sé participara
deste trabalho se for de sua livre vontade e podera desistir da participagdo nesta pesquisa sem
nenhum prejuizo ao seu tratamento.

As despesas decorrentes da participacdo na pesquisa serdo de responsabilidade Unica e exclusiva
dos pesquisadores envolvidos, através das InstituicGes as quais pertencem, ndo estando prevista
qualquer forma de remuneracao para os voluntarios.

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa surgir durante o
andamento da pesquisa diretamente com a Profa. Juliana Vilela Bastos através dos telefones 31
3409 2454, 31 9978 6430, ou no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP situado no
Campus Pampulha da UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala
2005. O nimero de telefone é: 31 3409-4592.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO;

Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito da pesquisa a respeito dos fatores
determinantes da evolucéo de reimplantes dentarios apds avulsdes traumaticas e que concordo em
participar desta investigacdo. Declaro ainda que n&o recebi qualquer tipo de presséo para
participar, que nao receberei qualquer pagamento e que nao sou responsavel por nenhum tipo de
despesa relacionada ao desenvolvimento desse trabalho. Estou ciente de que tenho a liberdade de
desistir, a qualquer momento, sem necessidade de justificativa, de colaborar voluntariamente com
a pesquisa em curso.

Nome do paciente Assinatura do paciente

Belo Horizonte, de de20 .
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ANEXO D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, CONFORME O ITEM
IV DA RESOLUCAO 196/96 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE - Pais de pacientes entre
07 e 12 anos

Projeto de Pesquisa: Estudo da expressdo de citocinas e associacdo da ocorréncia de seus
polimorfismos com reabsorc@es radiculares externas inflamatorias e por substitui¢do pos-trauma

Eu, Profa. Juliana Vilela Bastos, estou fazendo uma pesquisa para estudar os fatores que interferem
na permanéncia de dentes avulsionados (dentes que sairam inteiros por causa de uma pancada,
queda, colisdo) que sdo recolocados no lugar. Uma das complicacbes mais frequentes apds o
reimplante é a reabsorcdo da raiz dentéria pelo préprio organismo podendo levar a perda do dente.
O objetivo deste trabalho é aumentar os conhecimentos a respeito das substancias produzidas pelo
préprio organismo que podem aumentar ou diminuir o risco de desenvolver estas reabsorgdes
radiculares. Para realizarmos este estudo precisamos coletar um pouco de sangue e de saliva (raspar
a bochecha). Além disso, precisamos coletar material da raiz dos dentes indicados para extracao.
Todos estes procedimentos serdo realizados com a maior seguranca, por profissionais capacitados e
de acordo com normas técnicas e de biosseguranca adequadas e ndo causarao lesdes ou desconforto
ao paciente. Dor leve na retirada de sangue devido a puncdo com agulha pode ocorrer. Em
casos raros a retirada de sangue se acompanha de sangramento ou manchas na pele. Os
resultados da pesquisa serdo sigilosos e divulgados, apenas, em revistas e encontros cientificos e os
pacientes ndo serdo identificados.

A participagdo neste estudo ndo é condigdo necessaria para que seu filho continue sendo atendido
na Clinica de Traumatismo Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG. Ele s6 participara
deste trabalho se ele e seu responsavel voluntariamente concordarem e assinarem o termo de
consentimento. Também poderdo desistir da participacdo nesta pesquisa a qualquer tempo sem
nenhum prejuizo ao seu tratamento.As despesas decorrentes da participagdo na pesquisa serdo de
responsabilidade Unica e exclusiva dos pesquisadores envolvidos, através das Institui¢des as quais
pertencem, ndo estando prevista qualquer forma de remuneracdo para os voluntarios.\VVocé dispde
de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante o andamento da
pesquisa diretamente com a Profa. Juliana Vilela Bastos através dos telefones 31 3409 2454, 31
9978 6430, ou no Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP situado no Campus Pampulha
da UFMG, na Unidade Administrativa Il (prédio da Fundep), 2° andar, sala 2005.0 nGmero de
telefone é: 31 3409-4592.

TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO;

Declaro que fui suficientemente informado(a) a respeito da pesquisa a respeito dos fatores
determinantes da evolucédo de reimplantes dentarios ap6s avulsdes traumaticas e que autorizo a
participacdo de neste estudo. Declaro
ainda que ndo recebi qualquer tipo de pressdo para participar, que nao receberei qualquer
pagamento e que ndo sou responsavel por nenhum tipo de despesa relacionada ao
desenvolvimento desse trabalho. Estou ciente de que tenho a liberdade de desistir, a qualquer
momento, sem necessidade de justificativa, de colaborar voluntariamente com a pesquisa em
Ccurso.

Nome do paciente Assinatura do paciente

Nome do responsavel Assinatura do responsavel
Belo Horizonte, de de20 .
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ANEXO E- Parecer do COEP — UFMG

UNIVERASIDA})E FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0003.0.203.000-11

Interessado(a): Profa. Juliana Vilela Bastos
Departamento de Odontologia Restauradora
Faculdade de Odontologia - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 26 de maio de 2011, ap6s atendidas as solicitacdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Estudo da expressédo de citocinas e
associacdo da ocorréncia de seus polimorfismos com reabsorcoes
radiculares externas inflamatérias e por substituicio pés-trauma”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa ques AmaralE

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Adminisirativa 11 - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - g-mail: coe; Itiis .ufime, br
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ANEXO F- Artigo publicado no Journal of endodontics

Age and Timing of Pulp Extirpation as Major
Factors Associated with Inflammatory Root
Resorption in Replanted Permanent Teeth

Juliana Vilela Bastos, DDS, MS¢,* Maria llma de Souza Cortes, DDS, PbD,*
Eugenio Marcos Andrade Goulart, PhD,” Enrico Antonio Colosimo, PhD,”
Ricardo Santiago Gomez, DDS, PhD,” and Walderez Ornelas Dutra, PbD)|

Abstract

Introduction: Extemal root resorption (ERR) is a serious
complication after replantation, and its progressive in-
flammatory and replacement forms are signifiant
cawses of tooth loss. This retrospective study aimed to
evaluate the factors related to the ocaurrence of inflam-
matory ERR (IERR) and replacement ERR (RERR) shortly
after permanent tooth replantation in patients treated at
the Dental Trauma Clinic at the School of Dentistry, Fed-
eral University of Minas Gerais, Belo Horizonte, Brazil.
Methods: Case records and radiographs of 165 patients
were evaluated for the presence, type, and extension of
ERR and its association with age and factors related to
the management and acute treatment of the avulsed
tooth by wing the logistic regression model. Results:
The patient's age at the moment of trauma had a
marked effect on the ERR prevalence and extension.
The patients older than 16 years at the moment of
trauma had less chanee of developing IERR and RERR
(77% and 87%, respectively) before the pulp extimpa-
tion, regardless of the extension of the resomption. The
patients older than 11 years of age at the moment of
trauma showed the lowest indices of IERR (P = .02).
Each day that elapsed between the replantation and
the pulp extirpation inoeased the risk of developing
IERR and RERR by 1.2% and 1.1%, respectively, and
alsoraised the risk of severe IERR by 0.5% per day. Con-
clusions: The risk of mature teeth developing severe
IERR before the onsetof endodontic therapy was directly
affected by the timing of the pulpectomy and was
inversely proportional to age. Systemic antibiotic ther-
apy use had no effect on the oocurrence and severity
of IERR in mature teeth. The occorence of RERR
before the onset of endodontic treatment stimulates

further investigations of the eary human host response to trauma and subsequent
infection. {J Endod 2013; M :1-6)

Key Wornis

Extemnal inflammatory root resorption, external replacement root resorption, tooth avul
sion, tooth replantation, traumatic injuries

fter replantation, extemal root resorption (ERR) is a possible serious outcome that

-ommonly resultsin tooth loss. In advanced stages of the in flammatory and replace-
ment progressive forms of ERR, the weakened root walls become unable to endure even
functional forces, thereby leading to the exoliation of the tooth or to cervical root
fracture (1), Replacement ERR (RERR) & related to the absence of vital periodontal
ligzment (PL) cells in the root surface, which results in tooth fusion to the alveolar
bone. The damaged PL is repopulated by the adjacent bone marrow cells, followed
by gradugl replacement of the tooth structure by bone, a progressive condition that
may lead to tooth loss because there is no effective treatment (1-4). Inflammatory
ERR (IERR) is characierized by areas of erosion on the cementum and dentin, with
numerons Howship lacunse, odontoclests, and regions of nflammatory infiltration
in the adjascent perodontal tissue (1, 4-6). The onset of ERR results from
mechanical damage to the PL and to the root surfece ot the time of injury and the
presence of necrotic and infected pulp. Immediately after replantation, healing
events are initiated to repair the damaged areas. This process exposes dentinal
tubules and allows for the passape of bacteriz and their toxic products from the root
canal to the Lateral PL intensifying the resorption that advances wward the root canal
(7-9).

Many clinical studies conceming the fate of replanted teeth have examined the
previlence of ERR and their determinants (10-23). There is clinical evidence that
younger patients and earlier stages of root development are associated with 2 greater
risk for ERR (10-12) and its faster progression (13). Furthermore, several Bictors
related to the immediate care and treatment of the avulsed tooth may affect the outcome
of replintation. The lack of 4 sustaining metabolic medium during the exire-abeolar
period seems to be crucial for triggering ERR and its progression (10, 13-22). The
presence of visible contamination (12, 20) and additional crown fracture have been
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associated with ERR after replantation (20). In erms of the treatment-
related factors, delaying pulp edirpation after the replantation
(21-24), using systemic antibiotic therapy (SAT) (25), and splinting
type and time have also been associgted with ERR (18, 26). Only &
few of the aforementioned studies have spproached the specific
determinants of the 2 types of ERR separately soon fter replantation
(17,19, 20). Because the disesse processes and clinical features of
[ERR and RERR are so diverse, it is reasonible 1o surmise that
various risk fuctors may act ot different times after replantation and
influence the specific patterns of ERR Therefore, the aim of the
present study was to evaluate the role of age and other factors related
to the management and acute treatment on the occurrence of TERR
and RERR shonly after replantation of svulsed permanent mture
teeth in patients treated at the Dental Trauma Clinic, School of
Dentistry, Federal University of Mings Gerais, Belo Horizonte, Bragil.

Materials and Methods

Study Population and Teeth

Case reconds and radiographs of replanted teeth from patients
whowere admitted to the Dental Trauma Clinic a1 the School of Dentistry
of Federal University of Minas Geras from 1994-2011 were anabyzed to
collect retrospective data regarding the patient's age at the time of
traum, root development stage, extra-alveolar period and storage con-
dition of the svulsed teeth, splinting period and type, pulpectomy timing,
and SAT use. The patients received acute trestment @ the Emergency
Dental Service of Municipal Hospital Odilon Behrens and were referred
to the Dental Trauma Clinic 4t the School of Dentistry of Federal Univer-
sity of Minas Gerais to proceed with treatment. The time elapsed be-
tween the trauma and the scute treatment ranged from 4 hours 1o 5
days. The replantation was performed acconding to the protocol adop-
ted by the Dental Traumea Clinic at the School of Dentistry of Federal Uni-
versity of Minas Gerais since 1994, which was based upon information
from the literature (27). The svulsed teeth were held by the crown and
rinsed with a physiological salt solution. Saline irfgation was used to
remove the intra-alweolar clot. No root surface treatment was per-
formed. After the correct repositioning was rdiographically verified,
the tooth was splinted with @ double-ligatire wire (0,08 inches ), slightly
twisted and fixed with composite resin. Only teeth with closed apices
were included in this study. Teeth with additional traumatic injuries
and those with extensive restoration, endodontic treatment, or radio-
graphic signs of root resorption before the injury were excluded. Pa-
tients with history of previous triuma were not included. Study
approval was obtained from the Human Ethics Committee of the Federal
University of Mings Gerais (COEP-UFMG - 003.0.203.000-11).

Radiographic Assessment of Root Resorption

Periapical radiographs, which were taken immedistely afier
replantation and at the time of pulpectomy, were independently exam-
ined by 2 authors (LV.B. and M1S.C.). Each radiograph was labeled
with @ number to ensure that the analyses were performed blindly.
Radiogpraphic standardization was based on established criteria
(28). Declusal and perigpical radiographs were taken immediately af-
ter replantation and at the onset of the endodontic therapy. The
occlusal radiographs were pedormed by using the bisecting anple
technique with large flm (Kodak Ultra-speed, size 4; Eastman Kodak
Company, Rochester, NY) and directing the central beam between the
2 central incisors. The perigpical radiographs were taken by using the
paralleling technigue with small film (Kodak Ultra-speed DF 58, size 2;
Eastran Kodik Company) and flm holders with @ fived objectfocus
distanee of 33 cm (Cone; Maquira Dental Products, Maringi, PR,
Brazl). The orentation of the central beam was directed between
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the 2 central incisors, between the rght or left lateral and the central
incisors or canines, depending on the traumatized teeth. All radio-
graphs were taken ot 70 kVp, 8 mA ( Spectro 70X Eletronic Dabi Atlante
§4; Medical & Dental Industry, Ribeirio Preto, SP, Brazl). Data
regarding the presence and amount of ERR were assessed by using
the root resorption index developed by Andersson et al (13). The
structures in the resorption cavities were classified a5 either inflammea-
tory resorption (howl-shaped radiolucencies in the resorption ared)
or @5 replicement resorption (bone structures in the resorption
arex and perodontal space loss) (11).

Statistical Procedures

The statistical analysis was performed by using SPSS 17 software
(SPSS Inc, Chicago IL). A logistic regression model was used to test
the association between the patient's age, extri-alveolar period and
storage, SAT use, and the pulpectomy and splinting timing in relation
to ERR at the onset of endodontic therapy. Varizbles that presented P
vitlues < 25 in the univariate analyss were tested in the mu livariate
model (29). The level of significance was sel at P < 05

Results
Patients and Teeth
The sample consisted of 165 patients, 122 male (74.5%) and 43
female (25.5%), with 205 teeth replanted after avilsion. Patient's age a
the time of injury mnged from 7.9-53.1 years (mean, 12.7 + 3.8
years). Considering the potential interdependence in cases in which
more than 1 tooth was replanted in the same patient, 1 tooth was
randomly selected from esch patient 1o svoid any possible bigs (30).
The tooth group distribution was as follows: 139 maxillary central in-
cisors (84.2%), 17 maxillary kteral incisors (10.3%), 3 mandibular
mcisors (1.8%), and 9 cnines (3.6%).

Extra-alveolar Conditions

The median exira-wveolar period of the svulsed teeth was 120 mi-
nutes and mnged from 5 minutes=3 days. The sample distibution sc-
cording to the extra-alveolar period and storage condition s shown in
Table 1. The teeth that were kept dry for more than 20 minutes before
storage in 4 wet medium were classified within the dry environment
group. This criterion was based on previous results showing that 2 com-
bination of dry and wet storage resulted in 2 significantly lower healing
rate among teeth kept dry for 20 minutes or more before storage in a
wet medium (15).

Factors Related to Acute Treatment

Splinting times ranged from 7 days to 24.6 months, with amedian
time of 49 days. Time elapsed from replantaion until pulp extirpation
ranged from 6 hours to 39.6 months, with & median time of 2.2 months.
Systemic therapy with smondcillin wis prescribed in 32.8% of the cases.

Root Resorption Activity

Radiographic signs of ERR were found in 77.6% of the cases, and
37 teeth (22.4%) showed no ERR. Regarding the ERR type, 64.3% of the
teeth showed TERR, and 13.3% showed RERR. The ERR indices ranged
from 0—12 and were grouped into 2 categories, low (=4) and severe
(=>4), which represented 73.3% and 26.7% of the cases, respectively.
The kappa scores indicated excellent intraexaminer agreement for
both examners (0.85% and 0.82%) wnd fair to good interexaminer
agreement (0.75%).

The patient's age, extri-alveolar period and storge, SAT use, and
pulpectomy and splinting timing were individually tested in relation to
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TABLE 1. Frequency Distribution of Replnted Teeth According 1o Storage " ) )
Condition, Length of Extra-alveolar Period, and Index of Root Resorption 2l &g o T B
Index of ERR Ef<f == 7 =00
ndex o =
Length of E — 1 E 8 T
Storage  extra-alveolar =4, =4, | gls =8 . - 2 =2
condition  period (min) n (%) n (%) Total &a HEF i3 3 2 3 EI g_';-
SHE LR
=15 1(1000)  © 1(1.4) =| 2| 5] 2o e w0 - g
=15 45 (71.0)  20(29.0) 69 (38.6) -1 i s 4 ° 5
Milk 5 S S
| =360  23(742)  8(258) 31(93.9) i 2l ow T
=360 2 (100.0) 0 2(6.1) = 2| u| £ 8= 9 BF ®/ 8 3
Saline = | £ P
=20 2(667)  1(333) 3(10.3) = |zl & zm © == F z H
=20 20 (76.5)  6(23.1) 26(89.7) = =| 2| 5| 27 = =H Qﬂ - -
Topwater =20 1 (30.0) 1(500)  2(9.3) H -E p ng o :I‘ll 3 § 8
= . . . &= El8|] == n €2 = = 2
=20 13 (68.4)  6(31.6) 19(30.5) £ El=| 22 & 22 2 = =
i o mm 1 W W0 g e
Saliva ﬁ i - s -
=20 6 (100.0) 0 & (50.0) - s|e N ome = 22
>20 4(667) 2(333) 6(50.0) = 2 . ;
E: THEE g %
the presence and type of ERR in the whole sample (IERR + ERSS). E —E = &
Neither age nor any of the studied clinical factors were associated = ol = 8 = a
with the type of ERR when the IERR and RERR groups were compared. = gl = g - E g i
Considering the presence of ERR, irrespective of the extension of the z. i ) i = &
resorption cavities, the patients older than 16 years at the moment of g £ E | =2 - =
trauma had less chance of developing IERR and FERR (77% and s 5 o T 8
87%, respectively) before pulp extipation. Each day that passed 'g E " ) .
from replantation until endodontic therapy increased the risk of devel | E g 3| 28 - <o moe
oping IERR and RERR by 1.2% and 1.1%, respectively (Table 2). g HEIEE i B 2= =
The exersion of resorption was also evaluated in relation to the g 2 = g el e . _ ® ®m
patient's age and other clinical factors for all cases presenting with = _g prifl I =1 min M oBm o8 o 2
ERR (IERR + RERR) and separately in the [ERR group. The small num- g 7 Ele|l 22 £ 4% 2 2 2
ber of RERR cases did not allow for 4 separate analysis. Among the pa- = E il = 88 & g8 & = =
tients who presented with IERR at the onset of endodontic therapy, those g 3 S| 8 U & e 3 oo -
older than 11 years of age had 64% less sk of severe IERR. Delayed 2 se = == o 2 2
pulpectomy increased the risk of severe IERR by 0.5% per day ( Table 3). ‘.;..;—- El ™ -
= sl 5| HE s
- . E = = =
Discussion 2 |zl 5| | == 3 3
The replantation of aulsed permunent teeth is widely accepted, 2 f | S| 22 -
although its long-term prognosis is controversial because of the occur- E =| E| & ﬁ E é E
rence of ERR (1.9, 11). Although some teeth may remain functional for 2, AE RS = £
decades, many teeth are lost afier replantation, leading 1o relewint E B 2| S & E §
functional, sesthetic, psychosocial, @nd economic consequences & E == - =
[ 51). Thus, it is important to und erstind the mechanisms that modulae T g % . Y '
ERR afier replantation to minimize such serous long-term complics- % | =] & -2 M @~ ® 3 3§ -
tions. Whereas most clinical replantation studies have focused on the f =l = Bl gy
effect of clinical Eictors on the overall prevalence of root resorption 5 " 5 ~| m® 7 ©m F 2 o T
observed in the longderm (10-16, 18, 21-23), less attention has g =| £ 2l 77 0§ 47 7% 4ooq -]
been given to the early resorption changes occurring soon wfier tooth E = glg|l 5= 4 42 M 8 3 %3
replntation (17, 19, 20). The present study retrospectively = 5| = “E’E’ ":" "E’“E’ E’ ":TI’ ":" & %
investigated the factors affecting the prevalence and severity of TERR = 2N B N= = B B ¥ B
and RERR at the onset of endodontic therapy. Deficiencies frequently E = o 4 iﬁ
found in retrospective studies were overcome by using the same ; & = ifc
standardized treatment protocol and clinical registration forms that i 5 3 z 2 EE E é £z
were adopted in 1994 by both centers (Emergency Dental Service of E % e T o= 5 sl e El
Municipal Hospital Odilon Behrens and Dental Trauma Clinic, School 5 2l 2 o9 2 25,5384
of Dentistry, Federal University of Minas Gerais). FJ 8|5 E b 3 T 2F5E% E b E
The high prevalence of IERR observed before the pulpectomy con- E Ji . E = * o 5% oR| u E &
firms previous experimental and clinical data showing that endodontic & oo fnf@r=§ 2 el I
trestment prevents or eliminates IERR post-replantation (8, 10,12, 15, 2 §1 Argne == :é. = 'EEL'E EER
21-25). In the present study, both the occurrence and severity of the - g2 2
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TABLE3. Logistc Regression Model: Univariate and Multivariaie Analysis of Relationship between Age, Treatment- related Factors, and Extension of ERR: before Pulp

Extirpation
Index of ERR = 4 « Index of ERR = 4
IERR + RERR (n = 160) IERR (n = 137}
Univariate analysis Multivariate analysis Univariate analysis Multivariate analysis
Prognostic factor OR (95% CI) P value OR (95% Q) Pvalue OR (95% CI) Pralue OR (95% CI) P value

Age at trauma

=11y 0.42 (0.20-0.89) 02* 040(0.18-0.86) .02* 041(0.18-092) .03*  0.36 (0.15-0.85)  .02*

=16y 0.14 (0.02-1.11) 06  013(0.02-1.08 .06'  0.16(0.02-1.23) .08"  0.16 (0.02-1.44) .10'
Extra-alveolar period

>15 min 1.62 (0.31-8.36) 57
Storage media

Water, saline, saliva 0.80 (0.35-1.81) 59 —

Milk 0.73 (0.27-2.00) 54
Systemnic antibiotic therapy
Mo 0.35 (0.09-1.35) A3* 0.29 (0.06-1.37) 2=

Timing of pulp extirpation
Each additional day
Splinting time
Each additional day

1.003 (1.001-1.006) 006

1.006 {1.002-1.010)

1.003 (1.001-1.006)

003= 1000(0.993-1.007) .99~

1.63 (0.30-8.80) 57

0.91(0.37-2.20) B3
0.65 (0.23-1.84) 42

0.60 (0.14-2.51) 48
005* 1.005(1.001-1.008) .004~ 1.005 (1.002-1.008) .003*

1.008 {(1.003-1.013) 003~ 1.003 (0.989-1.009) .B1~

CL, confidence imeral, OR, odds rasa.
*Modd | for mulivariae s oomidering the cmod poin of 11 years
*Modd 2 for muliivarise ambses considering the cmoll point of 16 years.

initial TERR were mainly affected by the tming of the pulpectomy in a
progressive manner (ie, each day that passed from the moment of
replintation until the time of pulp extirpation ncreased both the risk
of developing IERR and its severity). Although delayed pulp
extirpation had already been associated with a higher frequency of
[ERR (17, 23), the progressive effect found in the present study had
not been previously reported. On the contrary, previous studies have
shown that the timing of the pulpectomy was not critical within 20
days (17). A recent mets-analysis also suggested that delaying pulp
extirpation beyond 14 days significantly increased the risk of developing
[ERR, but this effect was not observed at the 10-day cutoff point ( 24). In
the present sample, the acute treatment was performed in another cen-
ter, and the patients were then instructed to seek treatment it the Dental
Traum Clinic, School of Dentistry, Federal University of Minas Gerads,
leading to 4 great variation in the time of the pulpectomy. This enabled
the testing of several cutoff points and their relationships with the
resorption risk. Delayed pulpectomy also affected the extension of
[ERR. This result can be explained by the fact that similar to endodontic
infections in nontraumatized teeth, bacteria present in the root canal are
inaceessible o the immune response, amd unless the infection is me-
chanically removed by endodontic therapy, 2 persistent infl ammatory
response is maintaned @t the root surface. This host response plays a
critical and protective rolein resisting infection but also has destructive
consequences ( 32).

The present study demonstrated it patient's age at the moment of
trauma had an important role in the sk of developing ERR and in its
severity. Although this association has been previously repored
(10-13), the fact that only teeth with closed apices were included in
the present sample implies that age may affect root resorption
through mechanisms other than the known effect of the stage of oot
development. The data revealed a lower prevalence of IERR in
patients older than 16 years 4t the moment of trauma. Interestingly,
when considering the extension of IERR, the effect of age was not
observed at the cutoff point of 16 years, but instead it was observed
at the age of 11 years. Regardless of the differences in the evaluated
outcomes, the present results alipn with the previous reports from
Andersson etal (13), who observed lower RERR rates in adult patients

q Basios et al.

{older than 16 years) , and from Barrett and Kenny (16), who observed
4 trend toweard the improved survival of replinted incisors in children
older than 11 years at the time of replantation. Therefore, it can be spec-
ulated that the protective eflect of age observed in patients older than 16
yeurs can 250 be attributed to lower bone tumover, similar to its effect
on BERR, which was discussed by Andersson et al (14). The higher
extension of ERR found in patients younger than 11 years of age could,
however, be explained by the fact that young teeth still have wide
dentinal tubules, even with closed apices. This feature allows the ird-
tamts bo move freely and quickly from the root canal space to the external
root surfice, resulting in faster and more extensive TERR (4, 8. 9.
Many studies have shown the effect of the extra-aveolar period and
storage conditions in the occurrence of [ERR soon after replintation
(17, 19, 20) and in the long-term (12, 14, 15, 18, 21-23). In the
present sample, these Eictors were not assoctated with the prevalence
or extension of ERR. It should be noted that for the majority of cases
kept dry in our sample (Table 1), the extra-alveolar period surpassed
the critical limit of 15 minutes that was described in the literature (14,
20). This fact was ako true for the teeth stored in saline and tap water
because mostof them exceeded the critical limit of 2 20-minu e storage
period (15). The relatively small number of cases replanted in the rec-
ommended time in these groups might have impaired more reliable
comparisons. Teeth stored in saliva and milk were replanted in 2 suit-
able timein 50% and 93.9% of the cases, respectively (Table 1), Despite
this fact, the present results differ from the experimental and clinical
data reporting low frequencies of IERR after replantation of teeth stored
in saliva for up to 20 minutes (15) and in milk for up to 6 hours (33,
34). The delayed pulpectomy observed in the present sample could be
the reason for such 4 discrepancy. The prolonged exposure of the
dumaped PL 1o bacteria and their by-products might have overcome
the fvorable extri-alveolar period in saliva and milk, because it i
well known that infection may protract or even prevent healing (32).
The effect of splinting time on the previlence and severity of [ERR
observed in the univariate analysis (Tebles 2 and 3) could not be
confirmed after correction in the multivarate model. & appears that
the association observed in the individual analysis resulied from bias
with the pulpectomy timing, because they were quite similar. The
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present results are in agreement with @ previous report showing that
IERR wis not affected by the splinting time (18).

SAT head no effect on the risk of developing ITERR or on its severity.
Current guidelines recommend SAT to reduce the likelihood of devel
oping inflammetory resorption, particulary in cases of delayed pulpec-
tomy (35). Although the advantages of SAT have been demonstrated
experimentally (36, 37), previous clinical diata have not found
improved longderm perodontl outcomes (10, 15, 16), and the
results of 2 recent meta-analysis have shown that the benefits of SAT
were inconclusive (25). Likewise, in the present study, systemic amox-
icillin use had no effect on the prevalence or the severity of TERR
observed before the pulpectomy. These results are consistent with the
fact that infection inside the root canal, which is ultimately responsible
for the trggering of IERR mnd its progression, is not accessible to oral
antibiotics because there are no viable blood vessels in the necrotic
pulp.

An intriguing finding in the present study was the occurrence of
13.3% of RERR before the onset of endodontic treatment. This result
could be attributed to the technical difficulties in diagnosing the initial
superimposed resorption cavities located on the buecal and lingual root
surfaces (14, 58). This possibiity was minimized by taking radiographs
atdifferent angles, following stindardized criteria (28 ). Another possi
bility is that these results truly reflect differences in the response to
trauma and subsequent infection. The latter hypothesis is supported
by recent clinical data that demonstrated the importance of a predom-
inantly Th2 immunologica profile in successful replantation despite dif-
ferences in the post-trauma management of the sulsed woth (39, 40).
Indeed, the present results indicated that neither age nor any of the
clinical factors could be associated with the type of ERR when the
IERR and BERR cases were compared. It appears from the present
analysis that the patient's age and the tming of pulpectomy were
associated with the dewelopment of ERR, imrespective of type.
However, the reason why some cases developed RERR before pulp
extirpation remaing unknown, The bacteriologic etiology for TERR
tezs been established experimentally (7, &) and reaffirmed clinically
(10,15, 17, 21=23). Likewise, it is well-established that the absence
of 4 vita PL on the root surface leads o progressive RERR (2, 3, 9).
However, the counterpart of the host response, which may provide
pathobiological bass for better understanding the different outcomes
observed after replantation, remains underexplored and stimulates
further investigation, as does the subject of the microbiota of
traumtized eeth.

In conclusion, the present results revealed that the risk of devel
oping severe [ERR shortly afer traumes in mature teeth was imersely
proportional to patient's age o the moment of trauma. In addition,
the time e lapsed between replan tation and the onset of endodontic ther-
apy progressively affected the prevalence and severity of ERR. The use
of SAT, splinting time, wnd extra-alveolar period and storage had no ef-
fect on ERR observed at the time of the pulpectomy in mature teeth,
Additional investigations focusing on the early human host response
to traums and subsequent infection may add relevant information to
this ares
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ANEXO G- Manuscrito submetido no IEJ: A study of the interleukin-1 gene cluster
polymorphisms and inflammatory external root resorption in replanted permanent
teeth

Abstract

Aim To investigate whether single nucleotide polymorphisms (SNPs) within the
interleukin-1 gene cluster (IL1) are associated with the occurrence and severity of
inflammatory external root resorption (IERR) after replantation of avulsed permanent
teeth.

Methodology Indexes of IERR were radiographically assessed in 182 mature
replanted permanent teeth from 146 patients at the onset of endodontic therapy.
DNA was extracted from buccal mucosa cells and genotyped using TagMan probes-
based assays for the SNPs IL1A -889C/T (rs 180058), IL1B +3954C/T (rs1143634)
and IL1RN +2018C/T (rs419598). Teeth were grouped into two categories: IERR
absent to mild (indexes <4) and moderate to severe IERR (indexes >4). Genetic
variations in the IL1 gene cluster were tested for their effect on the occurrence and
extension of IERR using the GEE model (Generalized Estimation Equation). Patient’s
age at the moment of injury, timing of pulpectomy, extra-alveolar period and storage
condition of the avulsed teeth were included as possible confounders.

Results No association was found between SNPs IL1A -889C/T, IL1B +3954C/T
(rs1143634) and IL1RN +2018C/T (rs419598) and IERR indexes. Timing of
pulpectomy (OR 3.5 IC 95% 2.0-6.2 p<0.001) and patient’'s age at the moment of
trauma (OR 0.29 IC 95% 0.12-0.67 p=0.004) significantly affected the risk of
developing severe IERR.

Conclusions While timing of pulpectomy and patient’s age at the moment of trauma
were confirmed as important risk factors, SNPs within the IL1 gene cluster did not

affect the susceptibility for IERR after replantation of permanent teeth.
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INTRODUCTION

One of the most serious complications in replanted permanent teeth is inflammatory
external root resorption (IERR), a progressive process that may irreversibly damage
the root structure leading to tooth loss (Cvek 1992). Progressive IERR is stimulated
by pulp necrosis and infection of the root canal after a traumatic injury to the
periodontal ligament (PL) and root surface. The role of endodontic infection in the
IERR pathogenesis was observed experimentally (Andreasen 1981a, 1981b, Trope
et al. 1992) and reaffirmed clinically, especially in cases of delayed pulpectomy
(Coccia 1980, Hinckfuss & Messer 2009, Weder et al. 2011, Bastos et al. 2014).
Patient’'s age at the moment of trauma also has been shown to be a decisive
parameter for the risk of developing IERR (Andreasen et al. 1995a, Petrovic et al.
2009, Bastos et al. 2014).Furthermore, clinical data has demonstrated that atopic
patients, who predominantly produce anti-inflammatory cytokines, had a more
favorable outcome after replantation despite differences in post-trauma management
of the avulsed tooth (Roskamp et al. 2011).

The interleukin-1 gene cluster (IL1) is located in the human chromosome 2 and
contains genes coding for pro-inflammatory cytokines that include IL-1a and IL-183, as
well as the anti-inflammatory cytokine IL-1 receptor antagonist (IL-1RA). Although IL-
la and IL-1B are distinct gene products they recognize the same cell surface
receptors and share a wide spectrum of biologic activities which regulate functions of
the innate and adaptive immune response (Dinarello 1999). IL-1 is a potent
stimulator of bone resorption acting directly in osteoclast differentiation and also
indirectly due to its ability to stimulate the osteoclastogenic activity of receptor
activator of nuclear factor kappa-B ligand (RANKL) and to increase prostaglandin
synthesis in bone (Lorenzo et al. 2008). IL-1 has been shown to be a critical mediator
involved in the induction of osteoclastogenic activity in periapical lesions and
periodontitis (Graves et al. 2011), in the bone remodeling during orthodontic
movement and tooth eruption (Wise & King 2008). Additionally, it is well established
that IL-1 has an important role during physiologic root resorption in primary teeth
(Harokopakis-Hajishengallis 2007) and during external apical root resorption (EARR)
after orthodontic treatment (Hartsfield 2009). The interleukin-1 receptor antagonist
(IL-1RA) is the natural competitive inhibitor of IL-1, occupying the cell surface IL-1

receptor without triggering signal transduction (Dinarello 1999, Arend 2002). The
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balance between IL-1 and IL-1RA in local tissues plays an important role in the
susceptibility to and severity of many diseases (Arend 2002).

Polymorphisms within the IL1 gene cluster region can influence IL-1 and IL-1RA
protein levels. The SNP -889C/T of the IL1A gene is located at position -889 in the 5'-
flanking region and has been demonstrated to increase significantly the
transcriptional activity of the IL1A gene and protein levels in the plasma (Dominici et
al. 2002). Likewise, the allele T at +3954 position in the IL1B gene has been
associated with increased IL-1B production (Hurmme & Santtila 1998, Iwasaki et al.
2006). The gene coding for IL-1RA (IL1RN) contains a polymorphism in exon 2
+2018T/C that is used as a marker for the variable number of tandem repeats
(VNTR) in intron 2. Although not altering the encoded amino acid sequence, the rare
allele (C) of the SNP +2018T/C, is in complete linkage disequilibrium with allele 2 of
the intron 2 VNTR polymorphism which is associated with an increased production of
IL-1RA protein (Danis et al. 1995, Clay et al. 1996).

Functional polymorphisms in cytokine genes have been associated with the
resistance or susceptibility to a variety of pathologies, particularly chronic immune
and inflammatory conditions (Dutra et al. 2009). Polymorphisms within the IL1 gene
cluster region have been widely studied for their possible influence in the
development of oral pathologies with diverse results. A higher risk for external apical
root resorption (EARR) after orthodontic treatment has been associated with genetic
variants in the IL1 gene cluster (Al-Qwasmi et al. 2003, Bastos Lages et al. 2009,
Gulden et al. 2009, Iglesias-Linares et al. 2012a, 2012b, 2012c, 2013, Linhartova et
al. 2013). On the other hand, IL1B gene polymorphism was not associated with the
development of dental abcesses (de Sa et al. 2007, Amaya et al. 2013) and its
influence in the healing of apical periodontitis after root canal treatment is
controversial (Siqueira et al. 2009, Morsani et al. 2011). Positive and negative
associations between the polymorphisms in the IL1 gene and severe chronic
periodontitis were observed in individuals from populations with different genetic
background (Kinane et al. 2003, Moreira et al. 2005, Karimbux et al. 2012).

Due to the prominent role of IL-1 family members in regulating mineralized tissue
resorption, and the possible modulation of its levels by gene polymorphisms, the aim
of the present study was to investigate IL1A -889C/T (rs1800587), IL1B +3954C/T
(rs1143634) and ILLIRN +2018T/C (rs419598) gene polymorphisms in a sample of
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Brazilian patients bearing replanted teeth after traumatic avulsion and to establish
whether these SNPs are associated with the occurrence and severity of IERR.
MATERIAL AND METHODS

Study population and teeth

Study approval was obtained from the Committee on Ethics in Research of the
FUMG (COEP-UFMG- 003.0.203.000-11). Case records and radiographs of 146
patients (107 males and 39 females), with 182 mature permanent replanted teeth,
who were admitted to the Dental Trauma Clinic from the School of Dentistry of
Federal University of Minas Gerais in Belo Horizonte, Brazil (DTC-SD-FUMG) from
1994 to 2011 were analyzed. Retrospective data regarding the patient's age at the
time of injury, extra-alveolar period and storage condition of the avulsed teeth and
pulpectomy timing were collected. The patients were referred to the Emergency
Dental Service of Municipal Hospital Odilon Behrens (EDS- MHOB) for acute
treatment and were directed to the DTC-SD-FUMG to proceed with treatment. The
time elapsed between the trauma and the acute treatment ranged from 4h to 3 days.
The replantation was performed according to the protocol adopted by the DTC-SD-
FUMG since 1994, which was based upon information from the literature (Andreasen
& Andreasen 1994). The avulsed teeth were held by the crown and rinsed with a
physiologic salt solution. Saline irrigation was used to remove the intra-alveolar clot.
In cases of extra-alveolar period greater than 60 minutes the PL was removed with
gauze soaked in saline. No root surface treatment was performed. After the
radiographic confirmation of the correct repositioning, the tooth was splinted with a
double ligature wire (0.08"), slightly twisted and fixed with composite resin. Only teeth
with closed apices were included in this study. Teeth with additional traumatic injuries
and those with extensive restorations, a history of endodontic treatment, or
radiographic signs of root resorption prior to the injury were excluded. Patients with
history of previous trauma were likewise excluded. Radiographic assessment of
root resorption

Periapical radiographs taken at the onset of the endodontic therapy were
independently examined by 2 investigators (JVB and MISC) in order to evaluate the
presence, type and extension of root resorption. External bowl-shaped radiolucencies
affecting both the root surface and adjacent bone were classified as IERR according
to the criteria defined by Andreasen et al. (1995b). The resorption cavities were also

assessed with the root resorption index developed by Andersson et al. (1989). Teeth
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were grouped into two categories: IERR absent to mild (indexes <4) and moderate to
severe IERR (indexes >4). Each radiograph was assigned a number to ensure that
the analyses were performed blindly. Intra and inter-rate agreement values were
estimated using the Kappa statistic (Hunt 1996). Radiographic standardization was
based on established criteria (Andreasen & Andreasen 1985). Periapical radiographs
were taken using the paralleling technique with small film (Kodak ®Ultra-speed DF
58, size 2, Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) and film holders with a
fixed object-focus distance of 33 cm (Cone®, Maquira Dental Products, Maringa, PR,
BR). The orientation of the central beam was directed between the 2 central incisors,
between the right or left lateral and the central incisors or canines, depending on the
traumatized teeth. All radiographs were taken at 70 kVp, 8 mA (Spectro 70X
Eletronic® Dabi Atlante S/A , Medical & Dental Industry, Ribeirdo Preto —SP, BR).
DNA extraction

After applying the clinical and radiographical inclusion criteria, the selected patients
were scheduled to obtain epithelial cells through an oral swab performed with a
sterile plastic spatula. After gentle scraping of oral mucosa the tip of the spatula was
immediately immersed in 2-ml sterile microtubes containing 1.5 ml of Krebs buffer
(KCl 4 mM, NaCl 124 mM, CgH1206 10 mM, CgH17N2NaO4S 23 mM, MgSO4 1 mM).
DNA extraction was was performed using a modified Boom’s (1990) method. A pellet
of epithelial cells was obtained by centrifugation at 200 g for 5 min. The supernatant
was removed, and 20 pl? of silica (SiO2, Sigma, St Louis, MO, USA) and 450 ul? of
GuSCN containing lysis buffer (L6) were added to the microtubes. Samples were
homogenized with a vortex and incubated for 30 min at 56°C. Afterwards, the
samples were submitted to another centrifugation, and the supernatant was
discarded. The pellet obtained (with the DNA adsorbed on the silica) was washed
twice with 450 pl? of GUSCN containing washing buffer (L2) twice with 450 ul? of
70% ethanol, and once with 450 pl? of acetone. The pellet was centrifuged between
washes and was then dried at 56°C for 30 min. Finally, 100 pl of TE buffer (elution
buffer) was added, and the samples were incubated at 56°C for 12 h to release the
DNA. After incubation, the solution was homogenized and centrifuged, and the
supernatant containing the DNA was transferred to a new tube. The DNA
concentration was measured with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer

(NanoDrop Technology, Wilmington, DE) and stored at -20°C until use.
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https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=nova+iorque+estado&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDAy8HsxKnfq6-gallUVLlsoeL2-68P8G5e3pOkr3Ua-bL5aoKABsjT-oqAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CLABEJsTKAMwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAAEqANX_AHvTx-gAAAANCAMiCS9tLzA5Yzd3MJ2htu4P02go6xHW9N2nv9_pKSihWBWbnSoAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CLEBEJsTKAQwEA
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Analysis of IL1A -889C/T, IL1B +3954C/T and IL1RN +2018C/T gene
polymorphisms

The analysis of gene polymorphisms was performed using real-time polymerase
chain reaction (RT-PCR) with TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) for the SNPs: IL1A -889C/T (rs1800587), IL1B +3954C/T
(rs1143634) and IL1RN +2018C/T (rs419598). The reactions were performed in a
total volume of 20ul? containing 10ul? of Genotyping Master Mix systems (Applied
Biosystems), 0.5ul? of primers and probes and 50ng of genomic DNA. The
amplifications were made using a C1000TM Thermal Cycler/CFX96 Real-Time (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Statistical analysis

Genotype frequencies were tested for its effect in the occurrence and severity of
IERR in accordance with established criteria in the literature (Sasiene 1997, Zou &
Donner 2006). Binary logistic regression was used to analyze the extent that
genotypes and clinical parameters interfered individually in the IERR extension.
Variables that presented p values <0.25 in the univariate analysis were tested in the
multivariate regression model. To take into account potential correlations in cases in
which more than one tooth was replanted in the same patient, the data were
analyzed using a marginal model (Generalized Estimation Equation — GEE) with a
compound symmetry correlation matrix (Diggle et al. 2002), which is the standard
approach for the marginal modeling of correlated data. The risk of severe IERR was
calculated using adjusted odds ratios (95% confidence interval) and the level of
significance was set at p<0.05. Statistical analysis was performed using R software
(Version 3.0.3, 2014, Vienna, Austria). Considering that polymorphisms within the IL1
gene cluster are on the same chromosome (chr. 2), linkage disequilibrium and
haplotype analysis were performed by using Haploview 4.2. Software (Broad
Institute, Los Angeles, CA, USA).

RESULTS

Sample distribution according to age, clinical parameters and genotypes

Table 1 presents sample distributions according to age, clinical parameters and the
studied genotypes. Patient’s age at the time of injury ranged from 7.9 to 33.1 years
(mean 13.1 £ 4.1 years). Individuals were grouped according to a cutoff point of 11

years of age since it has been previously demonstrated that this age represents a
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benchmark for the risk of developing severe IERR (Bastos et al. 2014). Fifty five
(37.7%) patients were under 11 years of age and 91 (62.3%) were older than 11
years of age at the moment of trauma. The median extra oral period of avulsed teeth
was 130 min and ranged from 5 min to 3 days. Seventy two (39.6%), teeth were kept
dry, 42 (23.1%) teeth were placed in milk and 68 (37.4%) teeth were stored in a wet
media as follows: 36 (19.8%) teeth in saline, 20 (11.0%) in water and 12(6.6%) in
saliva. Teeth kept dry for more than 20 min prior to storage in a wet medium were
classified within the dry environment group as previously reported by Andreasen et
al. (1995b). Timing of pulpectomy ranged from 6 h to 39.6 months with a median time
of 2.2 months. Sample distribution according to genotypes of the studied SNPs
showed that 11% of the subjects were homozygous (TT) for the minor allele of the
IL1A -889C/T SNP. Five (3.4%) subjects were homozygous (TT) for the minor allele
of the SNP +3954C/T in the IL1B gene and 6.8% were homozygous (CC) for the
minor allele of the ILARN +2018 SNP.

Root resorption activity

Radiographic signs of IERR were found in 75.3% of the cases with indexes ranging
from 1 to 12 while 45 (24.7%) teeth showed no IERR (IERR index = 0). While 134
teeth presented IERR absent to mild (indexes <4) only 48 teeth showed moderate to
severe IERR (indexes >4) that represented 73.6% and 26.4% of the cases,
respectively. The agreement rates intra-examiner (k=0.85 and 0.82) and inter-
examiners (k =0.75) were favorable.

Relationship between IERR and the patient’s genotype, age, management of
the avulsed tooth and timing of pulpectomy

Patient’'s age, extra-alveolar period, storage condition, timing of pulpectomy and
genotypes of the studied SNPs were individually tested in relation to the risk of
developing moderate to severe IERR. The adjusted odds ratios (95% confidence
interval) for each one of these variables are presented in Tables 2 and Table3.
Patient’s age at the moment of trauma (OR 0.36 IC 95% 0.17-0.74 p=0.006) and
timing of pulpectomy (OR 3.6 IC 95% 2.12 — 6.10 p<0.001) showed significant
nominal p values related to the extension of root resorption. The length of extra-
alveolar period and storage condition did not affected the risk of developing higher
indexes of IERR. There were no significant differences in genotypes frequencies
when compared the group with IERR absent to mild (<4) and the group with IERR

indexes moderate to severe (>4). Interestingly, patients who were homozygous for
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the T allele (TT) at IL1B +3954C/T SNP, and for the C allele (CC) at ILLRN +2018C/T
SNP, were less frequent among the group with IERR indexes moderate to severe
although not reaching statistical significance (p= 0.63 and p= 0.17 respectively).
Thus, given the fact that the ILLRN genotype analysis returned a p value lower than
0.25, it was included in the multivariate model together with age and timing of
pulpectomy. The final model is presented in Table 4 and demonstrated that variations
in the SNP +2018C/T in the IL1RN gene did not reach significance in the multivariate
model (OR 0.15 IC 95% 0.02 -1.3 p=0.09). Time elapsed between replantation and
the beginning of endodontic therapy increased progressively the risk of severe IERR
(OR 3.5 IC 95% 2.0 - 6.2 p<0.001). Patient’s older than 11 years of age at the
moment of trauma had 71% less risk of having higher indexes of IERR (OR 0.29 IC
95% 0.12 — 0.67 p=0.004). For the SNPs studied, allelic frequencies did not deviate
from Hardy—-Weinberg equilibrium. The results of linkage disequilibrium analysis
showed that the polymorphisms in the IL-1 cluster did not formed haplotypes in the
present sample (rs1800587 p=0.68, rs1143634 p= 0.70, rs 419598 p=0.27).

DISCUSSION

Inflammatory external root resorption (IERR) represents a negative outcome after
permanent teeth replantation causing rapid and irreversible damage to the root
structure. Such sequelae may ultimately lead to tooth loss due to tooth exfoliation or
cervical root fractures (Cvek 1992) with relevant functional, aesthetic, psychosocial
and economic consequences (Cortes et al. 2002, Nguyen et al. 2004). Clinical
studies have demonstrated the role of demographic and clinical factors such as age
at the moment of trauma and timing of pulpectomy on the risk of developing IERR
(Kirinons et al. 1999, Hinckfuss & Messer 2009, Bastos et al. 2014). On the other
hand, recent clinical data have demonstrated that the healing process after
replantation is strongly influenced by patient's immunological profile regardless
the???management of the avulsed tooth (Roskamp et al. 2011).

In the present study, the influence of SNPs in the IL1 gene cluster was evaluated,
together with demographic and clinical factors, on the prevalence and severity of
IERR at the onset of the endodontic therapy after tooth replantation. Although clinical
data was collected retrospectively, deficiencies frequently found in retrospective
studies were overcome by the fact that the same standardized protocol and clinical

registration forms were adopted in 1994 by both centers enrolled in the research
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(EDS -MHOB and DTC-SD-FUMG). The replantation procedures in this protocol
were adapted from the literature available at 1994 and adopted most of procedures
described by Andreasen & Andreasen (1994). The current results showed that
delayed pulpectomy together with patient’s age younger than 11 years at the moment
of trauma had a deleterious effect for the developing of IERR after replantation
confirming previous reports (Coccia 1980, Andreasen et al. 1995a, Kirinons et al.
1999, Hinckfuss & Messer 2009, Weder et al. 2011, Bastos et al. 2014). This effect
can be explained by the persistence of infection inside the root canal since there are
no more viable blood vessels in the necrotic pulp tissue. Unless endodontic treatment
is performed, bacteria and their byproducts continuously move out from the root
canal through the wide dentinal tubules in young teeth and maintain a persistent
inflammatory response at the root surface, which leads to progressive IERR.

The extra-alveolar period and storage conditions did not prove to affect the
occurrence of IERR contrasting with previous studies (Kinirons et al, 1999,
Donaldson & Kinirons, 2001, Andreasen et al. 1995b). This comparison must take
into account the delayed pulpectomy observed in the present sample. The prolonged
exposure of the damaged PL to bacteria and their byproducts, might have overcome
the effect of favorable extra-alveolar period, as it is well known that infection may
protract or even prevent healing (Graves et al. 2011).

In the present study, no associations were observed between the IL1A -889C/T, IL1B
+3954C/T and IL1RN +2018T/C gene polymorphisms and IERR indexes. This is the
first study to investigate the potential role of SNPs in the IL1 cluster as an influence in
the susceptibility for IERR after tooth replantation. Although direct comparisons
remains difficult, a parallel may be done with previous studies conducted in teeth
bearing EARR after orthodontic treatment. While some studies reported a diminished
susceptibility to EARR strongly associated with the presence of the C allele in the
IL1B +3954C/T SNP (Al-Qawasmi et al. 2003, Bastos Lages et al. 2009, Iglesias-
Linares et al. 2012b), such correlation could not be confirmed by others (Gilden et
al. 2009, Linhartova et al. 2013, Pereira et al. 2013). Interestingly, an opposite effect
was reported in endodontically treated teeth, i.e. carriers of the C allele showed an
increased susceptibility to EARR (lglesias-Linares et al. 2012a, 2012c). Such
discrepancy was explained by the fact that in teeth with vital pulp the protective effect
of the SNP +3954C/T in the IL1B gene was attributed to the enhanced bone

remodeling rather than to a direct down regulation of the root resorption process (Al-
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Qawasmi et al. 2003). The increased susceptibility in endodontically treated teeth
was explained by the presence of a pro-resorptive microenvironment surrounding the
root apex of these teeth (Iglesias-Linares et al. 2012a, 2012c). The association of the
IL1A -889C/T SNP and EARR is also controversial since one study has reported a
direct association in a German sample (Gulden et al. 2009) but the same result was
not observed in other reports in Caucasian populations (lglesias-Linares et al. 2012b,
Linhartova et al. 2013). Recent reports have also suggested a probable protective
role for the less frequent allele C of the ILLRN +2018 polymorphism against EARR in
both, vital and endodontically treated teeth (lglesias-Linares et al. 2012b, 2013,
Linhartova et al. 2013).

Another comparison may be done with studies regarding the association of the IL1B
+3954C/T SNP and the healing process of apical periodontitis. The present results
are in line with those reported by Siqueira et al. (2009) that also showed lack of
association between this SNP and the response to the endodontic treatment in a
Brazilian sample. On the other hand, Morsani et al. (2011) observed a significative
association between the presence of the C allele and persistent apical periodontitis in
Americans. A lack of correlation was also reported regarding the development of
acute and suppurative forms of apical periodontitis (de S& et al. 2007, Amaya et al.
2013). The present results should be evaluated taking into consideration that IERR is
multifactorial in nature and, at an individual level, disease expression is a result of the
interplay between innate genetic susceptibility and differing exposition to
environmental and clinical risk factors rather than an effect of a single gene. Other
factors, such as the involvement of bacteria in amplifying inflammation, have a strong
effect in disease development, masking the role of the gene polymorphism. Thus, the
delayed pulpectomy observed in the present sample may have led to a prolonged
exposure of the damaged PL to bacteria and their byproducts, equalizing the
outcomes observed in the putative “favorable” and “unfavorable” genotypes. It is well
established that lipopolysaccharide-induced production of IL-1 in periradicular lesions
actively participate in positive loops of upregulation that may perpetuate destructive
circuits (Graves et al. 2011). In fact, the present results showed that the timing of the
pulpectomy remained as the most significant variable even after the multivariate
model was performed. In addition, it should also be taken into account that
differences in the composition and in the levels of bacterial species found in root

canals may be an important indicator of the pathogenicity and hence, of disease
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severity (Siqueira and Roégas 2009). Future studies on the current topic are therefore
recommended.

Another interesting perspective arises from previous in vitro and in vivo studies in
other areas that have underlined that the ILLRN +2018 T/C polymorphism, and not
only the IL1 SNPs themselves — could be the key regulator of IL-1 and IL-1RA
protein levels (Danis et al. 1995, Clay et al. 1996, Hurme & Santtila 1998 )).
Additionally, studies that performed the haplotype analysis of the IL1 gene variants
consistently pointed out to an association between EARR after orthodontic treatment
and the ILIRN +2018 T/C SNP in vital and endodontically treated teeth (lglesias-
Linares et al. 2012b, 2013, Linhartova et al. 2013) but not always with the SNP
+3954C/T in the IL1B gene (Linhartova et al. 2013) or with the SNP (-899 C/T) in the
IL1A gene (lglesias-Linares et al. 2013, Linhartova et al. 2013). In the present study
the haplotype analysis of IL1 gene variants was performed and none of the studied
SNPs reached statistical significance. However the present results should be
interpreted with caution due to the characteristics of a single-center study, even
being based on the large sample size of 146 subjects. Because many alleles may
have weak genetic effects, large studies and/or meta-analyses of multiple studies will
often be required to determine whether genetic associations between polymorphisms
and disease are significant (Hirschhorn et al. 2002). The effect of ethnicity was not
considered in the present sample since classifying Brazilians into ethnic groups is not
recommended due to the pronounced levels of admixture observed, mainly in the
state of Minas Gerais, where the study was conducted (Parra et al. 2003).Additional
large multi-center studies, in different ethnicities, are necessary.

CONCLUSION

The association between IERR and risk factors such as timing of the pulpectomy and
patient’'s age at the moment of trauma was confirmed. On the contrary, IL1 gene
cluster SNPs did not affect the susceptibility for IERR in replanted permanent teeth.
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Table 1 — Sample distribution according to age, clinical parameters and genotypes

Variables

Age at trauma n(%)*

<11 years
> 11 years

Extra-alveolar period (min)**
Median (Range)

Storage condition n(%)**
Dry

Water, saline, saliva

Milk
Timing of pulpectomy(days)**
Median (Range)

IL1A (-889C/T) rs 1800587 n(%0)*

cC
Genotype CT
TT
Presence/Absence T- (CC)
allele T T+ (CT+TT)
ILIB (+3953C/T) rs 1143634* n(%o)
cC
Genotype CT
TT
Presence/Absence T- (CC)
allele T T+ (CT+TT)
IL1IRN (+2018C/T) rs 419598* n(%)
TT
Genotype CT
cC
Presence/Absence C-(TT)
allele C C+ (CT+CC)

55 (37.7)
91 (62.3)

130 min (5 min — 3 days)

72 (39.6)
68 (37.4)
42 (23.1)

65.5 days (6 hours — 39.6 months)

66 (45.2)
64 (43.8)
16 (11.0)

8 (54.8)
96 (45.2)

102 (69.9)
39 (26.7)
5 (3.4)

102 (69.9)
44 (30.1)

90 (61.6)
46 (31.5)
10 (6.8)

90 (61.6)
56 (38.4)
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Table 2 — GEE model - Univariate analysis of relationship between demographic and clinical
parameters according to IERR indexes

Variables

Index of IERR

Absent to Mild (<4)

Moderate to Severe > 4

GEE Model

(n=134) (n=48)
Age at trauma n(%) n(%) OR (IC 95%) p value
<11 years 38 (61.3) 24 (38.7) Reference
> 11 years 96 (80.0) 24 (20.0) 0.36 (0.17- 0.74) p= 0.006

Extra-alveolar
period

Median (Range)

Storage condition

Dry

Water, saline,
saliva

Milk

Timing of
pulpectomy(days)

Median (Range)

150 min (5 min — 3 days)
n(%o)

51 (75.0)
31 (73.8)
52 (72.2)

44 days (6 hours — 39.6 mth)

120 min ( 15 min — 16 hours)
n(%o)

17 (25.0)
11 (26.2)
20 (27.8)

158.5  Days (48days — 25.5

months)

0.88 (0.67- 1.16) p= 0.36*

Reference
0.95 (0.43 — 2.06) p=0.89
0.88 (0.35 —2.24) p=0.79

3.6 (2.12 -6.10) p<0.001*

* OR calculated after logarithmic transformation
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Table 3 - GEE model - Univariate analysis of relationship between genotypes of SNP rs 1800587, rs 1143634,

and rs419598 and IERR indexes

Polymorfisms

Absent to Mild (< 4) (n=134)

Index of IERR

Moderate to Severe > 4 (n=48

IL1A (-889C/T) rs 1800587 n(%o) n(%o)
cC 63 (73.3) 23 (26.7)
Genotype CT 57 (75.0) 19 (25.0)
TT 14 (70.0) 6 (30.0)
Presence/Absence allele T T- (CC) 63 (73.3) 23 (26.7)
T+ (CT+TT) 71 (74.0) 25 (52.1)
ILIB (+3953C/T) rs 1143634
cc 93(73.2) 34 (26.8)
Genotype CT 33(71.7) 13 (28.3)
TT 7 (87.5) 1(12.5))
Presence/Absence allele T T- (CC) 93(73.2) 34 (26.8)
T+ (CT+TT) 40 (74.1) 14 (25.9)
IL1RN (+2018C/T) rs 419598
TT 76 (71.0) 31(29.0)
Genotype CT 45 (73.8) 16 (26.2)
cc 13 (92.9) 1(7.1)
Presence/Absence allele C C-(TT) 76 (71.0) 31(29.0)
C+ (CC+CT) 58 (77.3) 17 (22.7)
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Table 4 — GEE model - multivariate analysis of relationship between age, timing
of pulpectomy and IERR indexes prior to pulp extirpation

Prognostc Factor OR (IC 95%) p value
Univariate analysis Multivariate analysis
Timing of  pulpectomy 5 ¢ 15 6 10) p<0.001* 3.5 (2.0 -6.2) p<0.001*
(days)
Age at trauma
<11 years Reference Reference
> 11 years 0.36 (0.17- 0.74) p=0.006 0.29 (0.12- 0.67) p=0.004

* OR calculated after logarithmic transformation
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ANEXO H- Manuscrito em preparacdo :1L10 gene polymorphism is associated with
inflammatory root resorption in replanted permanent teeth

Abstract
Objectives: To evaluate the association between the IL-10 -1082A/G polymorphism and

the development of inflammatory external root resorption (IERR) after tooth replantation.
Material and Methods: 146 patients bearing replanted permanent teeth were genotyped for the
SNP -1082A/G in the IL10 gene. Logistic regression was performed to test the effect of
genotypes along with age and factors related to the management and acute treatment of the
avulsed tooth in the occurrence and extension of IERR. Results: Delayed pulpectomy increased
the risk of severe IERR in a progressive manner (OR 4.7 IC 95% 2.73 — 8.1 p<0.001). Patients
older than 11 years of age at the moment of trauma had 76% lower risk of severe IERR (OR 0.24
IC 95% 0.09-0.63 p=0.004). The G+ genotypes (AG+GG) of the SNP -1082 in the IL10 gene
showed 65% lower risk of developing severe IERR (OR 0.35 IC 95% 0.13-0.94 p=0.038).
Conclusions: The present study showed an association of the -1082A/G polymorphism and the
risk of developing severe IERR in combination with putative risk factors as age and timing of
pulpectomy. This fact stresses that IERR is multifactorial in nature and suggests that the patient’s
genetic profile may contribute in the outcome after tooth replantation.

Keywords: interleukin-10, single nucleotide polymorphism, inflammatory external root
resorption; tooth avulsion, tooth replantation
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INTRODUCTION
Inflammatory external root resorption (IERR) represents a serious complication after tooth

replantation. It is a progressive process and may lead to exfoliation of the tooth or to cervical
fracture due to the weakened root walls (Cvek, 1992). Histologically, IERR consists of areas of
erosion in cementum and dentin presenting with many Howship's lacunae and odontoclasts, as
well as regions of inflammatory infiltration in the neighboring periodontal tissue (Andreasen,
1980; Gunday et al, 1995). The onset of IERR results from healing events that are initiated
immediately after injury to repair the damaged areas in periodontal ligament and root surface.
This process also exposes dentinal tubules and allows for the passage of bacteria and their toxic
products from the root canal to the lateral periodontal ligament (PL). Bacteria and their
byproducts then intensify the resorption unless the infection is mechanically removed by
endodontic therapy since this infection is inaccessible to the host’s immune cells (Andreasen and
Andresasen 1992). Such role of endodontic infection in the IERR pathogenesis has been
observed experimentally (Andreasen, 1981a ;1981b; Trope et al, 1992) and reaffirmed clinically,
especially after delayed pulpectomy (Andreasen and Hgrting-Hansen, 1966; Coccia, 1980;
Donaldson and Kinirons, 2001; Chappuis and von Arx, 2005; Hinckfuss and Messer, 2009a;
Weder et al, 2011; Bastos et al, 2014). Clinical data have also shown that IERR is markedly
influenced by the age at the moment of trauma (Andreasen and Hjerting-Hansen, 1966;
Andreasen et al, 1995a; Petrovic et al, 2010; Bastos et al, 2014), by the stage of root
development (Andreasen and Hjerting-Hansen, 1966; Andreasen et al, 1995a; Petrovic et al,
2010), and by additional crown damage, visible contamination, or extra-alveolar dry conditions
for longer than 15 min (Donaldson and Kinirons, 2001). However, these demographic and
clinical parameters cannot completely explain inter-individual differences in the outcomes
observed and little attention has been given to the role of host response. Recent clinical data from
one study demonstrated that atopic patients, who predominantly produce anti-inflammatory
cytokines, have a more favorable outcome after replantation despite differences in post-trauma
management of the avulsed tooth (Rosakamp et al, 2011). In addition, recent findings have also
suggested that differences in the patient's genetic profile may be a contributory factor in the
predisposition to external apical root resorption after orthodontic treatment (Iglezias-Linares et
al, 2012; 2013; Linhartova et al, 2013; Pereira et al; 2013).

Several studies have demonstrated associations of oral diseases with polymorphisms in genes
coding for cytokines. Most of them result in abnormal cytokine gene transcription, thus
influencing disease development and severity (Dutra et al, 2009). The -1082A/G polymorphism
(also called 1087A/G in some studies) is located at a regulatory region of the IL-10 gene (Kube
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et al, 1995) altering the binding sites for various transcription factors, thereby affecting IL-10
production. The presence of the G allele has been associated with higher levels of IL-10
production in vitro (Turner et al, 1997) and in vivo (Larsson et al, 2011) and was found to be
related to a decreased risk of diseases in which immune regulation contributes to the
pathogenesis, such as chronic periodontitis (Jaradat et al, 2012), rheumatoid arthritis (Zhang et
al, 2011), lumbar disk degeneration (Lin et al, 2011). IL-10 is a pleiotropic cytokine with strong
anti-inflammatory properties. Among several other immunoregulatory activities, IL-10 directly
inhibits osteoclasts generation and activation, conferring a protective role in periapical bone
resorption (Menezes et al, 2008, Sabat et al, 2010). Given the important role of IL-10 in the
pathogenesis of mineralized tissue resorption and the possible modulation of 1L-10 levels by
gene polymorphism which may affect clinical outcome, the aim of this study was to investigate
the association of the SNP -1082A/G in the IL10 gene and the occurrence and severity of IERR,
in a sample of Brazilian patients with replanted permanent teeth after traumatic avulsion.

MATERIALS AND METHODS

Study population and teeth
The sample consisted of 146 patients, 107 males (73.3%) and 39 females (26.3%), with replanted

teeth after avulsion who were admitted to the Dental Trauma Clinic at the School of Dentistry of
UFMG in Belo Horizonte, Brazil, (DTC-SD-FUMG) from 1994 to 2011. Case records and
radiographs were analyzed to collect retrospective data including the patient’s age at the time of
trauma, extra-alveolar period and storage conditions of the avulsed teeth, use of systemic
antibiotic therapy (SAT), splinting period and type and time elapsed between replantation and
the onset of endodontic therapy. The patients received acute treatment at the Emergency Dental
Service of Municipal Hospital Odilon Behrens (EDS-MHOB) and were referred to DTC-SD—
FUMG to proceed with treatment. The replantation was performed according to the protocol
adopted since 1994, which was based upon information from the literature (Andreasen and
Andreasen, 1994). The avulsed teeth were held by the crown and rinsed with a physiologic salt
solution. Saline irrigation was used to remove the intra-alveolar clot. No root surface treatment
was performed. After the correct repositioning was radiographically verified, the tooth was
splinted with a double ligature wire (0.08"), slightly twisted and fixed with composite resin.
Only teeth with closed apices were included in this study. Teeth with additional traumatic
injuries and those with extensive restorations, a history of endodontic treatment, or radiographic
signs of root resorption prior to the injury were excluded. Patients with a history of previous
trauma were likewise excluded. Study approval was obtained from the Committee on Ethics in
Research of the FUMG (COEP-UFMG- 003.0.203.000-11).
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Radiographic assessment of root resorption
Periapical radiographs were taken immediately after the replantation and at the onset of the

endodontic therapy and were independently examined by 2 investigators (JVB and MISC). Each
radiograph was assigned a number to ensure that the analyses were performed blindly. Intra and
inter-rate agreement values were estimated using the Kappa statistics (Hunt, 1986). Radiographic
standardization was based on established criteria (Andreasen and Andreasen, 1985). Periapical
radiographs were taken using the paralleling technique with small film (Kodak ®Ultra-speed DF
58, size 2, Eastman Kodak Company Rochester, NY, USA) and film holders with a fixed object-
focus distance of 33 cm (Cone®, Maquira Dental Products, Maringa, PR, BR). The orientation
of the central beam was directed between the 2 central incisors, between the right or left lateral
and the central incisors or canines, depending on the traumatized teeth. All radiographs were
taken at 70 kVp, 8 mA (Spectro 70X Eletronic® Dabi Atlante S/A — Medical & Dental Industry,
Ribeirdo Preto —SP, BR). External bowl-shaped radiolucencies affecting both the root surface
and adjacent bone were classified as IERR according criteria defined by Andreasen et al (1995a).
The resorption cavities were also assessed with the root resorption index developed by
Andersson et al (1989). Teeth were grouped into two categories: IERR absent to mild (indexes
<4) and moderate to severe IERR (indexes >4).

DNA extraction

DNA was purified from epithelial cells obtained through an oral swab performed with a sterile
plastic spatula. After gentle scraping of oral mucosa, the tip of the spatula was immediately
immersed in 2-ml sterile microtubes containing 1.5 ml of Krebs buffer (KCI 4 mM, NaCl 124
mM, CgH1206 10 mM, CgHi7NoNaO4S 23 mM, MgSO, 1 mM). DNA extraction was was
performed using the Boom’s (1990) method modified. A pellet of epithelial cells was obtained
by centrifugation at 200 g for 5 min. The supernatant was removed, and 20 ul of silica (SiO2,
Sigma, St Louis, MO, USA) and 450 ul of lysis buffer L6 (6.0 M GuSCN, 65 mM Tris—HCI pH
6.4, 25 mM EDTA and 1.5% Triton X-100) were added to the microtubes. Samples were
homogenized with a vortex and incubated for 30 min at 56°C. Afterwards, the samples were
submitted to another centrifugation, and the supernatant was discarded. The pellet obtained (with
the DNA adsorbed on the silica) was washed twice with 450 pl of washing buffer L2 (6.0 M
GUuSCN, 65 mM Tris—HCI pH 6.4), twice with 450 pl of 70% ethanol, and once with 450 pl of
acetone. The pellet was centrifuged between washes and was then dried at 56°C for 30 min.
Finally, 100 ul of TE buffer (10 mM Tris—HCI pH 8.0 and 1 mM EDTA) was added, and the
samples were incubated at 56°C for 12 h to release the DNA. After incubation, the solution was

homogenized and centrifuged, and the supernatant containing the DNA was transferred to a new


https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=rochester+nova+york&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDAw8HsxKHfq6-QaVhUVpspNu5nH8x91acKm_QNp25XHdBcDAAojZBxikAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CK8BEJsTKAIwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=nova+iorque+estado&stick=H4sIAAAAAAAAAGOovnz8BQMDAy8HsxKnfq6-gallUVLlsoeL2-68P8G5e3pOkr3Ua-bL5aoKABsjT-oqAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CLABEJsTKAMwEA
https://www.google.com.br/search?biw=1366&bih=673&q=estados+unidos&stick=H4sIAAAAAAAAAAEqANX_AHvTx-gAAAANCAMiCS9tLzA5Yzd3MJ2htu4P02go6xHW9N2nv9_pKSihWBWbnSoAAAA&sa=X&ei=S9pAUrvyC6f84AOhxIGIDA&sqi=2&ved=0CLEBEJsTKAQwEA

185

tube. The DNA concentration was measured with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(NanoDrop Technology, Wilmington, DE) and stored at -20°C until use.

Analysis of the 1L-10 -1082G/A gene polymorphism

The gene polymorphism analysis was performed using real-time polymerase chain reaction (RT-
PCR) with the TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) for
SNP IL-10 -1082(A/G) rs1800896. The reactions were performed in a total volume of 20 pl,
which contained 10 pl of Genotyping Master Mix systems (Applied Biosystems), 0.5 ul of
primers and probes and 50 ng of genomic DNA. The DNA was amplified using a C1000TM
Thermal Cycler/CFX96 Real-Time (Bio-Rad Laboratories, USA).

Statistical procedures
Genotype frequencies were tested for its effect on the occurrence and severity of IERR in

accordance with criteria previously established in the literature (Sasiene, 1997; Zou and Donner,
2006). Logistic Regression Model was used to analyze the extent that clinical parameters and
genotypes interfered individually in the IERR extension. Variables that presented p values <0.25
in the univariate analysis were tested in the multivariate regression model. The risk of severe
IERR was calculated using adjusted odds ratios (95% confidence interval) and the level of
significance was set at p<0.05. Statistical analysis was performed using the software packages
SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago IL, USA).

RESULTS

Table 1 presents sample distributions according to age, clinical parameters and the genotypes of
the SNP -1082A/G in the IL10 gene. Patient age at the time of injury ranged from 8.6 to 33.1
years (with a mean age of 11.9 + 3.7 years). Individuals were grouped according to a cutoff point
of 11 years of age since it has been previously demonstrated that this age represents a benchmark
for the risk of developing severe IERR (Bastos et al, 2014). Fifty-five (37.7%) patients were
under 11 years of age and 91(62.3%) were older than 11 years of age at the moment of trauma.
The median extra-alveolar period for the avulsed teeth was 125 min, and this period ranged from
5 min to 3 days. Most of the teeth were stored in a dry environment (41.1%), followed by storage
in wet media (36.3%), and in milk (22.6%). Teeth that were kept dry for more than 20 min prior
to storage in a wet medium were classified in the dry environment group. This criterion was
based on previous results showing that a combination of dry and wet storage resulted in a
significantly lower healing rate amongst teeth kept dry for 20 min or more prior to storage in a
wet medium (Andreasen et al, 1995d). Systemic therapy with amoxicillin was prescribed in
35.6% of the cases. Splinting times ranged from 7 days to 24.6 months, with a median time of 48
days Time elapsed between the replantation and the pulp extirpation ranged from 14 d to 40.1
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months, with a median time of 2.1 months. Sample distribution according to genotypes showed
that 86 (58.9%) subjects were homozygous for the major allele (AA), 44 (30.1%) were
heterozygous and 16 (11.0%) subjects were homozygous (GG) for the minor allele of the SNP -
1082A/G in the IL10 gene.

Root resorption activity

IERR Indexes ranged from 0 to 12 and were grouped into 2 categories absent or low (<4) and
moderate to severe (>4), which represented 70.5% and 29.5% of the cases, respectively. The
agreement indexes intra-examiner (x=0.85 and 0.82) and inter-examiners (x =0.75) were
favorable (Hunt, 1996).

Relationship between IERR and the patient’s genotype, age, management of the avulsed
tooth and timing of pulpectomy

Patient’s age at the moment of trauma, clinical parameters and genotypes of the SNP IL-10 -
1082(A/G) were tested individually for their influence in the risk of developing severe to
moderate IERR. Results from the univariate analysis are presented in Table 2 and revealed that
patient’s older than 11 years of age at the moment of trauma had a lower risk of developing
higher indexes of IERR (OR 0.39 IC 95% 0.19-0.81 p=0.01). Timing of pulpectomy and
splinting time (OR 4.27 IC 95% 2.56 - 7.12 p<0.001) progressively affected the risk of
developing moderate to severe IERR (indexes >4). SAT use, length of extra-alveolar period and
storage media had no significant effect in the IERR activity in the present sample. Patients who
were homozygous for the allele G at IL-10 gene SNP -1082A/G (GG) were less frequent among
the group with higher indexes of IERR. This trend was also observed when considered the
presence/absence of the polymorphic allele G (AG+GG), although not reaching statistical
significance in the univariate analysis. Based on these results two multivariate models were
constructed using a backward search strategy with variables that presented nominal values of
p<0.25. Therefore in the first model the 3 genotypes were tested together with the timing of the
pulpectomy, patient’s age, splinting time and SAT use. In the second model, genotypes were
grouped according to the presence of the polymorphic allele G (genotypes AG+GG) and were
included along with the patient’s age, timing of pulpectomy, splinting time and SAT use.
Patient’s age at the moment of trauma and timing of pulpectomy remained significant in both
models. Splinting time was removed from the final model due to redundancies since it was quite
similar to timing of pulpectomy. SAT use remained not significant in both models (p= 0.87 and
p=0.88 respectively). When the 3 genotypes were tested individually, the effect of GG genotype
did not reach significance (p=0.11) but, when grouped according to the presence of the

polymorphic allele G the effect of the G+ genotypes (AG+GG), reached statistical significance
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(p=0.038). The final model is presented in Table 3 and demonstrated that timing of pulpectomy
increased the risk of severe IERR in a progressive way (OR 4.7 IC 95% 2.73 -8.1 p<0.001).
Patients older than 11 years of age at the time of trauma had 76% lower risk of severe IERR
when compared with patients under 11 years of age (OR 0.24 IC 95% 0.09-0.63 p=0.004).The
G+ genotypes (AG+GG) of the SNP -1082 in the IL10 gene showed 65% lower risk of
developing severe IERR when compared with the G- (AA) genotypes (OR 0.35 IC 95% 0.13-
0.94 p=0.038).

DISCUSSION

The present study investigated the influence of the SNP -1082A/G in the 1L10 gene together with
demographic and clinical factors, in the prevalence and severity of IERR after tooth replantation.
To the best of our knowledge, there is no data regarding the potential role of a SNP in the
healing process after traumatic injuries. Deficiencies frequently found in retrospective studies
were overcome by using the same standardized treatment protocol and clinical registration forms
that were adopted in 1994 by both centers enrolled in this research (EDS -MHOB and DTC-SD-
FUMG). The present results suggested that the IL10 genotype may be involved in the
susceptibility to IERR since individuals with the G+ (AG+GG) genotype at the SNP -1082 in the
IL10 gene were found to have lower risk of developing severe IERR than those without the G
allele (AA genotype). These findings are consistent with previous studies that reported an
association between the carriage of the G allele (GG+GA) and a decreased risk of developing
rheumatoid arthritis (Zhang et al, 2011). Moreover, positive allele A genotypes (GA, AA) at
position -1082 had an increased risk of having chronic periodontitis (Jaradat et al, 2012) and of
developing lumbar disc degeneration (Lin et al, 2011).

IL-10 is a multifunctional anti-inflammatory cytokine that is produced by activated immune cells
and has beneficial effects in limiting the excessive immune response and tissue destruction
(Sabat et al, 2010). Its protective effect in osteolytic lesions can be attributed to its ability to
suppress the secretion of pro-inflammatory cytokines including IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-a
(Sabat et al, 2010) and to inhibit osteoclastogenesis (Menezes et al, 2008; Lorenzo et al, 2008).
IL-10 has been demonstrated to be a protective factor against periapical bone resorption in
endodontic infections and to reduce the severity of periodontitis (Menezes et al, 2008). IL-10 has
also been demonstrated to have an inhibitory effect on osteoclastogenesis during root resorption
in the primary dentition (Liu et al, 2006). Considering the role of bacteria in the etiology of
IERR, the pivotal role of IL-10 in hampering the development of Thl immunity and that the

presence of the G allele has been associated with higher levels of IL-10 (Turner et al, 1997;
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Larsson et al, 2011), it can be hypothesized that the protective effect observed in the present
sample was due to the high levels of IL-10 in the carriers of the G+ genotypes. However,
functional studies must be performed to confirm this hypothesis. Interestingly, the effect of the
IL10 polymorphism could only be evidenced in combination with putative primary risk factors
such as age and timing of pulpectomy, This fact stresses that IERR is multifactorial in nature
and, at an individual level, disease expression is a result of the interplay between innate genetic
susceptibility and differing exposition to environmental and clinical risk factors rather than an
effect of a single gene.

In the present sample, the acute treatment was performed in another center, and the patients were
then instructed to seek treatment at the DTC — SD — FUMG, leading to a great variation in the
time of the onset of endodontic therapy. Timing of pulpectomy represented an important risk
factor affecting progressively the susceptibility to severe IERR This effect is in accordance with
the literature (Kinirons et al, 1999; Hinckfuss and Messer, 2009a; Bastos et al, 2014) and can be
explained by the absence of viable blood vessels in the necrotic pulp that renders the root canal a
protected reservoir of bacteria, since they are inaccessible to the immune response. Unless the
infection is mechanically removed by endodontic therapy, irritants move freely through dentinal
tubules maintaining a persistent inflammatory process in the root surface. This host response
plays a critical and protective role in resisting infection but also has destructive consequences
(Andreasen and Andreasen, 1992, Graves et al, 2011).

The current results showed that younger patients, under 11 years of age at the moment of trauma,
were more prone to develop severe IERR confirming previous reports by us and others
(Andreasen et al., 1995a; Petrovic et al., 2010; Bastos et al., 2014). The decision of grouping
patients according to the cutoff point of 11 years was based in our previous results demonstrating
that this age represented a benchmark for the risk of developing severe IERR (Bastos et al,
2014). Only mature teeth with closed apices were included in the present sample suggesting that
mechanisms other than the known effect of the stage of root development may be involved. The
wide dentinal tubules in young teeth might allow the irritants to move freely from the root canal
space to the external root surface, resulting in faster and more extensive IERR (Andreasen and
Andreasen, 1992).

The extra-alveolar period and storage conditions did not affect the occurrence of IERR in the
present sample contrasting with previous studies (Kinirons et al, 1999; Donaldson and Kinirons,
2001; Andreasen et al, 1995b). This comparison must take into account the relatively small
number of teeth kept dry for less than 15 minutes or stored in saline or water for less than 20

minutes in the present sample. This fact might have impaired more reliable comparisons. Teeth
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stored in saliva and milk were replanted in a suitable time in 50% and 93.9% of the cases,
respectively. Nonetheless the positive results reported in clinical (Andreasen et al, 1995b) and
experimental investigations (Blomlof et al,1983) could not be confirmed. The prolonged
exposure of the damaged PL to bacteria and their byproducts, due to the delayed pulpectomy
observed in the present sample, might have overcome the favorable extra-alveolar period in milk
or saliva, as it is well known that infection may protract or even prevent healing (Andreasen and
Andreasen, 1992; Graves et al, 2011).

Splinting time did not affect IERR activity since, in the present sample the association observed
in the individual analysis resulted from bias with the pulpectomy timing, as they were quite
similar. The present results are in agreement with previous reports by us and others (Kinirons et
al, 2000; Bastos et al, 2014). Likewise, systemic_amoxicillin use had no effect on the risk of
developing IERR observed at the onset of endodontic therapy. These results are in line with
previous clinical data that have not found improved long-term periodontal outcomes after SAT
use (Andreasen et al, 1995b, Barrett and Kenny, 1997), and with the results of a recent meta-
analysis where the benefits of systemic antibiotic therapy were inconclusive (Hinckfuss and
Messer, 2009b). These results can be explained by the fact that oral antibiotics cannot reach
infection present inside the root canal which is ultimately responsible for the triggering of IERR
and its progression.

The effect of ethnicity was not considered in the present sample since classifying Brazilians into
ethnic groups based on phenotypic characteristics is not recommended due to the pronounced
levels of admixture observed, mainly in the state of Minas Gerais, where the study was
conducted (Parra et al, 2003). However some limitations of this study should be mentioned.
First, even being based in a large sample size, it was a single-center investigation at a relatively
small scale with a non-standardized distribution of the sample for the confounding factors.
Multivariate logistic regression analyses was performed to control for these variables, but
additional large case-control studies, with standardized risk factors and in different ethnic groups
are necessary to further explore the hypothesis raised with the current results. Secondly,
differences in the types and amounts of bacterial species found in root canals is an important
indicator of the pathogenicity of the infection and hence of the host response severity (Siqueira
and Récas, 2009). Future studies on this topic are therefore also critical to enlighten our
understanding of the pathogenesis of IERR.

In conclusion, the present study provide unique evidence that variations in the IL10 gene had a
significant protective effect against the development of severe IERR soon after tooth replantation

in combination with putative primary risk factors such as age and timing of pulpectomy. This
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fact stresses that IERR is multifactorial in nature and suggests that the patient’s genetic profile
may contribute in the outcome after tooth replantation.
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Table 1 — Sample distribution according to age, clinical parameters and genotypes

Variables

Age at trauma n(%b)

<11 years 55 (37.7)
> 11 years 91 (62.3)
Extra-alveolar period (min)
Median (Range) 125 (5 - 4320)
Storage condition n(%o)
Dry 60 (41.1)
Wet (Water, saline, saliva) 53 (36.3)
Milk 33 (22.6)
Systemic Antibiotic Therapy
Yes 52 (35.6)
No 94 (64.4)
Splinting Time (days)
Median (Range) 48 (7 —749)
Timing of pulpectomy (days)
Median (Range) 65 (14 — 1206)

SNP 1L10 -1082A/G ( rs 1800896) n(%)

AA 86 (58.9)
Genotype AG 44 (30.1)

GG 16 (11.0)

Presence/Absence allele G G- (AA) 86 (58.9)

G+ (AG+GG) 60 (41.1)
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Table 2 — Logistic Regression Model — Univariate analysis between demographic and clinical parameters and

IERR indexes

Variables

Index of IERR

Absent to Mild (< 4)

Moderate to Severe

OR (IC 95%) p value

Age at trauma

<11 years
> 11 years

Extra-alveolar period (min)

Median
(Range)
Storage condition
Dry
Wet (Water, saline, saliva)
Milk

Systemic Antibiotic Therapy
Yes
No
Splinting time(days)

Median
(Range)

Timing of pulpectomy(days)

Median
(Range)

SNP IL10 (-1082A/G) rs 1800896

AA
Genotype AG
GG
Preseersltlzsll?gsence G- (AA)
G+ (AG+GG)

n(%o)

32 (58.2)
71 (78.0)

150 (5 -4320)

n(%)
42 (70.0)

37 (69.8)
24 (72.7)

33 (32.0)
70 (68.0)

36 (7 - 477)

39 (0.6 — 1206)

57 (66.3)
33 (75.0)
13 (81.3)

57 (66.3)
46 (76.7)

n(%o)

23 (41.8)
20 (22.0)

120 (15- 960)

n(%)

18 (30.0)
16 (30.2)
9 (27.3)

19 (44.2)
24 (55.8)

118 (22 - 749)

170 (48 -776)

29 (33.7)
11 (25.0)
3(18.8)

29 (33.7)
14 (23.3)

Reference
0.39 (0.19-0.81) p =0.01

0.89 (0.65 — 1.21) p = 0.44*

Reference
0.88 (0.34 — 2.25) p=0.78
1.01 (0.45 —2.26) p=0.98

Reference
0.60 (0.29 — 1.24) p =0.16

427 (256-7.12)p
<0.001*

427 (256-7.12)p
<0.001*

Reference
0.66 (0.29 -1.48) p=0.31
0.45(0.12-1.72) p=0.25

Reference
0.60 (0.28 — 1.26) p=0.18

* OR calculated after logarithmic transformation
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Table 3 —Logistic Regression Model - Multivariate analysis of relationship
between IERR indexes and age, timing of pulpectomy and the presence of the G allele
in the SNP IL10 -1082A/G

Absent to Mild (< 4) vs Moderate to Severe (> 4)

Prognostic Factor OR (1C 95%) p value
Timing of pulpectomy (days) 4.7 (2.73-8.1) p< 0.001*
Age at trauma

<11 years Reference

> 11 years 0.24 (0.09 — 0.63) p =0.004

SNP IL10 -1082A/G (rs 1800896)
Presence/Absence allele G

G- (AA) Reference
G+ (AG+GG) 0.35 (0.13 - 0.94) p =0.038

e * OR calculated after logarithmic transformation



193

ANEXO I- Manuscrito em preparacdo: Polymorphisms in RANK-RANKL-OPG axis and
inflammatory external root resorption in replanted teeth

gg?:z[:?ic\}es: To investigate the association of SNPs within the genes that code for proteins of the
RANK-RANKL-OPG axis with the risk of developing inflammatory external root resorption
(IERR). Material and Methods: 146 patients bearing 182 mature permanent replanted teeth,
were genotyped for SNPs rs 8086340 in the RANK/TNFRSF11A gene, rs 2277438 in the
RANKL/TNFS11 gene and rs 2073618 in the OPG/TNFRSF11B gene. Patient’s genotypes were
tested for their association with the risk of developing IERR along with age and timing of
pulpectomy as confounding factors using the Generalized Estimated Equation (GEE) model.
Results: The presence of the C allele (CG + CC) at SNP rs 8086340 gene and the homozygosis
for the G allele (GG) at SNP rs 2277438 were nominally associated with a lower risk of
developing moderate to severe IERR (OR 2.39 IC 95% 1.04-5.47 p= 0.04 and OR 0.21 I1C95%
0.05-0.94 p= 0.049, respectively). Such association did not persist after multivariate logistic
regression analysis including age and timing of pulpectomy as covariates. Conclusions: In
conclusion, this study could not provide evidence of an association between the studied SNPs
with the risk of developing IERR in mature permanent replanted teeth. Additional studies are

required to further explore this issue.



194

INTRODUCTION

Replantation is widely accepted as a therapeutic measure after avulsion of permanent teeth.
However, its prognosis is controversial due to the occurrence of external root resorption (ERR)
with reported prevalence ranging from 43.3% to 96% (Andreasen and Andreasen, 2007). The
progressive form of inflammatory external root resorption (IERR) is particularly deleterious due
to the irreversible damage caused to the root structure leading, not rarely, to ulterior tooth
exfoliation or cervical root fractures (Cvek, 1992). IERR etiopathology involves a simultaneous
damage to the periodontal ligament (PL), cementoblastic layer and the neurovascular bundle at
the apical foramen. Immediately after the injury a healing process is initiated in the lateral PL
resulting in areas of erosion of cementum and dentin due to the clastic activity in the external
root surface. Although this process involves also attemps of pulp revascularization, this is a rare
event in mature teeth leading to pulp necrosis and subsequent contamination of root canal space
(Kling et al 1986). Bacteria and their byproducts traffic freely through dentinal tubules to the
periodontal space where they promote more inflammation maintaining the root resorption active.
Such role of bacteria in the IERR pathogenesis was observed experimentally (Andreasen, 1981a,
1981b, Trope et al, 1992) and reaffirmed clinically, especially in cases of delayed pulpectomy
(Coccia, 1980; Chapuix and von Arx, 2005; Hinckfuss and Messer, 2009; Weder et al, 2011,
Bastos et al, 2014). Younger ages at the moment of trauma (Andreasen et al, 1995a; Petrovic et
al, 2009; Bastos et al, 2014), early stages of root development (Andreasen et al, 1995d, Petrovic
et al, 2009, Weder et al, 2011), additional crown damage, visible contamination (Donaldson and
Kinirons, 2001), or extra-alveolar dry conditions for longer than 15 min (Kinirons et al, 1999;
2000; Donaldson and Kinirons, 2001) have also been related to an increased risk of developing
IERR. Beyond these clinical and demographic factors, clinical data has also suggested that the
immune profile of the patient influenced the outcome after replantation despite differences in
post-trauma management of the avulsed tooth (Rosakamp et al, 2011).

Not much is known about the immunology of dental resorption after traumatic injuries but it is
believed that the cellular mechanisms of root resorption are quite similar to those of osteoclastic
bone resorption, differing only in the relative substrata (Pierce, 1989; Sasaki, 2003). This
premise is based on results from several studies showing that the RANK-RANKL-OPG axis are
involved in the molecular events that occur during the physiological root resorption in primary
teeth (Wise et al, 2000; Fukushima et al, 2003; Yao et al, 2004) and the pathologic external
apical root resorption (EARR) in orthodontic treated tooth (Low et al, 2005; Yamaguchi et al,
2008).
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The RANK-RANKL-OPG system includes three proteins members of the tumor necrosis factor
receptor super family that regulates bone metabolism and osteoclast biology. The receptor
activator of nuclear factor - kB (RANK/TNFRSF11A) is a a type | membrane protein expressed
mainly by the osteoclast precursors, osteoclastos and dendritic cells. The receptor activator of
nuclear factor-kB ligand (RANKL/TNFS11) is a type Il homotrimeric transmembrane protein
that may present as a membrane-bound cytokine expressed by osteoblastic lineage cells or as a
soluble protein produced by

a variety of cell types and its expression is regulated by many physiologic and pathologic factors.
The interaction of RANKL with RANK triggers a cascade of signaling molecules that culminates
in the activation of transcription factors such as NF-kB, c-Fos, Fra-1 and NFATcl. These
transcription factors induce expression of genes associated with osteoclast differentiation and
function during normal bone remodeling and a variety of pathologic conditions. The RANK—
RANKL interaction is negatively regulated by osteoprotegerin (OPG/TNFSR11B) a secreted
soluble protein that is a decoy receptor for RANKL reducing the RANK—-RANKL interaction
and leading to the inhibition of osteoclastogenesis and bone remodeling (Lorenzo et al, 2008,
Boyce and Xing, 2007). Due to the central role of the RANK-RANKL-OPG axis in bone
metabolism and osteoclast biology, variations in the genes coding for these cytokines have been
widely explored for their possible association with diseases that involve osteoclast bone
resorption such as osteoporosis (Lee et al, 2010), Paget’s disease (Chung and Van Hul, 2012),
arthritis rheumatoid (Assmann et al, 2010) and ankylosing spondilitis (Huang et al, 2011). SNPs
in these genes have also been evaluated in relation to osteolitic oral disorders with different
results. There is evidence that familial expansile osteolysis (FEO), a bone disorder characterized
by osteolytic lesions in the long bones that can also result in spontaneous resorption of teeth and
loss of the dentition, is caused by mutations in the TNFRSF11A gene that encodes RANK
(Hughes et al, 2000). The susceptibility to develop EARR after orthodontic therapy was found to
be correlated with a SNP at the TNFSRF11A (Al-Qawasmi et al, 2003) and with the
OPG/TNFSR11B +1181 G/C SNP (Hartsfield, 2009). Studies conducted in patients with
periodontitis failed to demonstrate a significant association between chronic periodontitis and the
SNP rs2277438 in the RANKL/TNFS11 gene (Kadkhodazadeh et al, 2013) or with the
OPG/TNFSR11B +1181C/G SNP (Wagner et al, 2007). The results regarding aggressive
periodontitis (AP) are inconclusive since there are reports of a significant association in a Korean
(Park et al, 2009) sample but not significative in a Japanese population (Soedarssono et al, 2006)
This SNP +1181C/G, in the OPG/TNFSR11B gene, was also significantly associated with peri-
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implantitis (Kadkhodazadeh et al, 2012) and with bisphosphonate induced osteonecrosis of the
jaw (Katz et al, 2011).

Considering the pivotal role of RANK- RANKL-OPG axis in controlling mineralized tissue
resorption and that functional polymorphisms could alter gene expression, the aim of the present
study was to investigate the possible influence of the SNPs rs 8086340 in the TNFRSF11A gene,
rs 2073618,in the TNFRSF gene and rs2277438 in the TNFS11 gene in the occurrence and
development of IERR in a large sample of Brazilian patients bearing replanted permanent teeth

after traumatic avulsion.
MATERIAL AND METHODS
Study population and teeth

Retrospective data were collected from 146 patients (107 males and 39 females), who were
admitted to the Dental Trauma Clinic from the School of Dentistry of Federal University of
Minas Gerais in Belo Horizonte, Brazil (DTC-SD-FUMG) from 1994 to 2011, bearing 182
mature permanent replanted teeth. Acute treatment was accomplished at the Emergency Dental
Service of Municipal Hospital Odilon Behrens (EDS- MHOB) and patients were referred to the
DTC-SD-FUMG to proceed with treatment. The time elapsed between the trauma and the acute
treatment ranged from 4h to 3 days. The replantation was performed according to the protocol
adopted by both clinics since 1994, which was based upon information from the literature
(Bastos et al, 2014). Only teeth with closed apices were included in this study. Exclusion criteria
were: teeth with additional traumatic injuries, extensive restorations, or radiographic signs of
root resorption or endodontic therapy prior to the injury. Patients with a history of previous
trauma were likewise excluded. This study was conducted according to the ethical principles of
the Helsinki Declaration with the full knowledge and written consent of patients and along with
approval from the Committee on Ethics in Research of the FUMG (COEP-UFMG-
003.0.203.000-11).

Radiographic assessment of root resorption

Periapical radiographs, taken immediately after the replantation and at the onset of the
endodontic therapy, were blindly examined by two independent investigators (JVB and MISC) to
assess the root resorption activity. External bowl-shaped radiolucencies affecting both the root
surface and adjacent bone were classified as IERR according to the criteria defined by

Andreasen et al (1995b). The resorption cavities were also assessed with the root resorption



197

index developed by Andersson et al (1989). Teeth were grouped into two categories: IERR
absent to mild (indexes <4) and moderate to severe IERR (indexes >4). Radiographic
standardization followed criteria previously described in the literature (Andreasen and
Andreasen, 1985). Intra and inter-rate agreement values were estimated using the Kappa statistic
(Hunt 1996).

DNA extraction and analysis of TNFSRf11A(RANK) rs 8086340, TNFSRf11B(OPG)
rs2073618 and TNFS11(RANKL) rs 2277438 polymorphisms

DNA was purified from epithelial cells obtained through an oral swab performed with a sterile
plastic spatula. After gentle scraping of oral mucosa, the tip of the spatula was immediately
immersed in 2ml sterile microtubes containing 1.5 ml of Krebs buffer (KCI 4 mM, NaCl 124
mM, CgH12,06 10 mM, CgH17N2NaO,S 23 mM, MgSO4 1 mM). DNA extraction was performed
using a modified Boom’s (1990) method. A pellet of epithelial cells was obtained by
centrifugation at 200 g for 5 min. The supernatant was removed, and 20 pl of silica (SiO2,
Sigma, St Louis, MO, USA) and 450 pl of lysis buffer L6 (6.0 M GuSCN, 65 mM Tris—HCI pH
6.4, 25 mM EDTA and 1.5% Triton X-100) were added to the microtubes. Samples were
homogenized with a vortex and incubated for 30 min at 56°C. Afterwards, the samples were
submitted to another centrifugation, and the supernatant was discarded. The pellet obtained (with
the DNA adsorbed on the silica) was washed twice with 450 pl of washing buffer L2 (6.0 M
GuSCN, 65 mM Tris—HCI pH 6.4), twice with 450 pl of 70% ethanol, and once with 450 pl of
acetone. The pellet was centrifuged between washes and was then dried at 56°C for 30 min.
Finally, 100 ul of TE buffer (10 mM Tris—HCI pH 8.0 and 1 mM EDTA) was added, and the
samples were incubated at 56°C for 12 h to release the DNA. After incubation, the solution was
homogenized and centrifuged, and the supernatant containing the DNA was transferred to a new
tube. The DNA concentration was measured with a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(NanoDrop Technology, Wilmington, DE) and stored at -20°C until use. The analysis of gene
polymorphisms was performed using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) with
TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) for the SNPs rs
8086340 in TNFSRf11A(RANK) gene, rs2073618 in the TNFSRF11B(OPG) gene and rs 2277438
in TNFS11(RANKL) gene. The reactions were performed in a total volume of 20ul containing
10ul of Genotyping Master Mix systems (Applied Biosystems), 0.5ul of primers and probes and
50ng of genomic DNA. The amplifications were made using a C1000TM Thermal
Cycler/CFX96 Real-Time (Bio-Rad Laboratories, USA).
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Statistical procedures:

Data were analyzed using GEE (Generalized Estimated Equation), with a compound symmetry
correlation matrix (Diggle et al, 2002), which is the standard approach for the marginal modeling
of correlated data, in order to deal with potential correlations in cases in which more than one
tooth was replanted in the same patient. Binary logistic regression was used to individually test
patient’s genotypes of each one of the studied SNPs individually or grouped according to the
presence/absence of the polymorphic allele in accordance with established criteria in the
literature (Sassiene, 1997; Zou and Donner, 2006). Variables that presented p values <0.25 in the
univariate analysis were tested in the multivariate regression model. The risk of severe IERR was
calculated using adjusted odds ratios (95% confidence interval) and the level of significance was
set at p<0.05. Statistical analysis was performed using R software version 3.0.3 (R -Viena,
Austria).
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RESULTS

Patient’s age at the time of injury ranged from 7.9 to 33.1 years (mean 13.1 £ 4.1 years). Fifty-
five (37.7%) patients were under 11 years of age and 91 (62.3%) were older than 11 years of age
at the moment of trauma. The median extra oral period of avulsed teeth was 130 min and ranged
from 5 min to 3 days. Seventy two (39.6%), teeth were kept dry, 42 (23.1%) teeth were placed in
milk and 68 (37.4%) teeth were stored in a wet media as follows: 36 (19.8%) teeth in saline, 20
(11.0%) in water and 12(6.6%) in saliva. Teeth kept dry for more than 20 min prior to storage in
a wet medium were classified within the dry environment group as previously reported by
Andreasen et al (1995b). Timing of pulpectomy ranged from 6 h to 39.6 months with a median
time of 2.2 months. One hundred thirty four teeth presented IERR absent to mild (indexes <4)
while 48 teeth showed IERR moderate to severe (indexes >4) that represented 73.6% and 26.4%
of the cases, respectively. The agreement indexes intra-examiner (xk=0.85 and 0.82) and inter-
examiners (k =0.75) were favorable. Patient’s genotypes for each of the studied SNPs were
tested individually and grouped according to the carriage of the polymorphic allele, in relation to
the risk of developing moderate to severe IERR. Logistic regression was used to assess the odds
ratios (OR) for severe IERR using wild-type homozygous as the reference group (Table 1).
There were no significant differences in genotypes frequencies of the SNP rs 2073618 in the
TNFSRF11B(OPG) gene comparing the groups with absent to mild (<4) IERR and moderate to
severe (>4) IERR. Patients who were homozygous for the G allele (GG) at SNP rs 2277438 in
the TNFS11(RANKL) were less frequent within the group with moderate to severe IERR
reaching statistical significance in the univariate analysis when compared individually with the
two others genotypes (OR 0.21 1C95% 0.05-0.94 p= 0.049) or when compared with the carriers
of the A allele ( AG+AA) (OR 0.21 IC 95% 0.55 — 0.91 p= 0.038). Regarding the SNP rs
8086340 in the TNFSRf11A(RANK) gene it was found that patients homozygous for the G allele
(GG) were more frequent within the group with lower indexes of IERR when compared with
those carrying the C allele (CG + CC) (OR 2.39 IC 95% 1.04-5.47 p= 0.04). However, such
associations lost significance after multivariate logistic regression analysis was performed
including these SNPs together with age and timing of pulpectomy, since these variables were

previously recognized as strong confounding factors (Bastos et al, 2014).

DISCUSSION
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ERR represents a frequent negative outcome following the replantation of avulsed permanent
teeth (Andreasen and Andreasen, 2007). Inflammatory external root resorption (IERR) is
particularly troubling due to the rapid and irreversible damage to the root structure not rare
leading to tooth loss, with relevant functional, aesthetic, psychosocial and economic
consequences (Nyguen et al, 2004). Nevertheless, few attention has been given to the factors that
may drive the early changes that determine ERR activity soon after tooth replantation. Clinical
studies have showen that delayed pulpectomy (Coccia, 1980; Hinckfuss and Messer; 20009,
Bastos et al, 2014), younger ages at the moment of trauma (Andreasen et al, 1995a; Petrovic et
al, 2009; Bastos et al, 2014), early stages of root development (Andreasen et al, 1995a; Petrovic
et al, 2009), additional crown damage, visible contamination (Donaldson and Kirinos, 2001), or
extra-alveolar dry conditions for longer than 15 min (Kinirons et al, 1999, 2000; Donaldson and
Kinirons, 2001) were related to an increased risk of developing IERR. However, these
demographic and clinical factors are not able to completely explain interindividual variation in
the outcomes observed and studies aiming the contribution of the host response are still rare,
albeit being imperative to provide a pathobiological mechanism for different outcomes observed
after tooth replantation. Driven by previous results showing that variants in genes that code for
the axis RANK-RANKL-OPG may be associated with osteolitic oral disorders (Al-Qawasmi et
al, 2003, Hartsfield, 2009, Park et al, 2008, Katz et al, 2011, Kadkhodazadeh et al, 2012), the
present study retrospectively investigated for a possible association between SNPs in these genes
in the prevalence and severity of IERR at the onset of the endodontic therapy after tooth
replantation. Deficiencies frequently found in retrospective studies were overcome since
standardized treatment protocol and clinical registration forms were adopted in 1994 by both
centers enrolled in this study (EDS -MHOB and DTC-SD-FUMG). To the best of our
knowledge, this is the first study to investigate the potential role of SNPs in genes coding for the
RANK-RANKL-OPG protein axis as an influence in the susceptibility for IERR after tooth
replantation. The present results showed that lower indexes of IERR predominated among
patients carriers of the C allele (CG + CC) at SNP rs 8086340 in the TNFSRF11A(RANK) and
homozygosis for the G allele (GG) at SNP rs 2277438 in the TNFS11(RANKL). Although direct
comparisons are impaired, the present results contrasts with those reported by Furuya et al
(2007) that patients carriers of the G allele had increased joint destruction in rheumatoid arthritis
when compared to patients with the AG plus GG genotypes. Rhee et al. (2010) also observed
significantly higher levels of mean urine deoxypyridinoline, a bone resorption marker, in
postmenopausal Korean women carriers of the G allele compared with those with AA genotypes.

Since the cellular mechanisms of this SNP is still not clear, the former and the present results
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should be interpreted with caution and future functional studies are necessary to clarify this
issue. The nominal associations observed for the TNFSRF11A(RANK) and TNFS11(RANKL)
SNPs lost their significance after adjusting for covariates such as age and timing of pulpectomy
in the multiple logistic regression model. Despite the lack of association in the final model, the
influence of such polymorphisms should not be rejected. IERR is multifactorial in nature and, at
an individual level, disease expression is a result of the interplay between innate genetic
susceptibility and different exposition to environmental and clinical risk factors rather than an
effect of a single gene. A possible explanation is that other factors, such as the involvement of
bacteria in amplifying inflammation, have a strong effect in disease development, masking the
role of the gene polymorphism. Thus, the delayed pulpectomy observed in the present sample
leaded to a prolonged exposure of the damaged PL to bacteria and their byproducts equalizing
the outcomes observed in the “favorable” and “unfavorable” genotypes. It is well established that
lipopolysaccharide-induced production of II-1 in periradicular lesions actively participate in
positive loops of upregulation that may perpetuate destructive circuits (Graves et al, 2011). In
addition, it should also be taken into account that differences in the composition and in the
amount of bacterial species found in root canals may be an important indicator of the
pathogenicity and hence of disease severity (Siqueira and Rocas, 2009). Supporting such
hypothesis a parallel can be drawn with previous reports of no significant differences in the
prevalence of genotypes of TNFS11(RANKL) rs 2277438 SNP in other inflammatory conditions
such as periodontitis (Soedarsono et al, 2006; Kadkhodazadeh et al, 2013) and peri-implantitis
(Kadkhodazadeh et al, 2013).

The present study did not provide evidence for a role of the SNP rs 2073618 in the
TNFSRF11B(OPG) gene in the prevalence and extension of IERR after tooth replantation. This
result echoes with previous reports that failed to demonstrate an association between this SNP
and aggressive (Soedarsono et al, 2006) or chronic periodontits (Wagner et al, 2007, Park et al,
2008) but contrasts with significant associations reported for the G allele of this SNP with EARR
(Hartsfield, 2009) and aggressive periodontitis (Park et al, 2008), and for the C allele with peri-
implantitis (Kadkhodazadeh et al, 2012), and bisphosphonate induced osteonecrosis of the jaw —
BONJ (Katz et al, 2011). However, although several studies associated the G allele with loss in
bone mineral density and increased susceptibility for osteoporosis (Lee et al, 2010), the effect of
this SNP in gene expression is still controversial since there are contradictory results regarding
the association of genotypes and serum OPG serum levels (Zhao et al, 2005; Ueland et al, 2005;
Kim et al, 2007; Mencej-Bedrac, 2011). Comparisons between the present results and the above

mentioned studies should also take into account that this polymorphism shows substantial
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variation in the frequency reported among different populations. Interestingly, the homozygous
genotype for the polymorphic allele (CC) was the most prevalent in the present sample,
diverging from previous reported frequencies. Since there is no date about this polymorphism in
a Brazilian sample, such difference can be attributed to the pronounced levels of admixture
observed in Brazilians, mainly in the state of Minas Gerais, where the study was conducted
(Parra et al, 2003). In addition, while this study was performed using a large sample size of 146
patients, it is a single-center study. Additional large multi-center studies, in different ethnicities,
are necessary to clarify this important issue.

In conclusion, within the limits of the present sample, this study did not provide evidence of an
association between the TNFSRf11B(OPG) rs 2073618 SNP, TNFSRf11A(RANK) rs 8086340
SNPs and TNFS11(RANKL) rs 2277438 with the risk of developing IERR in mature permanent
replanted teeth.
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Table 1 - GEE model — Univariate and Multivariate analysis of relationship between the genotypes of SNPs rs 8086340, rs 2073618, rs

2277438, and IERR indexes

Polymorfisms

Index of IERR

Absent to Mild (<4)

Moderate to Severe >4

GEE Model

_ Nominal Adjusted**
(n=134) (n=48)
TNFSRF11B(OPG) (rs 2073618) n(%)* n(%)* OR (1C 95%) p value
GG 11 (68.8) 5 (31.3) Reference Reference
Genotype GC 54 (70.1) 23 (29.9) 1.09 (0.30 - 3.88) p=0.9 0.97 (0.19 - 4.84) p=0.97
cc 69 (77.5) 20 (22.5) 0.75(0.21 - 2.71) p=0.66 0.63 (0.12 - 3.30) p=0.58
G+ (GG+GC) 65 (69.9) 28 (30.1) 0.70 (0.34 —1.43) p=0.32 0.65 (0.27 — 1.56) p=0.33
s Al AlHe © G- (CC) 69 (77.5) 20 (22.5) Reference Reference
Presence/Absence allele C C- (GG) 11 (68.8) 5(31.3) Reference Reference
C+ (GC+CC) 123 (74.1) 43 (25.9) 1.11 (0.33 - 3.78) p=0.87 1.28 (0.27 - 6.15) p=0.76
TNFSF11RANKL rs 2277438 n(%)* n(%)*
AA 79 (74.5) 27 (25.5) Reference Reference
Genotype AG 35 (67.3) 17 (32.7) 1.19 (0.55 - 2.58) p=0.65 1.06 (0.46 — 2.42) p=0.9
GG 20 (83.3) 4 (16.7) 0.23 (0.05 - 1.03) p=0.051 0.41 (0.05 - 3.25) p=0.4
A+
114 (72.2) 44 (27.8) 0.21 (0.05 — 0.94) p=0.041 0.42 (0.10 — 1.70) p=0.38
PSSR AR G e (QA&?S) 20 (83.3) 4 (16.7) Reference Reference
G- (AA)
79 (74.5) 27 (25.5) Reference Reference
Presence/Absence allele G G+ 55 (72.4) 21 (27.6) 1.06 (0.52 — 2.18) p=0.87 1.07 (0.46 — 2.53) p=0.87
(AG+GG)
TNFSRF11A(RANK) (rs 8086340) n(%)* n(%)* OR (1C 95%) p value
GG 54 (83.1) 11 (16.9) Reference Reference
Genotype GC 50 (65.8) 26 (34.2) 2.68 (1.12 — 6.44) p= 0.027 1.76 (0.72 — 4.44) p=0.41
CcC 30 (73.2) 11 (26.8) 1.91 (0.68 - 5.33) p=0.22 1.15 (0.30 — 4.37) p=0.84
G+ (GG+GC) 104 (73.8) 37 (26.2) 1.03 (0.45 - 2.39) p=0.94 Reference
FrEsEmEn s e © G- (CC) 30 (73.2) 11 (26.8) Reference 0.99 (0.29 — 3.38) p=0.99
Presence/Absence allele C C- (GG) 54 (83.1) 11 (16.9) Reference Reference
C+ (GC+CC) 80 (68.4) 37 (31.6) 0.42 (0.18 — 0.96) p=0.039 0.61 (0.26 — 1.45) p=0.26

*Teeth distribution (n=182) ** Adjusted for age and timing of pulpectomy
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replantation of permanent teeth” 1°. Lugar na categoria Estudo clinico ou basico durante o 17°.

Congresso Mundial de Traumatismos Dentarios

ANEXO J- Certificado da Premiagao do trabalho “Factors associated to root resorption after
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ANEXO K- Certificado da Premiagao do trabalho “Factors associated to root resorption after

replantation of permanent teeth” ganhador do proémio “Jens Over Andreasen “ durante o 17°.

Congresso Mundial de Traumatismos Dentarios
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