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RESUMO

As Reabsorc¢des Radiculares Externas (RRE) representam a complicagdo mais frequente da
cicatrizacdo periodontal de dentes reimplantados, podendo levar a perda do elemento
dental. Sdo classificadas em inflamatdrias e por substituicdo e, embora apresentem quadros
histopatologicos e manifestacdes clinicas distintas, poucos estudos investigaram seus
determinantes clinicos e demogréaficos especificos. O presente estudo teve como objetivo
avaliar o papel dos fatores demograficos, clinicos e genéticos na prevaléncia e extensao das
Reabsor¢cdes Radiculares Externas (RRE) apo6s reimplante de dentes permanentes
avulsionados. Dados clinicos e radiograficos de 208 pacientes atendidos na Clinica de
Traumatismos Dentarios da FO-UFMG (CTD-FO-UFMG) portadores de 269 dentes
permanentes reimplantados foram coletados de seus prontuarios e avaliados quanto a
associacao da atividade de RRE na consulta de inicio do tratamento endodontico radical
(TER). Para estudo dos efeitos dos fatores genéticos na atividade de reabsorcao inicial, os
pacientes foram genotipados para polimorfismos nos genes que codificam para as citocinas
IL-10 (rs 1800896), RANK (rs 8086340), RANKL (rs 2277438) e OPG (rs 2073618) pelo
método de RT-PCR. Para verificar quais variaveis exerciam influéncia no indice de
Reabsorcao, foi ajustada uma Regressdo Marginal Log-Linear (Poisson). Os resultados
obtidos demonstraram que o indice de RREI em pacientes com menos de 11 anos foi 50%
maior quando comparada com aquela dos pacientes maiores de 11 anos no momento do
trauma (p<0,001). Quando considerado o ponto de corte de 16 anos, o efeito da idade foi
mais pronunciado demonstrando maiores indices de reabsorcéo tanto de RREI quanto de
RRES nos pacientes menores de 16 anos que nos pacientes maiores de 16 anos no
momento do trauma. Os resultados demonstraram que a demora para o inicio do
tratamento endoddntico apdés o reimplante aumentou o risco de ocorréncia de REE e foi
diretamente proporcional ao aumento nos indices de reabsor¢éo. Para estudar o efeito da
idade e das variaveis clinicas e genéticas no tipo de RRE observada no inicio da terapia
endodontica, realizou-se regressao logistica multivariada no modelo de GEE. A andlise dos
gendtipos mostrou que a presenca da variante alélica C+ (CC+CG) no SNP rs 2073618 do
gene que codifica para OPG apresentou associagdo significativa com o tipo de RRE inicial
(p=0,022), mas nao influenciou a extensédo da reabsor¢cdo. Concluiu-se que a ocorréncia e
os indices de reabsorcdo inicial na presente amostra estiveram fortemente influenciados
pelo tempo decorrido entre o reimplante e o inicio do TER e pela idade do paciente no
momento do trauma. Em contrapartida, fatores genéticos apresentaram associacao
significativa com o tipo de reabsorcdo observada, entretanto estes n&o influenciaram na
extensdo da mesma.

Palavras-chave: reimplante, reabsorcdo radicular externa, polimorfismos genéticos,
interlrucina-10, RANK/RANKL/OPG



ABSTRACT

External Root Resorption in Permanent Replanted Teeth:
Occurrence and Association with Demographic, Clinical and Genetic Factors

External root resorption (ERR) is a serious complication following replantation and its
progressive inflammatory and replacement forms are significant causes of tooth loss. This
retrospective study aimed to evaluate the factors related to the occurrence of Inflammatory
External Root Resorption (IERR) and Replacement External Root Resorption (RERR) shortly
after permanent tooth replantation in 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. Case records and radiographs of 269 teeth from 208 patients were
evaluated for the presence, type, and extension of ERR and tested for their association with
age, clinical factors related to the management and acute treatment of the avulsed tooth and
the presence of SNPs rs1800896 in the IL-10 (rs 1800896), RANK (rs 8086340), RANKL (rs
2277438) e OPG (rs 2073618). A multivariate Poisson Regression in the GEE model was
performed to teste the effect of age, clinical and genetic factors in the occurrence and
extention of ERR. The patient’'s age at the moment of trauma and time elapsed between
replantation and the onset of endodontic therapy had a marked effect on the ERR prevalence
and extension. The progression rate of IERR was 50% higher in patients younger than 11
years when compared to that of patients older than 11 years at the time of trauma (p<0.001).
When considered the cutoff point of 16 years, the age effect was more pronounced showing
highest rates of reabsorption of both RREI as RRES in patients under 16 years than in
patients over 16 years at the time of trauma. The results showed that the time elapsed
between replantation and the onset of endodontic therapy progressively affected the
prevalence and severity of ERR and was directly proportional to the increase in rates of
reabsorption. To study the effect of age, clinical and genetic variables in the type of ERR
observed at the onset of endodontic therapy a multivariate logistic regression model in the
GEE model was performed. The presence of the allelic variant C + (CC + CG) in SNP rs
2073618 of the gene encoding OPG was significantly associated with the occurrence of
IERR (p = 0.022). It was concluded that while demographic and clinical factors did not
influence the type of RRE after replantation of permanent teeth, the occurrence and the
indexes were strongly influenced by the time elapsed between the replantation and the
beginning of the endodontic treatment and the age of the patient time of injury. On the other
hand, genetic factors were significantly associated with the type of resorption observed but
did not affect.

Keywords: tooth replantation, external root resorption, single nucleotide polymorphism,
interleukin-10, RANK/RANKL/OPG
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Reabsorcdo é o termo utilizado na literatura médica e odontolégica para
definir o processo pelo qual tecidos mineralizados formados sdo destruidos pela
acdo de ceélulas especializadas, os clastos, que dissolvem 0s componentes
mineralizados, degradam a matriz organica e posteriormente eliminam seus

subprodutos através do sistema sanguineo e linfatico (BECKS e MARSHALL, 1932).

Na cavidade oral, trés tecidos sdo susceptiveis a este processo: 0SSO
alveolar, cemento e dentina. Entretanto, embora possuam a mesma origem
mesenquimal e componentes estruturais basicos similares - coldgeno e
hidroxiapatita, estes tecidos diferem na susceptibilidade a reabsorcdo. O 0sso
alveolar €& constantemente reabsorvido durante o processo fisiologico de
remodelacdo Ossea, necessario para o0 crescimento e manutencdo dos maxilares,
bem como para a homeostasia de calcio e fosfato séricos. Ao contrario do 0sso
alveolar, os tecidos dentais mineralizados n&o s&o normalmente reabsorvidos,
exceto durante a esfoliacdo dos dentes deciduos, Unica situacdo de reabsorcdo
dentaria considerada fisiologica (HAROKOPAKIS-HAJISHENGALLIS, 2007). Esta
resisténcia a atividade de reabsor¢cdo dos dentes permanentes é creditada
principalmente ao ligamento periodontal e a camada cementoblastica que recobrem
a superficie externa da raiz. Sendo assim, as reabsorcfes radiculares externas
(RRE) sdo um fenbmeno estritamente local e podem ser induzidas por meio de
fatores que resultam em dano a estas camadas, expondo as areas mineralizadas da
raiz a acdo das células clasticas. A pressao excessiva gerada por movimentagao
ortodontica, a presenca de processos neoplasicos e dentes impactados, trauma
oclusal, a remoc¢do mecanica do LP durante procedimentos cirdrgicos ou
traumatismos dentarios sdo fatores etioldgicos das RRE (TRONSTAD, 1988, NE et
al., 1999).

A avulsdo dentaria se caracteriza pela completa exarticulacdo do dente de
seu alvéolo, na qual ha ruptura total das fibras do ligamento periodontal e sua
exposicao ao meio externo além de dano irreversivel a superficie externa da raiz.
Além disso, ocorre o rompimento do feixe vasculo-nervoso apical, fazendo com que
a necrose pulpar seja esperada na maioria dos casos. Embora o reimplante dental
seja o tratamento de escolha para as avulsdes dentarias e a literatura seja unanime

guanto as vantagens do reimplante imediato, o que se observa no dia a dia é que

17
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este € uma excec¢do, na medida em que na maioria das vezes, os dentes s&o
perdidos ou mantidos inadequadamente Esta situacdo leva a perda da integridade
das células do LP (HAMMARSTROM et al., 1986) e da camada cementoblastica
predispondo a raiz a RRE, a qual constitui-se a sequela mais frequente apés
reimplantes dentais, com prevaléncia relatada na literatura entre 74 e 96%
(TRONSTAD, 1988).

Estudos clinicos e experimentais relacionaram o prognostico apos reimplantes
dentéarios a fatores demogréficos e clinicos relacionados ao manejo e tratamento do
dente avulsionado. Entretanto, embora estes fatores possam atuar na etiopatogenia
das RRE, eles ndo sdo capazes de explicar completamente as diferencas
interindividuais observadas. Por outro lado, observa-se na literatura uma escassez
de informacgOes sobre o papel da resposta imune do paciente na patogénese das
RRE. Sabendo-se da importancia das citocinas na biologia dos tecidos 6sseos e nos
processos de reabsorcdo patoldgica dos tecidos mineralizados, variacdes na sua
expressao podem determinar diferentes respostas inflamatérias 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 doencas, uma vez que podem alterar a taxa de transcricdo génica,
produzir proteinas incompletas ou inativas (CHORLEY et al., 2008), tendo sido
considerados como fatores de risco para varias desordens da cavidade oral (DUTRA
et al., 2009), entre elas as REE ap0s reimplantes (BASTOS, 2014; BASTOS et al.,
2015).

Considerando-se que as RRE representam a complicacdo mais frequente da
cicatrizagédo periodontal de dentes avulsionados, levando a um grande numero de
perda de dentes permanentes anteriores e as 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, criancas 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.
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2. Revisao de Literatura



2.1 DETERMINANTES DEMOGRAFICOS E CLINICOS DAS REABSORCOES
RADICULARES EXTERNAS POS-TRAUMATICAS:

As RRE apos o reimplante dental podem ser classificadas em dois grandes
grupos: inflamatérias - RREI, e por substituicdo - RRES. Os fatores desencadeantes
que estabelecem condi¢des propicias a formacgéo e ativacao de células clasticas a
principio sdo 0os mesmos em ambos os tipos de reabsorcdo, a saber: a lesdo das
estruturas de sustentacdo do elemento dental representada pela ruptura total das
fiboras do ligamento periodontal e por danos & camada cementoblastica
(ANDREASEN & ANDREASEN, 1992).

No caso das RREI, a camada de cemento e cemento intermediarias, tendo
sido atingidas pela reabsorcao de superficie, acaba por expor os tubulos dentinérios.
Considerando que a necrose pulpar € esperada na maioria dos casos de avulsdo
dentaria e que o tecido pulpar necrosado € extremamente susceptivel a
contaminacdo microbiana, a exposicdo dos tubulos dentinarios ao ambiente
intracanal infectado propicia uma via de acesso para bactérias e suas toxinas
atingirem a superficie externa da raiz. A combinacdo de microrganismos presentes
no interior do SCR com o dano a camada cementoblastica na superficie externa da
raiz resultam em RREI que pode ser bastante grave e levar a uma rapida perda do
elemento dental (ANDREASEN & HJORTING-HANSEN, 1966[B]; ANDREASEN,
1981[B]; HAMMARSTROM et al.,1986[A]; TRONSTAD, 1988; BLOMLOF et al.,1982;
TROPE, 2011). O principal mecanismo de inducdo da RREI estéa relacionado com a
presenca de bactérias no canal radicular (ANDREASEN & HJORTING-HANSEN,
1966[B]; ANDREASEN, 1981[B]; TROPE, 2011), sugerindo que 0S mecanismos
imuno-inflamatorios da RREI sejam, por conseguinte, bastante semelhantes aos da
reabsorcdo Ossea periapical em resposta a uma infeccdo endodéntica (PIERCE,
1989; PIERCE et al.,1991; GRAVES et al.,2011; SASAKI, 2003). Histologicamente,
as RREI sao caracterizadas pela destruicdo de cemento e dentina, com muitas
Lacunas de Howship adjacentes, ocasionalmente preenchidas por osteoclastos. No
ligamento periodontal vizinho, observa-se tecido inflamatério com linfécitos,
plasmdcitos e neutrofilos polimorfonucleares (ANDREASEN, 1981[C]; PETINI &
PETINI, 1988).
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A RRES foi primeiramente descrita por Andreasen & Hjorting-Hansen
(1966[B]) como uma unido direta do osso alveolar e superficie da raiz, seguida de
reabsorcdo e substituicdo progressiva da estrutura radicular por tecido 0Osseo
(ANDREASEN, 1980[A]; ANDREASEN 1981[C]; ANDREASEN e KRISTERSON,
1981; LINDSKOG et al., 1988[A]; NISHIOKA et al.,1998). Estudos experimentais
posteriores confirmaram que uma lesdo extensa do ligamento periodontal leva a
perda de vitalidade das células precursoras 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 indutores e reguladores da RRES ainda ndo s&o completamente
conhecidos. Acredita-se que, ao perder a camada cementoblastica decorrente do
evento traumatico e uma vez cessada a inflamacéo inicial responsavel pela remocéo
dos restos necroticos do ligamento periodontal da area, a superficie radicular
desnuda é colonizada por osteoblastos e osteoclastos, nhormalmente presentes no
0sso medular, que competem para repovoa-la. A superficie dentinaria da raiz passa
assim a integrar o processo de remodelacdo fisiolégica do tecido Osseo
(HAMMARSTROM et al., 1986[B]).

Vérios estudos clinicos e experimentais avaliaram o papel de fatores clinicos
e demogréaficos relacionados ao manejo e tratamento de dentes avulsionados e
reimplantados na etiopatogenia das RRE pos-traumaticas. De acordo com a
literatura, um prognadstico favoravel apds reimplantes dentarios depende de algumas
variaveis como periodo e meio de armazenamento extra-alveolar do dente
avulsionado, idade do paciente no momento do trauma bem como o grau de
rizogénese, emprego de antibioticoterapia sistémica no momento do reimplante e
momento da pulpectomia (ANDREASEN, 1981[A][B]).

O fator mais importante para assegurar um resultado favoravel apds o
reimplante é a rapidez com que o dente avulsionado é reimplantado (ANDREASEN
1975; ANDERSON & BODIN, 1990; ANDREASEN et al., 1995[D]; HARKACZ et al.,
1997; PETTIETTE et al., 1997; BOYD et al., 2000; CHAPPUIS e VON ARX, 2005;
ANDREASEN & ANDREASEN, 2007; PETROVICK et al.,, 2010). O reimplante
imediato € unico fator que mais eficientemente melhora o prognéstico dos dentes

avulsionados, pois a diminuicdo do periodo extra-alveolar aumenta a probabilidade
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de ocorrer cicatrizagdo do LP danificado durante o evento traumético (ANDREASEN,
1981[C]; ANDERSON & BODIN, 1990; ANDREASEN et al., 1995[D]; POHL et al.,
2005). A completa cicatrizacdo tecidual somente podera ser esperada quando o
reimplante é realizado nos primeiros 5 minutos apos o trauma (ANDREASEN et al.,
1995[D]; DONALDSON & KINIRONS, 2001). Muitos dos trabalhos que buscaram
investigar a relacdo entre a presenca de RRE e o periodo extra-alveolar do dente
avulsionado chegaram a semelhante conclusdo: o intervalo entre a avulsdo e
reimplante afeta a incidéncia e severidade das reabsorcbes radiculares
(ANDREASEN & HJORTING-HANSEN, 1966[A]; ANDRESEN, 1981[C]; KINIRONS
et al., 1999). Dentes reimplantados apds um periodo extra-alveolar de até 15 ou 20
minutos apresentam progndéstico a longo prazo favoravel sem evidéncia de
reabsorcédo radicular ou reabsorcéo limitada a uma pequena area (ANDREASSEN,
1981[C]; ANDERSSON et al., 1989; ANDERSSON & BODIN, 1990; PETTIETTE et
al.,1997). As células do ligamento periodontal podem sobreviver a seco dentro deste
periodo (DONALDSON & KINIRONS, 2001), mas um aumento de 10 minutos no
periodo extra-alveolar aumenta a probabilidade de reabsor¢cdo em 29% (KINIRONS
et al., 2000), sendo poucas as probabilidades de sobrevivéncia por um periodo
superior a 60 minutos (SODER et al., 1977, ANDERSSON et al.,, 1989; TROPE,
2011; PETROVICK et al., 2010; WERDER et al., 2011).

Como na maioria das vezes o fator periodo extra-alveolar ndo pode ser
adequadamente controlado, a principal medida a ser adotada € colocar o elemento
dental avulsionado em um meio de armazenamento apropriado que seja capaz de
manter as células do ligamento periodontal hidratadas, preservando sua viabilidade,
minimizando a resposta inflamatdria apos o reimplante e permitindo o reparo por
regeneracao das fibras do LP (ANDREASSEN et al., 1995[4]; POHL et al., 2005[B]).
Quando desidratadas, as células sofrem alteracdo do seu metabolismo fisiologico
normal e da sua morfologia celular, e aparentemente isto pode estar relacionado ao
desenvolvimento de uma resposta inflamatoria ndo especifica no tecido adjacente
apos o reimplante (TROPE, 2011).

A busca por um meio de armazenamento ideal, capaz de manter a viabilidade
das células do LP e que ao mesmo tempo apresente propriedade antioxidante,

nenhuma ou minima contaminacdo microbiana, pH fisioldgico, osmolaridade
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compativel, disponibilidade, acessibilidade e baixo custo € um dos principais
interesses da pesquisa em traumatismos dentéarios (POI et al.,2013). Os meios de
armazenamento sugeridos na literatura em ordem de preferéncia séo: leite, solugcéo
salina, saliva ou dgua (ANDREASEN, 1981[C]; HILTZ & TROPE, 1991; UDOYE et
al., 2012).

A idade do paciente no momento do trauma também tem sido descrita na
literatura como sendo uma variavel importante na evolucéo e severidade da RRE. E
amplamente aceita a afirmativa de que quanto mais jovem € 0 paciente maior é o
indice de reabsorcdo (ANDERSON et al.,1989; PETROVICK et al., 2010; RHOUMA
et al., 2012; BASTOS et al.,2014; SOARES et al., 2015). Na RRES este efeito pode
ser explicado pela maior taxa de remodelacdo 6ssea nos pacientes mais jovens
(ANDERSON et al.,1989; BASTOS et al., 2014), enquanto que na RREI este efeito &
atribuido ao didmetro dos tubulos dentinarios de dentes jovens, 0 que permite que
micro-organismos colonizem essas areas mais facilmente (BASTOS et al., 2014).

Além disso, o estdgio de desenvolvimento radicular no momento do
reimplante foi relacionado & sobrevida dos dentes reimplantados. Dentes com
completo desenvolvimento radicular e forame apical constrito demonstraram maior
indice de sobrevida que dentes com formacao radicular incompleta (BARRETT &
KENNY, 1997[B]; PETROVIC et al., 2010). A explicacdo para maior perda dental
entre o grupo de dentes imaturos traumatizados esta indubitavelmente relacionada a
maior velocidade da reabsorcdo e a menor quantidade de estrutura radicular a ser
reabsorvida (ANDREASEN et al., 1995 [4]; BARRETT & KENNY, 1997[B]). O
reimplante de dentes com &pice abertos apresentaram 4,2 vezes (BARRETT &
KENNY, 1997[B]) a 6,4 vezes (PETROVIK et al., 2010) mais chance de perda dental
que o reimplante de dentes com completa formagé&o radicular. Entretanto, em seu
estudo Pohl et al. (POHL et al.,[A][B][C]) observaram que o grau de maturidade
radicular ndo esteve relacionada com os padrdes de cicatrizagdo periodontal e com

a incidéncia de RREI nem mesmo com a perda dentaria ou indice de sobrevida.

O tempo decorrido entre o reimplante e o inicio da terapia endodontica afeta
progressivamente a prevaléncia e severidade da RREI (ANDERSSON & BODIN,
1990; HINCKFUSS & MESSER, 2009[A]; BASTOS et al., 2014; SOARES et al.,

2015). Um estudo recente demonstrou que cada dia passado entre o reimplante e o
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inicio da terapia endodéntica aumenta o risco de desenvolvimento de RREI em 1,2%
(BASTOS et al., 2014), ou seja, a RREI progride continuamente e sua paralisacao
exige a intervencdao profissional. A eliminagao do fator bacteriano do interior do canal
radicular e/ou tabulos dentinarios por terapia endodéntica interrompera o processo
reabsortivo (TRONSTAD, 1988; TSILINGARIDIS et al., 2015), o que significa dizer
que 0 sucesso ou insucesso do tratamento da reabsor¢cdo inflamatéria depende do
protocolo de terapia endoddntica implementado (TROPE et al., 1992; TROPE, 2002;
STEWART et al., 2008). Nesse sentido, é recomendacdo da maioria dos autores,
que o tratamento endododntico deva ser efetuado cerca de 7 a 14 dias apés o
reimplante nos dentes nos quais ndo se pode esperar uma revascularizagcdo da
polpa (ANDREASEN et al., 1995[B]; TROPE, 2002; POHL et al., 2005[A][B];
ANDREASEN & ANDREASEN, 2007; TROPE, 2011; ANDERSSON et al., 2012). A
recomendacdo acima é baseada ndo apenas na premissa de que 10 a 14 dias apoés
a avulsdo a polpa provavelmente estara isquémica, necrética e minimamente
infectada (HAMMARSTROM et al.,1986[A]; TRONSTAD, 1988), como também nos
achados de Andreasen (ANDREASEN, 1975; ANDREASEN, 1981[B]), nos quais a
reabsorcdo inflamatdéria pode ser vista histologicamente apds 7 dias do reimplante.
Essa observagéo foi confirmada posteriormente em uma pesquisa que induziu
experimentalmente RREI em cées no prazo de 7 a 14 dias (TROPE et al., 1992). Na
intencdo de buscar evidéncias clinicas que sustentem essa recomendacéao, Hinkfuss
e Messer (2009[A]) conduziram uma meta-andlise a partir da qual foi possivel
concluir que o TER tardio para além de 14 dias ap0s o reimplante esta associado
com um risco aumentado de desenvolver RREI. Uma vez a reabsorcao inflamatoria
tenha sido contida por meio da terapia endoddntica, o defeito resultante € reparado
por cemento ou tecido 0sseo, de acordo com o tipo de tecido vital encontrado
adjacente ao local de reabsorcdo. A cicatrizacdo tecidual pode ocorrer
independentemente da extensdo da reabsor¢cdo e da quantidade de substancia
radicular perdida e a anquilose pode ocorrer no local (CVEK et al., 1994).

A partir do reconhecimento de que a presenca de bactérias no ligamento
periodontal, nos tubulos dentinarios ou na polpa séo fatores de risco responsaveis
pelo desenvolvimento de RREI (ANDREASEN, 1981[A][B]; NISHIOKA et al., 1993),
surge a recomendacgdo do uso de antibioticoterapia sistémica como procedimento
padrdo apoés reimplantes dentarios (ANDREASSEN et al., 2006[B]; ANDERSSON et
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al.,, 2012). Andreasen e colaboradores (ANDREASEN & ANDREASEN, 2007)
acrescentam ainda que a severidade das complicacdes apo6s o reimplante pode ser
alterada drasticamente se bactérias obterem acesso ao local da lesédo. Isso pode
mudar uma revascularizacdo da polpa em curso para necrose pulpar e uma
reparacao relacionado a reabsor¢éo (reabsorcédo de superficie ou RRES) para uma
reabsorcdo progressiva de caréater inflamatério-infeccioso (RREI) (ANDREASEN,
2012). Com essa conexdo trauma/bactérias estabelecida, uma abordagem logica
seria excluir ou limitar a carga bacteriana na fase de cicatrizacdo para otimizar o
reparo pulpar e periodontal através da administragdo de antibioticoterapia sistémica
(ANDREASEN & ANDREASEN, 2007). Essa abordagem é baseada nos achados de
Hammarstrom e colaboradores (1986[B]) e defendida pela IADT Guidelines
(ANDERSSON et al.,, 2012). Especula-se que a administragdo sistémica de
antibiéticos pode afetar a ocorréncia de RREI através de dois mecanismos: o
primeiro, reduzindo a reacdo inflamatéria no ligamento periodontal decorrente da
presenca bacteriana e segundo, impedindo que as bactérias adentrem a polpa
radicular através do forame apical (HAMMARSTROM et al., 1986[B]; SAE-LIM et al.,
1998[B]). Estudos experimentais em animais mostraram que o uso de antibiotico
otimiza a cicatrizagdo pulpar e periodontal, exibindo efeitos positivos quando
administrado sistemicamente (HAMMARSTROM et al., 1986[B]; SAE-LIM et al.,
1998[A][B]; MELO et al., 2014; GOMES et al.,, 2015) e localmente diminuindo
significativamente a frequéncia de RREI (CVEK et al.,1990; MA & SAE-LIM, 2003).
No entanto, o valor da administracao sistémica de antibiéticos em humanos apo6s o
reimplante é questionavel (SHAH e ASHLEY, 2010), haja vista que ainda ndo h&
evidéncia clinica cientifica suficiente que suporte seu uso (ANDREASEN &
HJORTING-HANSEN, 1966[A]; ANDERSSON & BODIN, 1990; ANDREASEN,
1995[4); HINKFUSS & MESSER, 2009[B]; BASTOS et al., 2014).

O papel do tipo e periodo de imobilizagdo na cicatrizagdo do LP e nos indices
de RRE apo0s o reimplante dentario € controverso, uma vez que existem
divergéncias entre os resultados obtidos a partir dos levantamentos clinicos e dos
estudos experimentais disponiveis. A associagao entre imobilizacdo prolongada e
maiores indices de anquilose foi relatada nos levantamentos clinicos de Kinirons et
al. (1999) e Bastos (2014) e em alguns estudos experimentais (ANDREASEN, 1975;
NASJLETI et al., 1982; ANDERSSON et al., 1985). Entretanto ndo foi observada no
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estudo experimental de Berude et al. (1988) e ndo pode ser comprovada em outros
acompanhamentos clinicos (ANDERSSON & BODIN, 1990; ANDREASEN et al.,
1995[B]; SAE-LIM & YUEN, 1997; HINCKFUSS & MESSER, 2009[A][B]).

2.2 MECANISMOS CELULARES E MOLECULARES DAS REABSORCOES
DENTARIAS E O PAPEL DOS POLIMORFISMOS GENETICOS:

Os mecanismos celulares das reabsorcfes dentarias sao bastante
semelhantes aos da reabsorcdo Ossea, diferindo apenas nos seus respectivos
substratos. As células clasticas envolvidas nas reabsor¢cdes radiculares, o0s
odontoclastos, sao células morfolégica e funcionalmente semelhantes aos
osteoclastos, cuja ativacdo também € resultado de um processo de interacdes
complexas entre células, receptores e seus respectivos ligantes, citocinas e fatores
de crescimento (PIERCE et al.,1991; NE et al., 1999; SASAKI, 2003). O equilibrio
entre as expressdes desses componentes € considerado o principal mecanismo
regulatério da atividade dos clastos (KATAGIRI & TAKAHASHI, 2002; BOYLE et al.,
2003; TAKAYANAGI, 2005; BOYCE & XING 2008).

A interacdo entre o RANK e RANKL é absolutamente crucial para a
diferenciacdo e ativacdo da célula clastica. RANKL, uma proteina transmembrana
pertencente a familia TNF que se manifesta particularmente em osteoblastos e em
células do estroma da medula 0ssea, é necesséaria e suficiente para a completa
diferenciacdo de células precursoras em clastos maduros (FULLER et al.,1998;
LACEY et al.,1998; YASUDA et al.,1998[A]). Seu sinal é reconhecido pelo receptor
especifico, RANK, que se localiza na superficie celular de pré-osteoclastos, fazendo
com que a Iinteracdo célula-célula seja essencial para a inducdo da
osteoclastogénese (FULLER et al.,1998; LACEY et al.,1998; KATAGIRI &
TAKAHASHI, 2002; BOYLE et al.,2003; TAKAYANAGI, 2005). Além de estimular a
diferenciacdo e atividade dos osteoclastos (LACEY et al.,1998), outro importante
papel da RANKL €& o de regular a sobrevivéncia do osteoclasto maduro e,
consequentemente, sua participacdo na reabsorcdo 6ssea ao inibir sua apoptose
(FULLER et al.,1998). Células T ativadas também expressam RANKL, porém em
sua forma soluvel, o que significa que RANKL é funcionalmente capaz de induzir
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osteoclastogénese na auséncia de interacdo célula-célula (LACEY et al.,1998;
TYROVOLA et al., 2008). As células T ativadas, portanto, promovem reabsorcao
Ossea através de dois mecanismos: diretamente via expressdo de RANKL como
proteina sollavel, e indiretamente via expressdo de citocinas pro-inflamatoérias que
influenciam a expressédo de RANKL nos osteoblastos, o que reforca a inter-relacao
entre os sistemas 6sseo e imune (KATAGIRI & TAKAHASHI, 2002; BOYLE et al.,
2003; TAKAYANAGI, 2005; BOYCE & XING, 2008).

Esse evento é regulado pela osteoprotegerina (OPG), a qual é um receptor
soluvel chamariz de RANKL, que fortemente inibe osteoclastogénese na medida em
que impede a interacdo entre RANK-RANKL (SIMONET et al.,1997; YASUDA et
al.,1998[B]). A OPG é uma citocina pertencente a familia TNF, produzida por
osteoblastos, células do estroma da medula éssea e células T e B. A OPG liga-se a
RANKL, impedindo sua ligagdo com a RANK, num mecanismo de agéo simples que
nao envolve qualquer atividade direta de sinalizacdo. Portanto, por ser um
antagonista competitivo da RANK, a OPG atua de forma protetora ao inibir a
diferenciacdo dos osteoclastos (KATAGIRI & TAKAHASHI, 2002; BOYLE et al.,
2003; TAKAYANAGI, 2005; BOYCE & XING, 2008) in vitro e in vivo (SIMONET et
al.,1997; YASUDA et al.,1998[B]; LACEY et al.,1998). Além disso, a OPG é capaz de
induzir a apoptose de precursores de osteoclastos e osteoclastos maduros (SASAKI,
2003; LIU et al., 2015). Assim, RANKL e OPG exercem um controle positivo ou
negativo na ativagdo do RANK nos pré-osteoclastos, e o equilibrio entre os membros
dessa triade molecular esta envolvido na regulacdo do processo de reabsorcao
Ossea, fisiolégica ou patolégica (KATAGIRI & TAKAHASHI, 2002; BOYLE et al.,
2003; TAKAYANAGI, 2005; BOYCE & XING, 2008).

Existem evidéncias de que as proteinas do eixo RANK/RANKL/OPG também
estdo envolvidas no processo de reabsorcdo dos tecidos dentarios durante a
reabsorcéo fisiologica dos dentes deciduos (HAROKOPAKIS-HAJISHENGALLIS,
2007), nas reabsorcdes radiculares externas apicais decorrentes da movimentacao
ortodéntica (WISE & KING, 2008) e nas reabsor¢cbes radiculares externas
inflamatorias de origem endodontica (LIN et al., 2013). Estudos recentes no campo
da endodontia confirmaram que lesdGes Osseas perirradiculares, primarias e

secundarias, decorrentes da presenca de infeccdo intracanal expressam niveis
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elevados de RANKL e expresséo diminuida de OPG, reforcando a evidéncia de que
essas lesdes exibem maior potencial de reabsorcdo 6ssea que tecidos periapicais
saudaveis (ARMADA et al., 2015; ESTRELA et al., 2016).

A participacdo das proteinas do eixo RANL/RANKL/OPG nas RRE apds
reimplantes dentarios foi sugerida em estudos experimentais que analisaram a
expressao dessas moléculas na cronologia do processo de reparo apos reimplante
imediato e tardio em dentes de ratos (PANZARINI et al., 2013; MANFRIN et al.,
2013). Os resultados destes estudos confirmam por imunohistoquimica a migragéo e
diferenciacéo de células odontoblasticas nas primeiras horas apés o reimplante com
a expressao de OPG, RANK e RANKL variando de acordo com o periodo analisado
e tipo de reimplante (imediato ou tardio). Na verdade, a expressdo elevada da
RANKL em todos os grupos e periodos analisados sugere a sua participagdo em
todos as fases do processo de reabsorcédo de dentes reimplantados (MANFRIN et
al.,, 2013), ficando claro que a dinamica da expressao dos biomarcadores
RANK/RANKL/OPG tem efetiva participacdo nos eventos celulares no reimplante
dental, estando associadas ndo apenas a diferenciagdo de osteoclastos, mas

também com a proliferacao celular.

No contexto de um processo inflamatério, além do eixo RANK/RANKL/OPG,
varias citocinas podem atuar influenciando diretamente a diferenciacao e funcédo dos
osteoclastos, ou indiretamente através da modulagédo da expresséo das citocinas do
eixo RANK-RANKL-OPG (ZUPAN et al., 2013). Entre o grupo de citocinas anti-
inflamatorias destaca-se a IL10 sabidamente uma importante citocina moduladora da
resposta imunoldgica (GRAVES et al., 2011). In vivo, as principais fontes de IL10
incluem linfécitos Th2, mondcitos, macréfagos e células dendriticas, no entanto
inlmeros outros tipos celulares sdo capazes de produzir IL10 em determinados
contextos, incluindo células B, as células T citotoxicas, células NK, mastocitos e
neutréfilos (SASCHA et al., 2011).

O efeito inibitério da IL10 € um importante fator limitante da duracdo e do
dano patolégico das respostas inflamatérias (MOORE et al., 2001; PESTKA et al.,
2004; GRAVES et al., 2011). Este efeito protetor pode ser atribuido a sua
capacidade de inibir a sintese de varios mediadores pro-inflamatorios normalmente

secretados por mondcitos/macréfagos ativados no sitio da inflamacéo, tais como
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IL1(a e B), IL6, IL8, IL12 e TNF-a (FIORENTINO et al.,1991). Além disso, a IL10
demonstrou ter um efeito inibitério na osteoclastogénese durante a reabsorcao
radicular fisiolégica na denticdo primaria, atuando diretamente sobre os precursores
dos osteoclastos inibindo sua diferenciacdo e proliferacao (Xu et al., 1995; LIU et al.,
2006). A IL10 induz também a producdo de um grupo de proteinas endbégenas
chamado inibidores de tecido de metaloproteinases (TIMPS), que sao capazes de
inibir quase todos os membros da familia MMP de forma inespecifica (BAKER et al.,
2002; GARLET et al., 2004), além de regular a expressdo de RANKL e estimular a
producéo de OPG, inibindo fortemente o processo de reabsorcao 6ssea ao impedir a
interacdo RANK-RANKL (KATAGIRI e TAKAHASHI, 2002; GARLET et al., 2004;
PESTKA et al., 2004; LIU et al., 2006).

Muito embora os fatores clinicos e demograficos discutidos anteriormente
participem na etiopatogenia das RRE, eles ndo sdo capazes de explicar
completamente as diferencas interindividuais observadas na sua evolugéo clinica.
Isso nos permite hipotetizar que fatores genéticos relacionados ao individuo possam
ser responsaveis, em parte, por essas diferencas. Considerando-se a importancia
das citocinas na biologia dos tecidos 6ésseos em condicbes fisioldégicas ou
patolégicas, variagdes na sua expressdo podem determinar diferentes respostas
inflamatdrias frente a um estimulo padrdo. E dentro deste contexto que o estudo dos
polimorfismos de genes codificadores de moléculas envolvidas na modulacdo da
reabsorgéo de tecidos mineralizados deve receber atengéo especial.

Polimorfismo genético € a denominacédo dada a coexisténcia de mais de uma
forma variante de um gene num dado l6cus, na frequéncia acima de 1-2% na
constituicdo genética de uma populacdo. Os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNPs) séo o tipo mais comum de variacdo genética do DNA humano. Sao sitios no
genoma onde a sequéncia de DNA de uma porcentagem de individuos da populacéo
difere por uma unica base (DE NARDIN, 2009). A grande maioria dos SNPs sao
variantes neutras, tendo pequeno impacto sobre a saude humana e apenas uma
pequena fracdo deles influencia a expressédo de genes ou a atividade de uma
determinada proteina. Nos Ultimos anos, varios estudos tém demonstrado que
polimorfismos funcionais em genes que codificam para as citocinas podem

influenciar na suscetibilidade a diversas condi¢cdes patoldgicas (FURUYA et al.,
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2007; LIN et al.,, 2011; NIE et al.,, 2012), uma vez que podem alterar a taxa de
transcricdo génica, produzindo assim proteinas incompletas ou inativas (CHORLEY
et al., 2008).

Um grande numero de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) foi
identificado no sitio promotor do gene de IL10. O SNP rs 1800896, localizado no
|6cus -1082 da regido promotora, tem um importante efeito na expresséo da proteina
uma vez gue 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 IL10 na
regulacdo da reabsorcdo 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 reabsorcdo patoldégica de tecido ésseo tem sido
amplamente estudada na doenca periodontal (BERGLUNDH et al., 2003; SCAREL-
CAMINAGA et al., 2004; CLAUDINO et al., 2008; CULLINAN et al., 2008; PARK et
al., 2008; LARSSON et al., 2011; LOO et al., 2012; JARADAT et al., 2012), na
perimplantite (GUROL et al., 2011; PIGOSSI et al., 2012; KADKHODAZADEH et al.,
2012;2013;2014), abcessos periapicais (DE SA et al., 2007), artrite reumatoide
(ZHANG et al., 2011) e hérnia de disco (LIN et al., 2011).

Da mesma maneira, polimorfismos nos genes do RANK, RANKL e OPG
afetam a transcricdo e expressao destas proteinas, alterando a relacdo RANKL e
OPG e comprometendo o processo de remodelacdo 0ssea. No gene TNFRSF11B
gue codifica para a OPG situa-se 0 SNP rs2073618 no l6cus +1181 e consiste na
troca de uma base G para C. Isso provoca uma mudanca de aminoacido de lisina
(AAG) para asparagina (AAC). Estes dois aminoacidos tém caracteristicas
diferentes, mas essencialmente, a lisina € um aminoacido basico, enquanto que a
asparagina € um aminoacido polar ndo carregado, e tal mudanca de aminoacido
pode influenciar trafico de proteina (LEE et al., 2010). Foi demonstrado que este
SNP esta associado ao maior risco de reabsorgao radicular externa apical (RREA)
decorrente de movimentagcdo ortodéntica (HARTSFIELD, 2009). Esta associacao
também foi demonstrada em relacdo a periodontite agressiva (PARK et al., 2008), a
periimplantite (KADKHODAZADEH et al.,, 2012) e a osteonecrose mandibular
induzida pelo uso de bifosfonados (KATZ et al., 2011). J4 o SNPs no gene TNFSF11
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[290A>G (rs2277438)], que codifica RANKL, consiste na troca de uma base A para
G, onde a presenca do alelo G (gendtipos AG e GG) esta igualmente associada com
alteracdes de densidade e fragilidade 6ssea e risco de fratura na populacao geral
(HSU et al., 2006; FURUYA et al., 2007; BONFA et al., 2015). E finalmente, devido
ao papel central da RANK no metabolismo ésseo e na biologia dos osteoclastos,
variacbes no gene que a codifica tém sido exploradas quanto a uma possivel
associacdo com doencas que envolvem atividade osteolitica patoldgica. Nesse
sentido, ha evidéncia de que mutacdes no gene TNFSRF11A que codifica para
RANK podem estar associadas a ostedlise expansiva familiar, uma desordem
caracterizada por lesdes osteoliticas dos 0ssos longos e por reabsor¢cdo espontanea
de dentes e perda de denticio (HUGHES et al., 2000). A susceptibilidade para
desenvolver RREA apds terapia ortodbntica também foi correlacionada com
variacbes no gene TNFSRF11A que codifica para RANK (AL-QAWASMI et al.,

2003).

Diante do exposto e considerando-se a importancia do papel das citocinas
RANK, RANKL, OPG e IL-10 na patogénese da reabsorcdo dos tecidos
mineralizados e sua possivel modulacao por polimorfismos genéticos, o presente
estudo tem como objetivo investigar a associacdo entre estes polimorfismos e a
ocorréncia e severidade de RRE em uma amostra de dentes permanentes
reimplantados. A hipétese € que polimorfismos funcionais nos genes que codificam
para essas citocinas podem estar associados a fatores de susceptibilidade
determinantes da evolucdo das RRE pés-traumaticas. E relevante considerar ainda
o fato de que os traumatismos dentarios sdo mais prevalentes entre criancas e
adolescentes, as quais encontram-se num periodo da vida caracterizado por um
intenso desenvolvimento hormonal, fisiolégico e cognitivo, além de mudancas
psicolégicas que poderdo ser afetadas pela perda precoce dos dentes anteriores.
Por essa razdo, torna-se imprescindivel a compreensdo acerca dos fatores de
susceptibilidade que favorecem o desenvolvimento das complicacées associadas ao
reimplante de dentes avulsionados. Desta forma, o presente trabalho busca trazer
contribuicdes para a elucidagdo dos processos envolvidos no desenvolvimento da

RRE em dentes reimplantados ap6s avulsdo traumatica.
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3. Objetivos



3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo estudar a ocorréncia de reabsorcdes
radiculares externas ap0s o reimplante de dentes permanentes avulsionados e sua

associacdo com fatores demogréficos, clinicos e genéticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar radiograficamente a atividade inicial de RRE em pacientes encaminhados
para a CTD-FO-UFMG ap06s o reimplante de dentes permanentes avulsionados,

determinando tipo e extenséo.

b) Avaliar o papel da idade no momento do trauma, as condicbes de
armazenamento e periodo extra-alveolar dos dentes avulsionados, o tempo
decorrido entre o reimplante e o inicio da terapia endodéntica, uso de
antibioticoterapia sistémica no momento do reimplante e periodo de imobilizacdo no

tipo e extensdo de RRE apds reimplantes de dentes permanentes.

c) Avaliar a associacdo entre polimorfismos nos genes que codificam para as
citocinas RANK-RANKL-OPG e IL-10 e o tipo e extensdo de RRE apds reimplante

de dentes permanentes.
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4. Materiais e Métodos



4.1 SELECAO DA AMOSTRA

O grupo de estudo avaliado constituiu-se de 208 pacientes portadores de 269
dentes reimplantados apds avulsdo traumatica. O tratamento emergencial da
avulséo foi realizado no Pronto Socorro Odontologico do Hospital Municipal Odilon
Beherens (PSO-HMOB) e os pacientes encaminhados para continuidade do
tratamento na Clinica de Traumatismos Dentarios da Faculdade de Odontologia da
UFMG (CTD-FO-UFMG), ambos os servigos 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, o qual é
baseado na literatura disponivel (ANDERSSON et al., 2012). As manobras adotadas
consistiram na remocdo do coagulo pela irrigacdo do alvéolo com soro fisioldgico e
introducdo do dente avulsionado no alvéolo com presséao digital lenta e gradual até
atingir a regido apical. Nenhum tipo de tratamento da superficie radicular foi
utilizado. ApoOs a verificacdo radiografica do correto posicionamento, o dente foi
imobilizado utilizando-se fio de a¢o inox para amarrilho (0,12" 0,25mm), fixado com

resina composta fotopolimerizavel.

Dados relativos a idade do paciente no momento do trauma, as condicdes de
armazenamento e periodo extra-alveolar dos dentes avulsionados, o uso de
antibioticoterapia sistémica no momento do reimplante, o tempo decorrido entre o
reimplante e o inicio da terapia endodontica e a duracdo do periodo de imobilizacédo
foram coletados dos prontuarios dos pacientes. Somente os dentes com completo
desenvolvimento radicular e apices fechados foram incluidos neste estudo. Foram
excluidos pacientes que apresentavam alteracfes sistémicas debilitantes e/ou
usuarios de farmacos capazes de modificar a resposta inflamatoria padrao do
individuo. Também foi realizado exame clinico intraoral para a avaliacdo da
presenca de comprometimentos periodontais de natureza infecciosa e outras lesdes
da mucosa oral. Para inclusdo na amostra os pacientes ndo poderiam apresentar
alteracdes periapicais de origem endodontica ou periodontal ndo relacionadas a
reabsorcdo radicular pos-traumética, lesbes trauméticas prévias ou adicionais no
elemento avulsionado, presenca de restauragcfes extensas e sinais radiograficos de
reabsorcdo radicular ou tratamento endodbntico radical anterior ao evento

traumatico que tenha desencadeado o0 processo reabsortivo.
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Os pacientes ou o0s representantes legais daqueles menores de idade foram
esclarecidos quanto aos objetivos e metodologia do projeto para entdo optarem ou
nao pela participacdo no estudo, preenchendo do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo A e B). 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).

4.2 AVALIACAO RADIOGRAFICA DO INDICE DE REABSORCAO

Para estudo da atividade de reabsorgéo, radiografias periapicais realizadas
imediatamente apds o reimplante e no inicio da terapia endodbntica foram
examinadas por dois examinadores, de forma independente para avaliacao de dois
indicadores: o tipo de reabsorcao, classificadas em reabsorcéo radicular externa
inflamatéria (RREI) e reabsor¢cdo radicular externa por substituicdo (RRES) de
acordo com o critério radiografico descrito por Andreasen & Hjgrting-Hansen (1966).
Neste, a presenca de areas radiolucidas em forma de concha ao longo da superficie
da raiz e no osso alveolar adjacente determina a classificacdo de RREI, enquanto
que a presenca de areas de irregularidade da superficie radicular, sem LP e com
imbricamento do osso alveolar determina a classificacdo de RRES.

O segundo indicador da atividade de reabsorcdo utilizado foi o indice
radiografico de reabsorcdo radicular descrito por Andersson et al.(1989). Para
calculo do indice, as superficies mesial e distal da raiz foram divididas em trés
secOes iguais a partir do nivel da crista 0ssea até o 4pice. A cada secédo da raiz foi
atribuida uma pontuacéo (0, 1 ou 2), dependendo da presenca e profundidade das
cavidades de reabsorcéo a partir da superficie externa da raiz até a cavidade pulpar
(Fig.01). As pontuacgbes de cada secao foram adicionadas para se calcular o indice

de reabsorc¢ao radicular de cada radiografia (0-12).
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Figura 01: Desenho esquematico do critério para cdlculo do indice radiografico de reabsorgdo: Critérios para
pontuacdo da profundidade da cavidade de reabsor¢do a partir da superficie externa da raiz nos tergos
apical, médio e cervical das faces mesial e distal da raiz: 0= auséncia de reabsor¢ao, espago do LP normal; 1=
profundidade da lacuna de reabsor¢ao < metade da distancia entre a superficie externa da raiz e a cavidade
pulpar; 2= profundidade da lacuna de reabsorg¢do > metade da distancia entre a superficie externa daraize a
cavidade pulpar.

Fonte: Andersson et al. (1989).

4.3 ANALISE DE POLIMORFISMO
4.3.1 Obtencao do DNA

ApoOs a selecéo 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 um swab
estéril, o qual foi imediatamente imersa em microtubos estéreis de 2ml contendo 1,5
ml de tampao de Krebs (KCI 4 mM, mM de NaCl 124, C6H1206 10 mM,
C8H17N2Na04S de 23 mM, MgSO4 1 mM). As amostras foram estocadas em

freezer a -20°C até o processamento.

O DNA gendmico foi extraido utilizando o protocolo de extracdo DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen®). Um pellet de células epiteliais foi obtido por
centrifugacéo a 12400 RPM por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
resuspendido em 200 pl de BPS, 20 ul de proteinase K e 200 ul Buffer AL
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adicionados aos microtubos. As amostras foram homogeneizadas em um vortex por
10 segundos e incubadas durante 10 min a 56° C. Posteriormente, adicionou-se 200
pul de etanol (96 A 100%) e as amostras foram novamente submetidas a
homogeneizacdo em vértex. A solucado foi entdo pipetada e transferida para o tubo
contendo a membrana DNeasy Mini Spin Column posicionada em um tubo coletor
de 2ml fornecido pelo fabricante. As amostras foram centrifugadas a 8000 RPM por
1 minuto. O tubo coletor e a solucéo residual foram descartados e o tubo contendo a
membrana foi transferido para um segundo tubo coletor de 2ml fornecido pelo
fabricante. Aos tubos contendo a membrana, adicionou-se 500 pl de AWI1. As
amostras foram novamente submetidas a centrifugacdo a 8000 RPM por 1 minuto e
o tubo coletor e a solucéo residual foram descartados (12 lavagem). Em seguida, o
tubo contendo a membrana foi transferido para um terceiro tubo coletor de 2 ml
fornecido pelo fabricante. Adicionou-se 500 pl de AW2 aos tubos contendo a
membrana, que foram centrifugados a 12000 RPM por 4% minutos a fim de secar a
membrana DNeasy. O tubo coletor e a solucdo residual foram descartados (22

lavagem).

Finalmente, para 12 extracdo do DNA, o tubo contendo a membrana DNeasy
Mini Spin Column foi posicionada em um microtubo de 1,5ml. Diretamente sobre a
membrana foi adicionado 30 pl de Buffer de diluicdo AE. Apds incubacao por 2
minutos em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas a 8000 RPM

por 1 minuto. Para 22 extracdo do DNA, seguiram-se estes mesmos passos.

A qualidade e integridade do DNA foram avaliadas por espectrofotometria em
equipamento Nanodrop ND-1000 (NanoDrop tecnologia, Wilmington, DE), com
leitura da absorbancia nos comprimentos de ondas Az € Agge. AS amostras

contendo DNA extraido foram armazenadas em freezer a -20°C até o uso.
4.3.2 Identificacdo dos genotipos

A determinacgéo do gendétipo dos polimorfismos selecionados foi realizada pelo
método do Real Time(PCR), utilizando-se kits comerciais TagMan® confeccionados
pela Applied Biosystems, contendo o par de primers e sondas para os SNPs a
serem estudados. O sistema TagMan utiliza, além dos iniciadores, uma sonda

(oligonucleotideo) que libera um sinal fluorescente quando a polimerase comeca a
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sintetizar o fragmento de DNA. Foram avaliados polimorfismos nos genes
TNFS11(RANKL) [290 A>G rs2277438], TNFSRF11B(OPG) [1181 G>C rs2073618],
TNFSRF11A(RANK) [8086340] e IL-10 [-1082 G>A rs 1800896].

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 Taq polimerase e tampéao de
incubacédo (Genotyping Master Mix), e DNA gendmico. Diferentes concentracfes de
DNA foram testadas, obtendo-se o melhor resultado com a aliquota de 50ng. A
quantidade dos demais reagentes de acordo com as informagdes do fabricante e

sao apresentadas na Tabela 01.

Tabela 01: Reagentes utilizados na PCR-RT

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

DNA gendmico 50ng
H20 de injecao g.s.p 20uL

A reacado de PCR foi realizada utilizando o termociclador CFX96TM Real-Time
PCR Detection System (BioRad) e consistiu em uma desnaturacao inicial a 95°C por
10min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Essas
reacOes 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 o0 software CFX-Manager da Bio-Rad.
Considerando que cada alelo estd associado a um fluoréforo diferente, a
apresentacado de apenas um sinal fluorescente refere-se ao genotipo homozigoto,
enquanto a apresentacdo de dois sinais fluorescentes refere-se ao genotipo

heterozigoto (Fig.02)
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Figura 02: Grafico representativo da PCR em tempo real para a analise do SNP OPG 1181 G>C rs2073618.
Discriminagdo alélica: homozigoto FAM (circulos alaranjados - GG), homozigoto VIC (quadrado azul - CC),

heterozigoto (triangulos verdes - CG), controle positivo (circulo roxo) e controle negativo (losango preto).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo de frequéncia dos gendtipos de cada um dos polimorfismos
estudados foi testada quanto ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando-se o teste
qui-guadrado. Os testes de associacao entre os SNPs estudados e os indicadores
da atividade de reabsorcdo foram realizados para cada genoétipo separadamente e
para 0s gendtipos agrupados de acordo com a presenca/auséncia do alelo
polimérfico de acordo com critérios sugeridos na literatura (SASIENE, 1997; ZOU &
DONNER, 2006).

O Modelo de Regressao Logistica Binaria foi utilizado para testar o efeito do
genotipo, da idade do paciente no momento do trauma e das variaveis clinicas
relacionadas ao manejo e tratamento do dente avulsionado (meio de
armazenamento, periodo extra-alveolar, uso de antibioticoterapia sistémica, tempo
de imobilizagdo e momento da pulpectomia) em relacédo a presenca e tipo de RRE.
Para verificar quais variaveis exerciam influéncia no indice de Reabsorcéo, foi
ajustada uma Regressdao Marginal Log-Linear (Poisson). Variaveis que

apresentarem valores de p<0.20 na analise univariada foram testadas no modelo de
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Regressdo Logistica Multivariada. Considerando-se a possibilidade de
interdependéncia nos casos em que mais de um dente foi reimplantado no mesmo
paciente os dados foram analisados utilizando-se o modelo para a média GEE
(Generalized Estimation Equation) com matriz de correlagdo com simetria composta

que é o padrao para avaliacdo de dados correlacionados (DIGGLE et al., 2002).

O nivel de significancia foi estabelecido a 0.05. As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software estatistico Statistical Package for Social Sciences
(SPSS verséo 21.0 — IBM corporation, NY, USA).
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5. Resultados



5.1 DISTRIBUICAO DE FREQUENCIA DAS VARIAVEIS EXPLICATIVAS E DOS
INDICADORES DA ATIVIDADE DE REABSORCAO

Para o estudo da ocorréncia, tipo e extensdo das reabsorcdes radiculares
externas na consulta inicial apds o reimplante, a amostra selecionada constituiu-se
de 208 pacientes sendo 151 do sexo masculino (72,6%) e 57 do sexo feminino
(27,4%) com um total de 269 dentes reimplantados apds avulsdo traumatica. A
distribuicdo segundo o dente envolvido esta ilustrada no grafico 01. Os dentes mais

afetados foram os incisivos centrais superiores.

40,1%

Incisivo Lateral Incisivo Central  Incisivo Central Incisivo Lateral Incisivos Inferiores Outros
Siperior Direito  Superior Direito Superior Esquerdo Superior Esquerdo

Grafico 01: Distribuicao de frequéncia da amostra de acordo com o dente acometido.

A idade dos pacientes no momento do trauma variou de 6,5 a 35,2 anos
(média de 13,2 anos * 4,8an0s).
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5.1.1 Distribuicdo de frequéncia das variaveis relacionadas ao manejo e

tratamento dos dentes avulsionados:

O periodo extra-alveolar dos dentes reimplantados variou entre 5 min e 7 dias
sendo que a mediana foi de 120 min. 7,8% dos casos foram reimplantados dentro do
periodo de 15 min apos o trauma. A Tabela 02 apresenta a distribuicdo da amostra
de acordo com as condi¢cdes de armazenamento do dente durante o periodo extra-

alveolar.

Tabela 02: Distribuicao de frequéncia dos dentes segundo o
meio de armazenamento extra-alveolar

Total
Meio de Armazenamento

n(%)
Meio seco 105 (39,1)
Leite 60 (22,3)
Soro Fisiolgico 49 (18,2)
Agua 38 (14,1)
Saliva 17 (6,3)
Total 269 (100,0)

Os dados relativos ao tempo decorrido entre 0 momento do trauma e a
consulta inicial na CTD-FO-UFMG demonstraram que este periodo variou de 1 dia a
70,6 meses, sendo que o periodo mediano para inicio do tratamento na CTD-FO-
UFMG foi de 2,2 meses apdés o reimplante. Todos os dentes reimplantados
receberam imobilizacao flexivel utilizando-se fio para osteossintese 0.12” fixado com
resina composta. O periodo de imobilizag&do variou de 7 dias a 2,9 anos sendo que 0
periodo mediano foi de 44 dias. Dados sobre a prescricdo de antibioticoterapia
sistémica estavam disponiveis em 62,5% da amostra tendo sido prescrita em 30,8%

dos casos.
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5.1.2 Distribuicéo de frequéncia das variaveis genéticas:

A distribuicdo de frequéncia dos genotipos dos polimorfismos estudados nos
genes IL10, TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG) e TNFSF11 (RANKL) é
apresentada na tabela 03. Inicialmente foi realizada a avaliagdo da frequéncia
esperada dos gendtipos versus observada para verificacdo quanto ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW). De acordo com os dados obtidos, verifica-se que a
distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos nos genes IL10, TNFRSF11B (OPG) e
TNFSF11 (RANKL) encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. A frequéncia
observada para o polimorfismo de RANK nao estava em equilibrio e, portanto este

polimorfismo néo foi incluido nos estudos de associacéo.

Tabela 03: Distribuicdo de frequéncias dos gendtipos e alelos dos SNPs estudados nos
genes IL10, TNFRSF11A (RANK), TNFRSF11B (OPG) e TNFSF11 (RANKL)

Polimorfismos n (%) EHW

IL10 (-1082A/G) rs 1800896

AA 98 (47,1)
Genotipos AG 86 (41,3) p=0.443
GG 24 (11,5)
TNFSRF11A(RANK) (+35579C/G) rs 8086340
GG 64 (30,8)
Gendtipos GC 87 (41,8) p=0.027
CC 55 (26,4)
TNFSF11RANKL (A/G) rs 2277438
AA 121(58,2)
Genotipos AG 67 (32,2) p=0.129
GG 16 (7,7)
TNFSRF11B(OPG) (+1181 C/G) rs 2073618
GG 24 (11,5)
Gendtipos GC 90 (43,3) p=0.781
CC 92 (44,2)

OBS: Nao houve amplificagao do DNA impedindo a determinagdo do genétipo em 2 amostras de RANK e OPG
e em 4 amostras de RANKL.
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5.1.3 Distribuicdo de frequéncia dos indicadores da atividade de reabsorcéo:

Para estudo da atividade de reabsorcédo foram utilizados dois indicadores: o
tipo e o indice de reabsorcao observados radiograficamente. O grafico 02 apresenta
a distribuicdo da amostra de acordo com o tipo de reabsor¢éo radicular observado
no momento do inicio do tratamento na CTD-FO-UFMG.

RREI

Ausente
20,8% RRES9,7%

Grafico 02: Distribuicao da amostra segundo o tipo de reabsorgao radicular externa observada na consulta

O indice de reabsorcdo radicular, medido em cada dente na radiografia
realizada na consulta inicial, variou de 1 a 12 para os casos de RREl e de 1 a 10
para os casos de RRES. Observa-se que, independentemente do tipo, 53,3% dos
casos apresentou reabsorcfes leves com indices menores que 4. Entretanto,
reabsorcGes moderadas (indice entre 5 e 8) e graves (indices maiores que) também
foram observados em ambos os tipos, porém em menores proporgdes (38,5% e
8,2%, respectivamente). A distribuicdo do indice inicial de acordo com o tipo de
reabsorcéao radicular externa é apresentada no gréfico 03.

35% -
B RREI ®mRRES m Ausente

30% -
25% -
20% -

15% -

Numero de Dentes (%

10% -

5% -

0% -
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
indice Inicial de Reabsorgdo (0-12)

Grafico 03: Distribuicao da amostra segundo o indice de reabsorgao radicular externa, 46
observada na consulta inicial.



5.2 ESTUDO DO EFEITO DA IDADE E FATORES CLINICOS NA ATIVIDADE DE
REABSORCAO INICIAL

A primeira etapa deste trabalho consistiu no estudo da associacdo entre
fatores demograficos (idade), fatores relacionados ao manejo do dente avulsionado
(meio de armazenamento e periodo extra-alveolar) e fatores clinicos relativos ao
tratamento inicial apés o reimplante (tempo de imobilizacédo, tempo decorrido entre o
reimplante e a consulta inicial na CTD-FO-UFMG e uso de antibioticoterapia

sistémica) e a atividade de reabsorgao inicial.
5.2.1 Estudo do efeito da idade e fatores clinicos no tipo de reabsorc¢éo inicial:

Para os estudos de associacdo entre as variaveis explicativas e o tipo de
reabsorcéo inicial, foi utilizado um modelo de Regressao Logistica. Foram testados
os efeitos destas varidveis comparando-se o grupo de dentes portadores de RREI
(n=187) e RRES (n=26) na consulta inicial. As variaveis que apresentaram valores
nominais de p<0,20, a saber: meio de armazenamento, idade no momento do
trauma (ponto de corte de 11 anos), momento da consulta inicial, periodo extra-
alveolar e tempo de imobilizacdo foram testadas em um modelo multivariado de
regressado logistica. O modelo final revelou que dentes com periodos extra-
alveolares maiores apresentaram menores chances de desenvolver RRES inicial
(RC 0,90; IC 95%; 0,08-1,73; p=0,032). Além disso, dentes armazenados no leite
apresentaram maior chance de desenvolver RREI inicial (RC 2,23; IC 95%; -4,39- -

0,64; p=0,044). Os resultados séo apresentados na tabela 04.
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5.2.2 Estudo do efeito da idade e fatores clinicos no indice de reabsorc¢éo

inicial:

Para estudo dos fatores determinantes do indice de reabsorcao inicial, foi
utilizado um modelo de Regressédo de Poisson para as sub-amostras, RREI e RRES,
separadamente.

A idade do paciente nos pontos de corte de 11 e 16 anos, 0 momento da
consulta inicial e o periodo de imobilizacdo apresentaram valores de p<0,20 na
andlise univariada e foram testadas conjuntamente em uma analise multivariada em
dois modelos. O primeiro, considerando-se o ponto de corte de 11 anos e segundo,
considerando o ponto de corte de 16 anos. ldades mais jovens apresentaram
associacao significativa com as maiores taxas de aumento do indice de reabsorcao.
Entretanto, este aumento foi diferente para os dois pontos de corte da idade.
Pacientes com idades inferiores a 11 anos no momento do trauma, apresentaram
aumento médio de 50% nos indices de RREI quando comparados com pacientes
com idades superiores a 11 anos (p<0,0001). Quando considerado o ponto de corte
de 16 anos, este aumento foi de 150% para os pacientes com idades inferiores a 16
anos quando comparados aos pacientes com mais de 16 anos no momento do
trauma (p<0,001). De forma semelhante, idades mais jovens determinaram maiores
taxas de aumento nos indice de RRES, especialmente quando considerado o ponto
de corte de 16 anos.

O momento da consulta inicial também permaneceu significativo em ambos
os modelos finais, sendo que a demora na continuidade do tratamento apds o
reimplante foi diretamente proporcional ao aumento nos indices de ambos os tipos
de reabsor¢éo (p<0,0001). O efeito do aumento do tempo entre o reimplante até a
consulta inicial foi determinante de um aumento nas taxas do indice de reabsor¢éo
na ordem de 180%.

O aumento da duracdo do periodo de imobilizagcdo determinou maiores
indices de RRES. Enquanto que, considerando-se os casos portadores de RRES, o
periodo de imobilizacdo perdeu significancia apds analise conjunta. Estes

resultados séo apresentados na tabela 05.
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5.3 ESTUDO DO EFEITO DOS SNPs ESTUDADOS NA ATIVIDADE DE
REABSORCAO INICIAL:

Para o estudo do efeito das variaveis genéticas na atividade de reabsorcao
inicial, os 3 gendtipos foram testados individualmente ou agrupados de acordo com
a presenca/auséncia do alelo polimorfico. Os SNPs que apresentaram valores de p
<0,20 na analise univariada, foram testados em um modelo multivariado juntamente

com as covariaveis clinicas que permaneceram significativas.

5.3.1 Estudo do efeito dos SNPs estudados no tipo de reabsorc¢éo inicial:

Para o estudo do efeito das variaveis genéticas no tipo de reabsorcéo inicial,
a distribuicdo genotipica de cada SNP foi testada em relagédo ao tipo de reabsorcéo
inicial, RREI x RRES. A tabela 06 apresenta os resultados da analise univariada e
multivariada da distribuicdo dos gendtipos quando comparados 0s grupos portadores
de RREI e RRES inicial, utilizando o modelo de regressao logistica. Observa-se que
o alelo polimérfico C no SNP rs 2073618 do gene TNFSRF11B que codifica para
OPG apresentou associacdo nominal significativa com a maior chance de RREI
inicial quando considerados os genétipos separadamente (genétipo CC p=0,044 e
GC p=0,013). Este efeito foi mais pronunciado quando considerada a presenca
desta variante alélica C+ (CC+CG) (p=0,012). Sendo assim, este SNP foi testado em
um modelo de regressdo multivariada, juntamente com as variaveis clinicas que
foram significativas, a saber: meio de armazenamento e periodo extra-alveolar. O
efeito da homozigoze para o alelo C (genoétipo CC) perdeu significancia no modelo
final bem como as variaveis clinicas de manejo do dente avulsionado (meio de
armazenamento e periodo extra-alveolar). Entretanto, no modelo multivariado que
considerava a presenca da variante alélica C+ (CC+CG) no SNP rs 2073618 do
gene que codifica para OPG, esta variavel genética permaneceu significativamente
associada a ocorréncia de RREI inicial (RC 1,2; IC95%; 0,18-2,29, p=0,022),
enquanto as variaveis de manejo do dente avulsionado novamente perderam

significancia. Estes resultados sao apresentados na Tabela 07.
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Meio de armazenamento

Agua, Soro, Saliva
Leite

Seco
Periodo extra-alveolar*

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

GG
Genétipos cG

cC
Presenca do Alelo C C-(GG)

C+ (CC+CQG)

0,25 (-0,66 — 1,17) p= 0,584
2,10 (0,22 — 4,28) p= 0,048

Referéncia

0,81 (0,03 — 1,59) p=0,041

Reference
1,49 (0,32 - 2,65) p= 0,013
1,16 (0,03 - 2,28) p= 0,044
Referéncia

1,31 (0,29 - 2,32) p= 0,012

0,15 (-0,86 — 1,17) p= 0,769
2,00 (-0,17 — 4,17) p= 0,071

0,62 (-0,22 — 1,46) p= 0,148

Reference
1,46 (0,24 - 2,68) p= 0,019
1,13 (-0,13 - 2,19) p= 0,082
Referencia

1,23 (0,18 — 2,29) p= 0,022

* RC calculada ap6s transformagdo logaritimica



5.3.2 Estudo do efeito dos SNPs estudados no indice de reabsorg¢éao inicial:

A tabela 08 apresenta os resultados da andlise univariada e multivariada da
distribuicdo dos gendétipos em relacdo ao indice inicial para o grupo de RREI e

RRES, separadamente.

Observa-se que para os casos de RREI, na analise univariada, a presenca do
alelo A+ (AA+AG) no SNP rs 2277438 no gene TNFSF11l que codifica para a
RANKL apresentou associacdo significativa com maiores indices de reabsorcéo
(p=0,046). Para o grupo de RRES, a presenca do alelo G+ (GG+AG) foi
determinante de maiores indices de reabsorcdo. Entretanto, estas associacdes
nominais ndo se mantiveram quando feita a correcdo por idade do paciente e
momento da consulta inicial na analise multivariada conjunta com estes fatores

clinicos (p=0,414 e p=0,980, respectivamente).

A andlise multivariada dos SNPs rs 2073618 no gene TNFSRF11B que
codifica para a OPG e rs 1800896 no gene IL10 apresentou resultados semelhantes
nos grupos de RREI e RRES, uma vez que as associacées nominais observadas na
analise univariada ndo atingiram significancia estatistica quando testados
conjuntamente com as variaveis clinicas: idade no momento do trauma e momento

da consulta inicial.
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6. Discussao



O reimplante dental é considerado a maneira mais efetiva de se preservar
dentes avulsionados e tem sido aceito como o tratamento de escolha das avulsdes
dentarias. Entretanto € um tratamento paliativo e com progndéstico imprevisivel,
tendo em vista que é largamente dependente da tomada de decisdo no momento do
acidente. A rapidez com que o dente avulsionado é reimplantado e o meio de
armazenamento extra-alveolar sdo descritos como determinantes do prognostico,
uma vez que a cicatrizacdo periodontal esta diretamente relacionada com a
manutencdo da viabilidade do LP remanescente na superficie radicular.
(ANDREASEN, 1981[C]; ANDREASSEN et al., 1995[D]; DONALDSON & KINIRONS,
2001; POHL et al. 2005[B]). A perda da integridade das células do LP e da camada
cementoblastica decorrentes do evento traumatico predispdem a raiz a reabsorcao,
principal sequela apo6s reimplantes dentais com uma prevaléncia relatada na
literatura entre 74% e 96% (TRONSTAD, 1988) e que ndo raro levam a perda do
elemento dental acometido (ANDREASEN & HJORTING-HANSEN, 1966]B];
ANDREASEN, 1981[B]; HAMMARSTROM et al., 1986[A]; BLOMLOF et al., 1988;

TROPE, 2011).

No presente estudo buscou-se realizar uma avaliacdo clinica retrospectiva da
ocorréncia e fatores determinantes das reabsorcbes radiculares em dentes
permanentes reimplantados. Estudos desta natureza constituem-se uma importante
contribuicdo uma vez que a literatura relativa aos traumatismos dentérios ainda é
dominada por estudos experimentais e estudos clinicos de baixo poder de evidéncia
cientifica, como relatos de casos ou estudos realizados com amostras relativamente
pequenas (ANDERSSON et al, 1985 HAMMARSTROM et al, 1986[B];
ANDREASEN, 1981 [A][B][C]; BLOMLOF et al.,1981,1983,1988; ANDREASEN,
1975; ANDERSON et al., 1989; ANDERSON & BODIN, 1990; BARRETT & KENNY,
1997[B]; KINIRONS et al.,1999,2000; BOYD et al., 2000; DONALDSON &
KINIRONS, 2001; 2005, CHAPPUIS & VON ARX, 2005; POHL et al., 2005[A][B][C];
STEWART et al., 2005; PETROVIC et al., 2010; RHOUMA et al., 2012; PANZARINI
et al., 2013). Neste contexto, o presente estudo traz uma importante contribuigao
para a literatura odontolégica tendo em vista o tamanho da amostra, constituida de
269 dentes reimplantados em 208 pacientes. Vale ressaltar que a estratégia adotada
para analise estatistica dos dados permitiu a inclusdo de mais de um dente

reimplantado no mesmo paciente atraves da utilizacdo das Equacgbes de Estimacgao
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Generalizadas (GEE) com matriz de simetria composta (DIGGLE et al., 2002). Essa
abordagem soluciona uma importante limitagdo frequentemente encontrada na
literatura sobre traumatismos dentarios, geralmente solucionada com o descarte de
casos ao acaso (ANDREASEN et al., 1995[A][B]) ou através de critérios
questionaveis de exclusdo, como por exemplo a escolha do pior progndstico
(BARRETT & KENNY, 1997[B]).

Outra importante caracteristica deste trabalho reside no fato de que houve
padronizacdo dos procedimentos adotados durante o reimplante bem como no
registro de informagbes. Essa garantia se deu em virtude de os 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 os pacientes receberam atendimento sequencial -
integrarem o Programa Traumatismos Dentarios da FO-UFMG, os quais adotam
protocolos e formularios comuns desde 1994. Sendo assim, é possivel assegurar
gue as manobras adotadas para a realizagao do reimplante foram rigorosamente as

mesmas para toda a amostra.

No presente trabalho, avaliamos a ocorréncia, extensdo e o0 tipo de
reabsorcdo presente, bem como seus determinantes clinicos, demograficos e
genéticos, antes da intervencdo endododntica. A medida de reabsorcdo antes da
consulta de inicio do tratamento endodbntico radical representa uma importante
contribuicdo para compreensdo dos mecanismos de cicatrizacdo periodontal em
dentes reimplantados, uma vez que a maioria dos estudos nesta area buscou avaliar

a ocorréncia de RRE ao final do periodo de acompanhamento.

Para estudo da atividade inicial de reabsor¢do apds o reimplante, utilizamos
dois indicadores radiograficos: o tipo de reabsorcédo (RREI x RRES) de acordo com
o critério descrito por Andreasen & Hijorting-Hansen (1966) e o indice radiografico
descrito por Andersson et al. (1989). Estes parametros representam uma medida
objetiva e reproduzivel, recomendada como procedimento padrdo para avaliacdo da
atividade de reabsorcéo. A adocao desses indicadores permitiu anular a variacao e a
subjetividade dos critérios de avaliacdo da evolucdo clinica dos reimplantes
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dentérios, viabilizando, dessa forma, a comparagdo de resultados realizados com
diferentes amostras e a realizacdo de meta-andlises futuras (BARRETT & KENNY,
1997[A]). Os indicadores da atividade de reabsorcdo foram medidos de forma
independente por 2 examinadores treinados e calibrados na radiografia periapical
realizada no momento do inicio do TER. Embora atualmente as tomografias
computadorizadas Cone Beam (TCCB) representem um importante recurso de
diagnéstico por imagem para se mensurar a atividade de reabsorcdo radicular
(NANCE et al.,, 2000; ESTRELA et al., 2009), escolhnemos adotar o parametro
radiografico com intuito de preservar um numero significativo de casos que
compdem a casuistica do Programa de Traumatismos Dentarios da FO-UFMG, e
gue haviam sido atendidos antes do advento desta nova tecnologia. Além disso,
embora as TCCB tenham se mostrado eficazes para o diagndéstico da RREI elas ndo
fornecem medidas precisas para a RRES (NANCE et al.,, 2000; ESTRELA et al.,
2009).

A primeira etapa deste trabalho constituiu na avaliagcdo da distribuicdo de
frequéncia dos dois indicadores de atividade de reabsorcdo. Os resultados
demonstraram que a RREI representou o tipo de reabsorcdo mais prevalente até o
inicio do TER (69,5% da amostra), corroborando dados da literatura (ANDERSSON
et al.,, 1989; ANDREASEN et al., 1995[B]; DONALDSON & KINIRONS, 2001,
BASTOS et al., 2014), que atribuem a presenca de bactérias no canal radicular ao
maior risco de um dente reimplantado desenvolver RREI (ANDREASEN, 1981[B];
BLOMLOF et al., 1988; TRONSTAD, 1988; ANDERSSON & BODIN, 1990;
KINIRONS et al.,, 1999; ANDREASEN & ANDREASEN, 2007; HINKFUSS &
MESSER, 2009[A]). Chama atencdo o fato de 8,2 % da amostra apresentaram
quadros graves de RREI e 9,7% apresentarem RRES antes que fosse instituido o

tratamento endodontico radical.

A segunda etapa constitui-se no estudo do efeito da idade e dos fatores
relacionados ao manejo e tratamento do dente avulsionado, como periodo extra-
alveolar e condi¢cdes de armazenamento do dente avulsionado, duracdo do periodo
de imobilizacdo, momento de inicio do TER e uso de antibioticoterapia sistémica, na

atividade de reabsorcéo na consulta de inicial.
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A principal variavel associada a prevaléncia e severidade de RRE pos-
traumética foi o tempo decorrido entre o reimplante e o inicio da terapia endodéntica
(ANDERSSON & BODIN, 1990; SOARES et al., 2008; SOARES et al., 2015;
BASTOS et al., 2014). Um estudo recente demonstrou que cada dia decorrido entre
o reimplante e o inicio da terapia endoddntica aumenta o risco de desenvolvimento
de RRElI em 1,2% (BASTOS et al., 2014). Nossos resultados chegaram a
semelhante conclusdo na medida em que demonstram que a demora para o inicio
do TER apds o reimplante foi diretamente proporcional ao aumento nos indices de
reabsorcéo. A relagdo direta da pulpectomia tardia com aumento nas taxas do indice
de reabsorcao observada neste estudo € coerente com 0s achados da literatura que
demonstraram o papel chave desempenhado pela infeccdo do canal radicular na
etiopatogenia das RREI. A presenca de bactérias no canal radicular € descrita como
sendo necessaria e suficiente para sustentar uma inflamacdo no ligamento
periodontal e, consequentemente, capaz de incentivar a atividade clastica na
superficie externa da raiz, resultando em alto risco de um dente reimplantado
desenvolver RREI (ANDREASEN, 1981[B]; BLOMLOF et al., 1988; TRONSTAD,
1988; ANDERSSON & BODIN, 1990; KINIRONS et al.,, 1999; ANDREASEN &
ANDREASEN, 2007).

A idade do paciente no momento do trauma também tem sido descrita na
literatura como uma variavel importante na evolugdo das RRE. E amplamente aceita
a afirmativa de que quanto mais jovem o paciente maior € o indice de reabsorcao
(PETROVICK et al., 2010; RHOUMA et al., 2012; BASTOS et al., 2014; SOARES et
al., 2015). Nossos dados estdo de acordo com esta afirmativa. Para esta analise,
utilizamos dois pontos de corte que haviam sido previamente associados na
literatura com a atividade de REE. Pacientes com idades inferiores a 11 anos no
momento do trauma apresentaram um aumento médio de 50% nos indices de RREI
guando comparados com pacientes com idades superiores a 11 anos. Considerando
gue a presente amostra foi constituida exclusivamente por dentes com rizogénese
completa e apice fechado, este fato sugere que a idade influencia a atividade de
reabsorcdo atraves de outros mecanismos além do efeito do grau de rizogénese. A
maior extensdo de RREI observada nos pacientes com idades inferiores a 11 anos
de idade pode ser atribuida a maior amplitude dos tubulos dentinérios que permite o

transito livre e em maior quantidade de bactérias e suas toxinas do ambiente
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intracanal para a superficie externa da raiz (ANDREASEN, 1981[D];
HAMMARSTROM et al., 1986[A]). No entanto, os resultados dessa andlise
demonstraram que o efeito da idade foi mais pronunciado quando considerado o
ponto de corte de 16 anos. Observamos que pacientes com idades inferiores a 16
anos no momento do trauma apresentaram um aumento nos indices tanto de RREI
quanto de RRES. Considerando-se que a RRE é regulada pelos mesmos
mecanismos moduladores da reabsor¢cdo do 0sso 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 remodelacdo éssea observada durante o pico de
crescimento da adolescéncia (ANDERSSON et al., 1989).

Para alguns autores, dentes reimplantados apds um periodo extra-alveolar de
até 15 ou 20 minutos apresentam prognostico a longo prazo favoravel com alta
probabilidade de ndo apresentar reabsor¢cao radicular ou limitada a uma pequena
area (ANDREASSEN, 1981[C]; ANDERSSON et al., 1989; ANDERSSON & BODIN,
1990; PETTIETTE et al.,1997). Caso o elemento dental ndo possa ser reimplantado
dentro deste periodo, ele deve ser mantido em um meio de armazenamento
apropriado que seja capaz de manter as células do ligamento periodontal hidratadas,
preservando sua viabilidade, minimizando a resposta inflamatdria apds o reimplante
e permitindo o reparo das fibras do PDL (SODER et al., 1977; ANDREASSEN et al.,
1995[D]; POHL et a. 2005[2]). A mediana do periodo extra-alveolar dos dentes da da
amostra foi de 120 minutos e a distribuicAo segundo as condicbes de
armazenamento foi: a seco (39%), meios Umidos como soro, agua e saliva (38,7%) e
leite (22,30%). Os resultados revelaram que estes fatores ndo tiveram associacao
com a progressao e severidade da RRE inicial, mas com o tipo de RRE, tendo em
vista que o aumento do periodo entre a avulsdo e o reimplante apresentou
associacado significativa com a maior chance de desenvolver RREI quando
comparada com a RREI. Este resultado esta de acordo com os resultados prévios
da literatura que demonstraram que periodos extra-alveolares superiores a 60
minutos estdo associados com anquilose e com aumento da frequéncia de RRES
(ANDRESEN, 1981[A]; ANDERSSON et al., 1989; ANDREASEN, 1995[D];
CHAPPUIS & VON ARX, 2005; WERDER et al., 2011). Na presente amostra, a
utilizacdo do leite como meio de armazenamento foi associada a maior chance de

desenvolver RREI em relacdo a RRES. A principio estes resultados séo intrigantes,
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uma vez que, em estudos experimentais, o leite foi considerado um meio compativel
com a manutencdo da viabilidade e capacidade clonogénica das células do LP
desde que os dentes fossem armazenados dentro de um periodo de 15 a 20 min
(UDOYE et al., 2012). As divergéncias encontradas entre os resultados atuais e 0s
dados da literatura devem levar em consideracdo as caracteristicas da amostra atual
na qual 90,3% dos casos apresentaram periodo extra-alveolar superiores a 20
minutos, justificando o fato de o efeito protetor dos meios de armazenamento nao ter
sido observado na atividade inicial de RRE. Além disso, deve-se ter em mente que
no presente estudo, buscou-se investigar a influéncia destas varidveis na atividade
reabsorcéo inicial, ou seja, antes do inicio do tratamento endodéntico radical, o que
permite inferir que a presenca de infeccdo intracanal tenha sido a responsavel por
determinar a natureza da reabsorcdo radicular observada. Soma-se a isso, o inicio
tardio para execucdo do TER nos dentes de nossa amostra, quando o periodo ideal
recomendado pelos protocolos atuais é de 14 dias. Isso traz como consequéncia a
exposicao prolongada do LP danificado as bactérias e seus subprodutos toxicos
oriundos do SCR infectado, retardando ou mesmo impedindo a cicatrizacao
(GRAVES et al., 2011), e cujo efeito pode ter se sobreposto aos efeitos de um

armazenamento favoravel.

A recomendacdo para o uso de antibioticoterapia sistémica como
procedimento padrdo apoOs reimplantes dentarios (ANDREASSEN et al., 2006;
ANDERSSON et al., 2012) € baseada nos achados de Hammarstrom e
colaboradores (HAMMARSTROM et al., 1986[B]) e consta do protocolo da IADT.
Entretanto, seu valor € questionavel (SHAH & ASHLEY, 2010), haja vista que ainda
ndo ha evidéncia cientifica clinica suficiente que sustente seu uso (ANDREASEN e
HJORTING-HANSEN, 1966[A]; ANDERSSON & BODIN, 1990). Nossos resultados
demonstraram que o uso de antibioticoterapia sistémica nao influenciou a ocorréncia
ou gravidade de ambos os tipos de RRE inicial e estdo de acordo com o
levantamento clinico de Andreasen e colaboradores (1995[D]) e a revisao
sistematica de Hinkfuss e Messer (2009[B]). Considerados em conjunto, estes
resultados desafiam a relevancia clinica desta estratégia uma vez que os beneficios
na cicatrizagdo pulpar e periodontal, observados experimentalmente, ndo foram

comprovados clinicamente.
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A duracdo do periodo de imobilizagdo também tem sido associada com a
atividade de reabsorcgéo radicular em dentes reimplantados. Estudos experimentais
demonstraram que periodos prolongados de imobilizacdo podem aumentar a
incidéncia de RRES (ANDREASEN, 1975; ANDERSSON et al., 1985). A funcao da
imobilizacdo é estabilizar o dente reimplantado durante o periodo de cicatrizagédo
das fibras do LP (OIKARINEN, 1990) e o periodo ideal recomendado pelos
protocolos atuais é de 15 dias. Na presente amostra, a mediana da duracdo do
periodo de imobilizacdo para aqueles dentes que apresentaram RRES inicial (85
dias) foi superior que para aqueles que apresentaram RREI inicial (47 dias),
entretanto o prolongado periodo de imobilizacdo observado ndo exerceu influéncia
no tipo de RRE (p=0,168). Uma provavel explicacdo para este resultado pode ser
creditada a caracteristica da amostra atual em que a distribuicdo desigual do tipo de
RRE inicial - apenas 9,7% apresentaram RRES - pode ter impedido comparacoes
mais consistentes. Em contrapartida, nossos resultados demonstraram que 0
aumento da duracédo do periodo de imobilizacdo foi diretamente proporcional a taxa
de aumento dos indices da RRES (p<0,001), confirmando resultados prévios do
nosso grupo (BASTOS, 2014) e da literatura (ANDREASEN, 1975; NASJLETI et al.,
1982; ANDERSSON et al., 1985; KINIRONS et al., 1999).

A terceira etapa deste trabalho consistiu no estudo de polimorfismos em
genes que codificam para as citocinas IL-10, RANK, RANKL e OPG na atividade de
reabsorgcdo na consulta de inicial. Considerando-se a importancia dessas citocinas
na biologia dos tecidos 6sseos e nos processos de reabsorcdo patologica dos
tecidos mineralizados, a avaliacdo do papel destes polimorfismos na atividade de
RRE em dentes reimplantados se reveste da méxima importancia. Estudos desta
natureza séo de grande relevancia, pois buscam contribuir para o conhecimento da
patogénese e controle das RRE, abrindo novas perspectivas para identificar fatores
de susceptibilidade e prognosticos da evolugdo clinica. De um modo geral, os
resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o perfil genético do
paciente apresentou associacdo com o0 tipo de reabsorcdo inicial, mas nao
influenciou a extensdo da reabsorcdo, sugerindo que o padrdo de resposta do
paciente tem contribuicdo na susceptibilidade e no curso diferencial de RRE apés o

reimplante de dentes permanentes.
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Para estudo de polimorfismos genéticos, algumas questdes metodoldgicas
merecem ser levadas em consideracdo antes de se discutir sua relacdo com os
indicadores da atividade de reabsorcdo. Em primeiro lugar € a verificacdo do
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) na amostra estudada. O postulado de HW
demonstra que frequéncias genotipicas em um locus genético sdo estaveis nas
sucessivas geracdes desde que 0s acasalamentos ocorram ao acaso e nao existam
pressodes evolutivas ou fluxo de genes (WITTIKE-THOMPSON et al., 2005). O EHW,
apesar de influenciado por diferencas étnicas, parece ser um pré-requisito basico
para validar resultados que demonstrem uma associagdo positiva, enquanto que
desvios no EHW podem sinalizar viéses importantes, tais como de selecdo da
amostra, podendo comprometer as inferéncias de estudos de associacdo genéticos
(TRIKALINOS et al., 2006). No presente estudo, a distribuicdo genotipica para o
SNPs rs 8086340 no gene que codifca para a RANK foi o Unico que ndo entrou em
Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo portanto excluido das analises estatisticas. Os
demais SNPs estudados estavam em equilibrio e foram testados quanto ao seu
efeito na ocorréncia, extensao e tipo de reabsorcéo inicial. Em segundo lugar, cabe
destacar a importancia do rigor na definicdo dos indicadores clinicos de doenca em
estudos de associacdo de SNPs. Neste contexto, constituiram-se aspectos
relevantes da nossa metodologia a adocdo de parametros objetivos e passiveis de
afericdo para avaliacdo da atividade de reabsorcdo, seguindo recomendacdo de
estudos relevantes na area (ANDERSSON et al.,, 1989; ANDERSON & BODIN,
1990; BARRETT & KENNY, 1997[B]; BASTOS, 2014). Por fim, uma andlise
multivariada para avaliacdo conjunta de determinantes clinicos e genéticos nos
estudos de associacdo de polimorfismos é obrigatéria e, especialmente nos estudos
do prognéstico de dentes reimplantados, devem levar em consideracdo a

supremacia dos determinantes clinicos.

Para o estudo do efeito dos SNPs na atividade de reabsorcao inicial, os
resultados demonstraram uma predominancia dos determinantes clinicos na
determinacdo do indice de progressdo da RRE inicial, uma vez que nenhum dos
SNPs estudado apresentou associacdo significativa. Por outro lado, quando
considerado o tipo de reabsorcao, os resultados sugerem uma participacao do perfil
genético do paciente. A presenga da variante alélica C no SNP OPG1181G>C

esteve significativamente associada com a maior chance de RREIL. O SNP
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rs2073618 situa-se no locus +1181, e consiste na troca de uma base G para C. Isso
provoca uma mudanca de amino&cido de lisina (AAG) para asparagina (AAC). Estes
dois aminoacidos tém caracteristicas diferentes, e tal mudanca pode influenciar o
trafico de proteina (LEE et al., 2010). O gendtipo CC para este polimorfismo parece
estar associado com menores niveis séricos de OPG (ZHAO et al., 2005; MENCEJ-
BEDRAC et al.,, 2011) e consequentemente com reabsor¢cdo O0ssea aumentada.
Nosso resultado estd de acordo com estudos prévios na literatura, como aqueles
gque demostraram associacdo entre este SNP e maior chance de desenvolver
reabsor¢cdo radicular externa pos-ortodontica (HARTSFIELD, 2009), maior
predisposi¢cao a desenvolver necrose mandibular induzida pelo uso de bifosfonados
(KATZ et al, 2011) e também maior predisposicdo a peri-implantite
(KADKHODAZADEH et al.,, 2012). Estes resultados sao coerentes com o papel
regulador atribuido & OPG no metabolismo dos tecidos mineralizados, visto que a
OPG € um antagonista competitivo da RANK, atuando de forma protetora ao inibir a
diferenciacdo dos osteoclastos (KATAGIRI & TAKAHASHI, 2002; BOYLE et al.,
2003; TAKAYANAGI, 2005; BOYCE & XING, 2008).

O que chama atencdo no presente estudo é que, no modelo de regressao
logistica multivariado que considerava a presenca da variante alélica C+ (CC+CQG)
no SNP rs 2073618 do gene que codifica para OPG, ap0s 0 ajuste para covariaveis
clinicas associadas com o tipo de RRE observada - meio de armazenamento e
periodo extra-alveolar dos dentes avulsionados, esta variavel genética permaneceu
significativamente associada com a ocorréncia de RREI inicial (RC 1,24; IC95%;
0,18-2,30; p=0,022), enquanto o efeito das variaveis de manejo do dente

avulsionado perderam significancia.

Em sintese, os resultados relativos & associagdo entre os determinantes
clinicos e demograficos na atividade de reabsorcdo radicular em dentes
permanentes reimplantados confirmam a supremacia dos fatores relacionados ao
manejo e tratamento nas taxas de progressdao da doenca. Por outro lado, a
associacdo entre SNPs e RRE sugere que variagbes genéticas no perfil imuno-
inflamatoério do individuo podem explicar, ao menos parcialmente, as diferencas no
tipo da REE inicial, confirmando a hipétese de que polimorfismos funcionais podem

estar associados a fatores de susceptibilidade determinantes da evolucdo das RRE
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pés-traumaticas, deixando clara a participacdo fundamental das caracteristicas
genéticas do individuo na definicdo do tipo de resposta apds reimplantes dentarios

de dentes permanentes avulsionados.

Todavia, considerando-se que a modulacdo da atividade de reabsorcéo
fisiolégica e patolégica dos tecidos mineralizados € um processo resultante de
interacbes complexas, na qual a interacdo entre os membros da triade molecular
RANK/RANKL/OPG é absolutamente crucial, faz-se necessario verificar um possivel
desequilibrio na expressdo destas citocinas no tecido perirradicular de dentes
reimplantados portadores de diferentes padrdes de reabsorcao, tendo em vista que
nao pode ser descartada a possibilidade de que polimorfismos genéticos poderiam
influenciar nos niveis locais destas citocinas. Desta forma, outros estudos ainda
precisam ser realizados para confirmar esses dados. Além disso, a investigacao de
outros mecanismos reguladores da expressdo genética que possam estar
envolvidos na dindmica dos processos reabsortivos, bem como no resultado clinico
diferencial das RRE em dentes permanentes avulsionados reimplantados, deve ser

contemplada em estudos futuros.
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7. Conclusoes



Os resultados obtidos no estudo do efeito da idade e dos fatores relacionados ao
manejo e tratamento do dente avulsionado na atividade de reabsor¢géo na consulta

inicial apds o reimplante de dentes permanentes nos permitiram concluir que:

% A idade do paciente no momento do trauma representou um fator
determinante da ocorréncia e severidade da reabsorcdo radicular externa
apos o reimplante no periodo que antecede o inicio do tratamento
endodontico radical,

% A demora para o0 inicio do tratamento endodéntico apds o reimplante
aumentou a chance de ocorréncia de reabsorcdes radiculares externas e foi
diretamente proporcional ao aumento nos indices de reabsorcao;

% O periodo extra-alveolar e o0 meio de armazenamento do dente avulsionado,
bem como o uso de antibioticoterapia sistémica e o periodo de imobilizacao,
nao exerceram nenhuma influéncia na ocorréncia ou gravidade de RRE

inicial.

Os resultados obtidos no estudo do efeito dos fatores genéticos na atividade de

reabsorcdo na consulta inicial apés o reimplante nos permitiram concluir que:

% Os SNPs estudados ndo apresentaram uma associa¢ao significativa com a
ocorréncia e progressao da RRE inicial;

% A presenca do alelo polimérfico C no SNP rs 2073618 no gene que codifica
para a OPG apresentou associacao significativa com ocorréncia de RREI na

consulta de inicio do tratamento endodontico.

Considerados em conjunto, os resultados do presente estudo demonstraram que 0s
fatores clinicos e demograficos foram determinantes da ocorréncia e extensédo das
RRE pés-trauméaticas no periodo que antecede a terapia endodontica, contudo nao
tiveram influencia no tipo de reabsorcdo observada. Variacbes genéticas,
representadas pelos SNPs, podem estar associados a fatores de susceptibilidade

determinantes de RRE inicial, mas nao influenciaram a sua extensao.
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9. Anexos



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO, CONFORME O ITEM IV DA
RESOLUGAO 196/96 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE

Eu, )

estou fazendo uma pesquisa para estudar os fatores que interferem no sucesso do

reimplante dos dentes avulsionados (dentes que sairam inteiros por causa de uma
pancada, queda, colisdo). O objetivo deste trabalho € aumentar os conhecimentos a
respeito das substancias produzidas pelo seu organismo que podem protegé-lo ou torna-
|6 mais susceptivel a desenvolver reabsorc¢des radiculares que podem levar a perda do
seu dente traumatizado. Para estudarmos as substancias produzidas pelo seu
organismo precisamos coletar um pouco da sua saliva (raspar sua bochecha), para se
obter células e entdo avaliar as substancias que sua célula estdo produzindo. Os
resultados da pesquisa serdo sigilosos e divulgados apenas em veiculos cientificos e
sem a identificacdo dos pacientes.

A participac@o neste estudo ndo é condigdo necessaria para que vocé continue sendo
atendido na Clinica de Traumatismo Dentario da Faculdade de Odontologia da UFMG.
Vocé so participara deste trabalho se voluntariamente assinar o termo de consentimento
e podera desistir da participacdo 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 Instituicbes as quais pertencem,

ndo estando prevista qualquer forma de remuneragéo para os voluntarios.

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer davida que possa surgir durante
0 andamento da pesquisa através dos telefones: (31) 99727.0505 — Daniela Augusta
Barbato Ferreira / (31) 3409 2454 — Profa. Juliana Vilela Bastos e (0xx31) / (31) 3248-
9364 — Comité de ética em Pesquisa da UFMG/COEP.

Autora
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu declaro que

fui suficientemente informado(a) a respeito da pesquisa a respeito dos fatores
determinantes da evolucdo de reabsorcbes radiculares apos avulsdes traumaticas e que
concordo em participar desta investigacdo. Declaro ainda que néo recebi qualquer tipo
de pressdo para participar, que ndo receberei qualquer pagamento e que nhao 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.

Belo Horizonte, de de 20

NOME DO PACIENTE:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:

Assinatura do paciente

Assinatura do responséavel pela pesquisa
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TERMO DE CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Eu declaro que

fui suficientemente informado(a) a respeito da pesquisa a respeito dos fatores
determinantes da evolucdo de reabsorcbes radiculares ap6s avulsdes traumaticas e que

autorizo a participacdo de nesta

investigacdo. Declaro ainda que néo recebi qualquer tipo de pressao 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.

Belo Horizonte, de de 20

NOME DO PACIENTE:
NOME DO RESPONSAVEL:

DOCUMENTO DE IDENTIDADE DO RESPONSAVEL:

Assinatura do responséavel pelo paciente

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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