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JUSTIFICATIVA PARA O PRESENTE TRABALHO

Os traumatismos alvéolo-dentarios sdo constantemente observados na
pratica clinica e atingem aproximadamente 14% das criangas e adolescentes (1).
Situagcbes como acidentes durante a pratica de esportes, automobilisticos, de
trabalho e brincadeiras podem levar a injuria facial, onde os dentes e sua
estrutura de suporte sao frequentemente afetados. A avulsdo dentaria, que
consiste na saida completa do dente de seu alvéolo, representa cerca de 1 a
11% dos traumatismos dentarios descritos na literatura mundial (2) e 13,6% dos
casos na cidade de Curitiba, Brasil (3). O procedimento adequado a ser seguido
nesta situagao € a recolocacao imediata do dente em seu alvéolo (4), porém isso

nem sempre acontece.

Por consequéncia do trauma, e com a penetracdo e a proliferagdo de
bactérias no microambiente local, uma reacgao inflamatéria se instala no local, e
sua intensidade determina a extensdo do dano ao dente e sua estrutura de
suporte (5). A reabsorgcdo radicular, que pode ocorrer apds o reimplante,
representa o maior desafio na manutencao do dente reimplantado. Ela acontece
principalmente quando ocorre a perda total ou parcial do ligamento periodontal,
com comprometimento da viabilidade de suas células (6). Reabsorgéo radicular
por substituicdo acontece quando o tecido dentario € progressivamente
substituido pelo 6sseo. Também pode ocorrer a reabsorcdo inflamatoria, que
esta relacionada ao tecido pulpar infectado (7). As reabsorgdes ocorrem em 64-
75,5% dos casos e podem levar a perda do reimplante (8).

Mediadores imuno-inflamatoérios tém um papel modulador na reabsorgao
radicular dentaria (9). Estudos prévios demonstram que um balango entre
citocinas pro e anti-inflamatorias determinam a estabilidade ou progressao das
lesbes periapicais por meio da modulagdo do ligante do receptor ativador de
NFkB (RANKL), do receptor ativador de NFkB (RANK) e do seu receptor
antagonista, a osteoprotegerina (OPG). Desde que a citocina IL-4, de perfil anti-
inflamatdrio, e a IL-6 , predominantemente pré-inflamatério, sdo codificados por
genes, realizou-se um estudo dos polimorfismos nos genes /L4 e IL6, a fim de
verificar a possivel associagdo da predisposicdo genética do individuo a

reabsorc¢édo radicular externa em dentes reimplantados.
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Polimorfismos genéticos tém a habilidade, por exemplo, de alterar a
interacao de receptores celulares que participam da resposta imuno-inflamataria
com seus ligantes e assim modificar a cadeia de sinalizagdo subsequente,
podendo ter efeito na expressao maior ou menor de um desfecho (10). Um gene
pode ter varios locais polimorficos que atuam em sinergia, de modo que o estudo
de um unico polimorfismo, ou mesmo de uma unica regido do gene, apenas
proporcionara uma visédo parcial do efeito das variagdes genéticas deste gene
(11). Considerando esta questdo, este estudo utilizou uma abordagem de
mapeamento fisico completo dos genes /L4 e IL6, que codificam duas citocinas

importantes e de efeito anti e pré-inflamatério, respectivamente (12).

Os Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), que sédo polimorfismos de
troca de base unica, parecem ser o0s responsaveis pela maior parte da
variabilidade genética humana (Fig. 1), resultando em uma grande diversidade
de respostas a fatores externos, tais como agressdo bacteriana e terapia
medicamentosa. Dessa forma, o aprofundamento do conhecimento acerca da
complexa interagdo da resposta imuno-inflamatéria do hospedeiro com os
fatores clinicos podera elucidar o entendimento da atuagdo de mediadores
inflamatdrios na reabsorcao radicular, o que podera auxiliar no esclarecimento
dos diferentes fendtipos e evolucgdes clinicas diversas. Isso podera permitir, no
futuro, prever com maior precisdo a suscetibilidade a doencas/condi¢des
patolégicas complexas e obter prognosticos mais acurados e positivos.

Assim, detectar marcadores genéticos, e no futuro, proteicos, ajudara na
identificacao de pacientes com maior risco a reabsorcao radicular, mesmo antes

de ser iniciado o tratamento endoddntico do dente reimplantado.
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Figura 01: Desenho esquematico demonstrando a troca de base (SNP) em um
locus do DNA (em:https://www.geneticgenealogysig.org).
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RESUMO

Introdugdo: A identificacdo de fatores implicados na iniciacédo e
progressao da reabsorgao radicular pos reimplante dentario demonstra o papel
fundamental da resposta imuno-inflamatéria do paciente. Contudo, poucos
trabalhos investigando caracteristicas clinicas, imunoldgicas e genéticas existem
na literatura. Objetivo: Investigar a associacdo de variaveis clinicas e
polimorfismos do tipo tag SNPs (polimorfismo de base unica) no gene das
interleucinas 4 (IL4) e 6 (IL6), com o prognodstico de dentes avulsionados e
reimplantados. Método: A amostra foi composta por 94 pacientes, que sofreram
avulsao e tiveram seus dentes reimplantados e tratados endodonticamente.
Radiografias periapicais foram tomadas logo apods o reimplante dentario e 1 ano
de acompanhamento. Para a analise genotipica dos genes /L4 e IL6, usou-se 0
acido desoxirribonucleico (DNA) de células da mucosa bucal e a genotipagem
realizada pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) em tempo
real. Para verificar a associagéo de variaveis clinicas e genéticas com a evolugao
do reimplante dentario (p<0,05), analises univariadas e multivariadas foram
conduzidas. Resultados: Na analise univariada, a idade, o tempo extra-alveolar
e 0 meio de armazenamento associaram-se a reabsorcao radicular externa.
Apods a analise multivariada, o tempo extra-alveolar superior a uma hora e o alelo
G do rs2069843 do gene /L6 associaram-se significativamente com a reabsorgéo
radicular externa. Conclusao: O tempo extra-alveolar inferior a uma hora foi
fundamental para a manutencéo da saude do dente reimplantado. A recolocagao
imediata do dente em seu alvéolo continua sendo sugerida como a técnica de
escolha de reimplante. O alelo G do rs2069843 do gene /L6 foi associado com a
susceptibilidade a reabsorc¢ao radicular externa do dente reimplantado.
Palavras-chaves: Avulsédo dentaria. Reimplante dentario. Reabsorgao radicular.

Citocinas. IL4. IL6. Polimorfismo de base unica. Tag SNP
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INTRODUGAO

Os traumatismos alvéolo-dentarios sao constantemente observados na
pratica clinica e atingem aproximadamente 14% das criangas e adolescentes (1).
Situagdes como acidentes durante a pratica de esportes, automobilisticos, de
trabalho e brincadeiras podem levar a injuria facial, onde os dentes e sua
estrutura de suporte sao frequentemente afetados. Estes traumas tém se
tornado um problema de saude publica, causando deficiéncias estéticas,
psicoldgicas e sociais (2).

A severidade do traumatismo depende da energia e diregdo do agente
causador, assim como da resisténcia dos tecidos de suporte e de caracteristicas
imuno-inflamatdrias do paciente (3-5). Estes traumas, caso ndo sejam tratados
adequadamente, podem gerar sequelas irreversiveis, chegando até a perda do
dente (6-9).

Entre os traumatismos, a avulsdo dentaria € um dos mais graves. De
acordo com a literatura, cerca de 1 a 11% dos traumatismos dentarios resultam
em avulsdo, e sua maior incidéncia € entre os 7 e 15 anos (10).

Quando ocorre uma avulsdo, a conduta mais indicada € o reimplante
dentario, procedimento que visa recolocar o dente no seu alvéolo (8,11). A
reabsorcao radicular representa o maior desafio na prevencéo e tratamento do
dente reimplantado, principalmente na perda total ou parcial do ligamento
periodontal, sobretudo quando as condi¢des ideais ao sucesso do reimplante
nao ocorrem. Neste caso acontece a reabsorcao por substituicdo, onde o tecido
dentario é substituido pelo 6sseo. Além desta, pode ocorrer a inflamatéria que
esta relacionada ao tecido pulpar infectado (12). As complicagbes ocorrem em
64-75,5% dos casos e podem levar a perda do reimplante (13).

Assim sendo, a importancia funcional e estética dos dentes avulsionados,
associada a pouca idade dos pacientes, tem incentivado a busca de solugdes
mais efetivas, tanto em relagdo ao tratamento a ser realizado, quanto ao
conhecimento e prevencéo sobre provaveis causas da reabsorcao radicular. E
de fundamental importancia informar ao paciente ou ao seu responsavel sobre o
que pode ser feito diante deste traumatismo e dos fatores que condicionam o
seu prognostico, como: tempo decorrido entre o trauma e o atendimento, solugao

onde o dente ficou armazenado antes do reimplante dentario, medicacéo
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intracanal a ser utilizada e os possiveis sinais e sintomas que podem surgir em
decorréncia do trauma (14-16).

Diante de todos estes fatos clinicos, conclui-se que a intensidade da
reacao inflamatdria desencadeada pela avulsédo dentaria seguida do reimplante
e a penetragcdo e proliferacdo de bactérias no microambiente local vao
determinar as sequelas no tecido atingido. Assim sendo, a resposta imuno-
inflamatdria do hospedeiro passa a ter fundamental importancia (4,17-19).

Apresentando um papel importante na reabsorgao radicular dentaria e
periapical encontram-se as citocinas IL-4 e IL-6. A citocina IL-4 (interleucina 4)
possui importante papel anti-inflamatério. A citocina IL-6 (interleucina 6) exerce
fungdo reguladora em processos inflamatérios, sendo considerada uma
importante citocina pro-inflamatéria (20). Desde que a resposta imuno-
inflamatoria é orquestrada por citocinas que sao produzidas pela codificacao
genética, pode-se supor ser valido um estudo associando caracteristicas
genéticas do individuo e sua resposta imuno-inflamataria.

Desta forma, o estudo focou em variagdes polimorficas dos genes IL4 e
IL6. Polimorfismos s&o variagdes nos genes, que podem impactar na quantidade
ou fungdo da proteina expressa, resultando em alteracdes da resposta imune
inata e adaptativa, tanto determinando a protecédo a doenga, como o inverso (21).
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), ou seja, polimorfismos de
nucleotideos unicos, sdao as formas mais comuns de variagdo do acido
desoxirribonucleico (DNA) no genoma humano. Por consequéncia, o0s
polimorfismos de genes que codificam citocinas e outras proteinas, podem
influenciar a funcdo imuno-inflamatoéria celular. Na presenca de alelos
especificos polimérficos, reacdes tanto locais como sistémicas podem ser mais
ou menos intensas e as complicagdes mais ou menos severas que na auséncia
destes determinados alelos, resultando em alteragdes na resposta imune inata
ou adaptativa, sendo determinantes no curso da doencga (21,22).

Recentemente, uma abordagem genética que se utiliza de SNPs em
desequilibrio de ligagédo (DL) esta sendo aplicada nos estudos que envolvem a
genética. Essa abordagem permite que nao seja necessario genotipar todos os
polimorfismos presentes em um determinado gene, mas apenas SNPs “alvos”

(tag SNP), que capturam toda a informag&o do gene em termos de variabilidade
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realizando a investigagdo com um menor niumero de polimorfismos, reduzindo
custo e tempo de genotipagem (23).

Deste modo, partindo-se do principio de que mediadores imuno-
inflamatdrios, entre eles a IL-4 e 6, sdo codificadas por genes, a hipotese do
presente trabalho é que polimorfismos genéticos nos genes IL4 e IL6 possam
estar associados com a evolugéo clinica de dentes avulsionados e reimplantados

em um ano de controle clinico e radiografico.
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OBJETIVO

Investigar a associagdo de variaveis clinicas e polimorfismos do tipo tag
SNPs nos genes das citocinas interleucina 4 (/L-4) e interleucina 6 (/L-6) com a

evolucao de dentes avulsionados e reimplantados.
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MATERIAL E METODOS

Populagao de estudo

Foram selecionados 94 pacientes (64 do género masculino e 30 do
feminino) que sofreram avulsdo e reimplante dentario entre 2004 e 2014. Os
pacientes tiveram seu dente reimplantado com diferentes intervalos de tempo
extra-alveolar e diferentes meios de estocagem até o reimplante, segundo
recomendacgdes da International Association of Dental Traumatology (IADT) (7).

Os dentes reimplantados foram divididos em: grupo controle, que
consistiu em 54 dentes sem reabsorg¢ao dentaria e grupo caso que correspondeu
a 40 dentes que apresentaram reabsorcao ou foram extraidos apds 1 ano de
controle clinico e radiografico.

Os objetivos e procedimentos deste estudo foram esclarecidos para todos
os pacientes e um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de cada
paciente foi assinado. Este trabalho obteve aprovagdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica do Parana - PUCPR com o niumero
de CEP 02320084000-10.

Critérios de inclusé&o

1. Pacientes, de ambos os sexos, tratados na Clinica Odontolégica da
PUCPR, em virtude de reimplante dentario pds-avulsdo em decorréncia de
trauma dentario.

2. Dentes permanentes reimplantados, controlados clinica e
radiograficamente por um periodo minimo de 1 ano.

3. Pacientes com boa higiene bucal.

4. Pacientes que perderam seus dentes reimplantados somente em

virtude de reabsorcao radicular externa.

Critérios de néo inclusdo

1. Portadores de doenca periodontal.

2. Outras doencas de tecido mole ou duro na boca.

3. Pacientes que faziam uso de medicagao de uso continuo.
4

. Pacientes que usavam ou tinham usado aparelhos ortodénticos.
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5. Pacientes imuno-comprometidos por doengas autoimunes,
quimioterapia, doencgas infecciosas, parasitarias ou
imunodeficiéncias.

Pacientes fumantes.

7. Gestantes ou lactantes.

As radiografias periapicais dos dentes reimplantados que foram
selecionadas para este estudo foram confeccionadas com posicionadores
radiograficos da marca JON (Sao Paulo - SP, Brasil) logo apds o reimplante e 1
ano apos. A avaliagao clinica e radiografica qualitativa de cada paciente foi feita
por 3 endodontistas, sendo 2 doutores e 1 mestre. A analise de concordancia
entre os 3 examinadores foi realizada. Sinais como presenca ou auséncia
radiografica de reabsorgéo radicular externa, presenga completa ou sinais de
solucdo de continuidade da lamina dura, anquilose, mobilidade, respostas a
percussao horizontal e vertical, presenca ou auséncia de dor esponténea ou a
palpacao foram cuidadosamente anotados e avaliados.

Embora a amostra do estudo seja composta por caucasoides, a
populacao brasileira branca é heterogénea. Nao se tém recomendado agrupar
brasileiros com base na etnia, cor e origem geografica, porque os individuos
brasileiros classificados como brancos ou negros apresentam sobreposi¢cao de

gendtipos, devido a miscigenagao (24).

Analise de variaveis clinicas e ambientais

As variaveis demograficas, como idade e género dos pacientes, assim
como as clinicas: nivel de desenvolvimento radicular, tempo extra alveolar e
meio de conservagao do dente até a finalizacdo do reimplante foram analisadas

no prognostico do dente apds 1 ano.

Coleta e purificagdo do DNA

Os individuos selecionados foram solicitados para bochechar durante um
minuto com uma solugao de glicose 3%. Apds o bochecho, uma espatula de
madeira esterilizada foi utilizada para raspar a mucosa jugal (25,26). A ponta da
espatula foi entdo agitada dentro da solugdo de bochecho. Células epiteliais

bucais foram sedimentadas por centrifugacdo a 2000 rpm durante 10 min. O
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sobrenadante foi rejeitado e o sedimento ressuspenso em 1300 ml de tampéo
de extragdo [10 mM Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM EDTA, 0.5% SDS]. Posteriormente
10 pl de proteinase K (20 mg/ml) foram adicionados a solugéo, sendo deixados
durante a noite a 65°C. O DNA foi purificado por adigdo de acetato de aménio
10 M, precipitado com isopropanol, etanol 70% e resuspenso com 50 pl de Tris
10 mM (pH 7,6) e EDTA 1 mM (25).

Analise de polimorfismos nos genes IL4 e IL6

Marcadores do tipo tag SNP, capturando toda a informacgao dos genes /L4
e IL6 foram selecionados, de acordo com a informacao disponivel no site
International HapMap Project, phase Ill/Rel#2 (http//www.hapmap.org, 2014)
(27,28). Na selecdo dos marcadores usou-se alguns critérios, tais como:
populagao, frequéncia alélica minima (FAM) de 5% e um corte de 80% (r?<0,8)
para definir o desequilibrio de ligagédo (DL), de modo que os genes fossem
investigados com detalhes. Para o gene /L4, a populagdo de base foi a
populagcédo CEU (Caucasiana) e para a IL6 a populagédo de base foi a YRI
(Africana). Apo6s a aplicagao dos critérios acima, dois tag SNPs, capturando toda
a informacao do gene /L4 foram selecionados pelo HapMap: reference (rs) SNP
rs2243268 e rs2227284. Para a IL6, oito tag SNPs foram selecionados:
rs1524107, rs2069835, rs2069837, rs2069838, rs2069840, rs2069842,
rs2069843 e rs2069845.

Os tag SNPs selecionados foram genotipados pela técnica de PCR em
tempo real utilizando o aparelho 7500 da Applied Biosystems (7500 Real-Time
PCR System) com o uso da tecnologia TagMan™Genotyping Master Mix

Technology (Applied Biosystems).

Analise estatistica

Para estimar o equilibrio de Hardy-Weinberg e realizar a analise de
desequilibrio de ligagdo (DL) na populacdo de estudo utilizou-se o software
Haploview 4.2. As analises estatisticas foram realizadas no SPSS versao 21.0.
O teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney foi usado para analisar as variaveis
quantitativas. Variaveis categoricas foram analisadas pelo teste qui-quadrado de

Pearson ou teste exato de Fisher. Valores de p<0,05 foram considerados
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significantes. Para a analise multivariada, o modelo de regressao logistica
binaria foi ajustado para analisar as frequéncias genotipicas, incluindo as

variaveis com significancia de p<0,20.
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RESULTADOS

Caracteristicas clinicas e ambientais

A idade dos pacientes que tiveram seus dentes avaliados variou de 5 a 50
anos. A média de idade foi de 14 anos e a mediana, 11 anos. Setenta e cinco
pacientes (79,8%) eram menores de 18 anos. Pacientes mais jovens
apresentaram mais reabsorg¢ao/exodontia (p=0,021) (Tabela 1).

O género masculino demonstrou sofrer mais avulsdes e reimplantes que
o feminino, porém sem diferenga estatisticamente significante quanto a presenca
ou auséncia de reabsorgao radicular externa (p=0,429) (Tabela 1).

Dos 94 pacientes, 54 (57,4%) permaneceram sem reabsor¢ao, 26
apresentaram reabsorc¢ao (27,7%) e 14 (14,9%) dentes foram extraidos apos 1
ano de reimplante.

Dos 94 pacientes, 69 (73,4%) apresentaram dentes com rizogénese
completa. Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significante entre os
grupos com e sem reabsorgao/exodontia no nivel de desenvolvimento radicular
no momento do reimplante (p=0,520) (Tabela 1). Dos 69 reimplantes com
rizogénese completa, 41 (59,4%) permaneceram sem reabsorgéo e 28 (40,6%)
apresentaram reabsorcdo ou foram extraidos. Encontrou-se diferenca
estatisticamente significante (p=0,007) somente nos dentes com rizogénese
completa reimplantados em menos de uma hora entre os grupos sem reabsorcao
e com reabsorgao / extraidos (Tabela 2). Dos 31 (45,0%) dentes, 24 (34,8%),
nao apresentaram reabsorgao radicular externa, e 7 (10,2%), sim. Dos 25 dentes
com apices abertos, 13 (52,0%) ficaram sem reabsorgéo e 12 (48,0%) tiveram
reabsorgédo ou foram extraidos. Dos 25, 14 dentes com rizogénese incompleta
que foram reimplantados em menos de uma hora, 9 (64,3%) dentes n&o
apresentaram reabsorc¢ao e 5 dentes (35,7%) apresentaram reabsorgédo. Dos 9
dentes sem reabsorc¢ao, 4 (44,4%) dentes sofreram revascularizagao pulpar. Dos
11 dentes com rizogénese incompleta que foram reimplantados apés 1 hora, 4
(36,4%) nao apresentaram reabsorgao, 5 (45,4%) sim e 2 (18,2%) dentes foram
extraidos.

Do total de 94 pacientes com dentes avulsionados, 45 (47,9%) foram
reimplantados em menos de uma hora de tempo extra-alveolar. Nos meios

considerados adequados pela IADT (alvéolo e leite), 22 (48,9%) foram mantidos
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no alvéolo, e 3 (6,7%) permaneceram no leite. Dos outros dentes armazenados
em meios considerados inadequados, 10 (22,2%) foram armazenados secos, 2
(4,4%) no soro fisiologico, 3 (6,7%) na saliva, 1 (2,2%) na agua, 3 (6,7%) no gelo
e 1 (2,2%) em meio desconhecido até o seu reimplante. Permaneceram sem
reabsorcdo radicular externa 33 (73,4%) dentes e 11 (24,4%) dentes
apresentaram reabsor¢cdo. Apenas 1 (2,2%) paciente, que teve seu dente
mantido no soro fisioldgico por menos de 1 hora, teve seu dente extraido.

Quarenta e nove (52,1%) dentes foram reimplantados com tempo superior
a uma hora apds a avulsdo. Destes, 11 (22,5%) foram mantidos em leite até o
reimplante. Dos demais, 32 (65,3%) foram estocados secos, 5 (10,2%) no soro
fisiologico e 1 (2,0%) em meio desconhecido. Dos 49 pacientes, 21 (42,9%)
permaneceram sem reabsor¢do radicular externa, 15 (30,6%) tiveram
reabsorcao e 13 dentes foram extraidos (26,5%).
Além do tempo extra-alveolar, também, encontrou-se diferenga estatisticamente
significante para os meios de conservagao utilizados para a colocagéao do dente
avulsionado até o seu posicionamento correto no alvéolo (p=0,020). O meio de
conservagao no alvéolo mostrou-se significativamente associado ao sucesso do
reimplante: dos 22 dentes que foram colocados no alvéolo até a finalizagao do
reimplante, 19 (86,4%) permaneceram sem reabsor¢édo e 3 (13,6%) com
reabsorcdo. Por outro lado, o transporte do dente em meio seco demonstrou
estar significantemente associado a reabsorgao/exodontia: dos 42 transportados
secos, 17 (40,5%) permaneceram sem reabsor¢cdo e 25 (59,5%) com
reabsorgao/exodontia apds 1 ano (Tabela 3).

Dentes reimplantados com tempo extra-alveolar inferior a 1 hora
apresentaram menos reabsor¢cdo radicular externa (p=0,003) que dentes

reimplantados com tempo superior a 1 hora (Tabela 1).

Analise genética

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para os polimorfismos
estudados esta apresentada nas tabelas 4 e 5. As frequéncias genotipicas dos
marcadores testados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo controle.
A andlise do desequilibrio de ligacdo confirmou independéncia entre os
marcadores (r’<0,8). O mapa de desequilibrio de ligagédo da populagdo estudada

para os genes /L4 e IL6 esta mostrado na figura 1.
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Apenas um polimorfismo tag SNP, o rs2069837 do gene /L6, nao
funcionou na genotipagem. Nao houve diferenga estatisticamente significante
entre os grupos com e sem reabsorgao radicular externa/exodontia para nenhum
dos tag SNPs estudados nos genes IL4 e IL6 (Tabela 4 e 5). Encontrou-se
resultado limitrofe para o modelo aditivo do rs2069843 no gene IL6 (p=0,085) e
para o modelo dominante para o alelo G deste mesmo polimorfismo (p=0,077),
no sentido de predisposicéo a reabsorcao radicular externa. De fato, dos dentes
reimplantados em condicdes ideais (tempo extra-alveolar inferior a uma hora e
meio de estocagem alvéolo/leite), todos os que apresentaram reabsorgao

radicular/exodontia possuiam o genétipo G/G.

Analise multivariada

Entre todas as variaveis estudadas que foram selecionadas para
comporem a analise multivariada (variaveis com p<0,200), apenas o tempo
extra-alveolar (p<0,002) e o modelo aditivo do rs2069843 do gene IL6 p<0,049)
mostraram-se associados a reabsorg¢ao radicular/exodontia (Tabela 6). Apds
analise multivariada, dentes com tempo extra-alveolar inferior a 1 hora
apresentaram chance 4,11 vezes maior de evoluirem favoravelmente [p=0,002
(1,7-10,1)].
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DISCUSSAO

A literatura carece de estudos que investiguem a associagao entre
polimorfismos genéticos e a reabsorcao radicular apds reimplante dentario.
Neste estudo, pela primeira vez, realizou-se uma abordagem visando um
mapeamento fisico completo dos genes /L4 e IL6 em uma amostra de casos de
reimplante dento-alveolar.

O uso da radiografia periapical ainda € a melhor maneira clinica em
relacdo custo/beneficio para detectar a presenca de reabsorcdes radiculares
(29). No entanto, ela apresenta pontos negativos, como imagem em duas
dimensodes de uma estrutura tridimensional. Sendo assim, como sao necessarios
controles clinicos e radiograficos constantes do dente reimplantado no decorrer
do tempo, o uso da tomografia cone beam (CBCT) pode ser de grande valia,
principalmente devido a sua capacidade de demonstrar o dente em trés
dimensoes, facilitando a detecgao da reabsorcao radicular ainda em seu inicio e
em comparagdes posteriores (29). Infelizmente, além do aumento da dose de
radiagdo para o paciente e da inferior qualidade de resolugdo de imagem, essa
técnica ainda ndo apresenta uma relagao custo/beneficio satisfatoria para a
maioria das clinicas odontologicas, estando assim longe da realidade cotidiana
do pais. De qualquer forma, independentemente da técnica radiografica, um
completo exame clinico e radiografico, sugerido desde 1985, é condicao
indispensavel para um efetivo diagndstico do dente traumatizado (30).

Os pacientes deste estudo eram em sua maioria menores que 18 anos.
Conforme a literatura, pacientes mais jovens sofrem mais avulsdo dentaria do
que o adulto (31,32). Além disso, nesse estudo, pacientes mais jovens, com
meédia de idade de 12 anos, tiveram mais reabsorcao radicular/exodontia que os
pacientes mais velhos. Isto pode ocorrer devido a fase de crescimento que o
paciente se encontra, com metabolismo 6sseo mais intenso.

Com relagao ao género, o masculino sofreu mais reimplante dentario [64
(71,1%) dentes] do que o feminino [30 (31,9%)] dentes, porém, n&o se constatou
diferenga estatisticamente significativa entre os géneros quanto a presenga ou
auséncia de reabsorgcdo radicular externa (9,31). Este resultado esta em

concordancia com outros autores (31).
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Assim como os resultados de Tsilingaridis et al. (33), ndo foi observada
diferenga significativa na presenca ou auséncia de reabsor¢cédo dentaria em
dentes com rizogénese completa ou incompleta, apds 1 ano de controle clinico
e radiografico. Este resultado nao foi 0 mesmo encontrado por Petrovic et al. (34)
em avaliacdo de dentes reimplantados que ficaram em meio seco, onde os
autores encontraram significativamente mais complica¢gdes em dentes imaturos
do que naqueles com rizogénese completa. O meio de armazenamento seco
pode ter sido decisivo na diferenga destes dois resultados. Entretanto, nesta
pesquisa, encontrou-se diferenga estatisticamente significante apenas nos
dentes com apices completos entre os grupos sem e com reabsorgao/exodontia,
somente quando reimplantados com tempo extra-alveolar inferior a uma hora,
assim como demonstrado por Petrovic et al. (34).

Neste estudo verificou-se que o tempo extra-alveolar inferior a uma hora
foi responsavel por 4 vezes mais chance do dente apresentar sucesso em sua
evolucdo. A importancia do tempo extra-alveolar inferior a uma hora também foi
decisiva para a revascularizacdo do dente avulsionado. Dos 13 dentes com
rizogénese incompleta que nao sofreram reabsorgao, 4 (30,8%) dentes, os quais
tiveram tempo extra-alveolar inferior a uma hora, sofreram revascularizacao
pulpar, ndo havendo necessidade de qualquer intervencdo endoddntica. Por
outro lado, nenhum dente com rizogénese incompleta que permaneceu fora do
alvéolo por mais de uma hora sofreu revascularizacdo. O tempo extra-alveolar
inferior a uma hora € indicado como ideal no protocolo de reimplante dentario
publicado pela IADT (7,8,35). Neste estudo, dos 45 dentes que foram
reimplantados em menos de uma hora, somente 1 (2,2%) foi extraido apds 1 ano
de acompanhamento. Esse sucesso coincide com as medidas tomadas em caso
de reimplante imediato, o que ja é preconizado pela comunidade cientifica (7,8).

O meio seco foi 0 que apresentou o pior prognéstico, com maior indice de
reabsorcao/exodontia. Estes resultados estdo de acordo com outros autores
(5,36,37). Por outro lado, a recolocagcdo do dente em seu alvéolo foi o
procedimento mais bem-sucedido, por motivo do reimplante imediato ser
considerado pela IADT como o método de reimplante ideal. As altas
porcentagens de reabsorgao radicular/exodontia obtidas neste estudo, quando o
dente permaneceu fora de seu alvéolo por mais de 1 hora, sugerem a

necessidade do desenvolvimento de novos meios de estocagem ou modificagao
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da técnica de reimplante. Alcangar melhor desempenho no reimplante dentario,
utilizando produtos e técnicas que mantenham ou recuperem a viabilidade do
ligamento periodontal, tem sido o foco de diversas pesquisas (38—41).

Fatores genéticos que predispdem as reabsorgdes de tecidos duros tém
sido investigados nas areas da ortodontia, periodontia e endodontia (42—46).
Apesar da literatura oferecer estudos de associagéo genética com a reabsorg¢ao
radicular apical externa (RRAE) em dentes tratados ortodonticamente, acredita-
se que estes estudos nao deveriam servir como base direta de comparagéo ao
que ocorre com o dente reimplantado, devido as caracteristicas da reabsorcéo
dentaria. No caso da ortodontia, a RRAE ¢é auto limitante (47). Além disso, nédo
existe a participagao de bactérias que levarao a resposta imunologica. Em casos
de reimplante, a reabsorgéo substitutiva € continua, podendo levar a perda do
dente. O tecido dentario é substituido, como que fazendo parte do metabolismo
0sseo, por outro tecido duro, com solucédo de continuidade da lamina dura. A
combinacao da presenca de bactérias com o dano a camada de cemento pode
levar também a reabsorcao radicular inflamatoria. Nestes casos, observa-se uma
destruicado do tecido 6sseo e dentario adjacentes, com a presencga de tecido de
granulagao em resposta a reacgao inflamatdria local (48,49).

Estudos investigam a associagéo entre polimorfismos genéticos da IL-1 e
a RRAE (44-46). No entanto, esta associagdo nao foi encontrada no reparo da
periodontite apical, onde ocorre a participacao de bactérias como um estimulo a
mais a resposta imuno-inflamatéria (50). Assim sendo, mesmo que com
possiveis particularidades, acredita-se que o mecanismo de reabsorcao dentaria
ap6s o reimplante é mais semelhante ao da periodontite apical ou doenca
periodontal do que aquele observado no tratamento ortodéntico (51,52).

Estudos prévios demonstram que um balango entre mediadores pro e anti-
inflamatorios determinam a estabilidade ou progressdo das lesdes periapicais
por meio da modulagédo do ligante do receptor ativador de NFKB (RANKL), do
receptor ativador de NFkB (RANK) e do seu receptor antagonista, a
osteoprotegerina (OPG) (20,53,54). Entretanto, acredita-se que a rede de
citocinas que opera na reabsorcao de tecido duro, especialmente dentario, seja
mais complexa do que o simples paradigma de mediadores pré e anti-

inflamatorios sugere (55).
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A IL-4 é uma das citocinas anti-inflamatérias que possui um papel
importante nas doengas alérgicas, em virtude de sua capacidade em iniciar,
manter e aumentar as respostas de linfécitos T helper 2 (Th2) (19). Tem como
funcdo principal o estimulo a producdo da Imunoglobulina E (IgE) e da
Imunoglobulina G (IgG). Atua sobre os mastécitos e basofilos que, quando
ativados, produzem ainda mais IL-4 e IL-13. Sendo uma citocina tipica do perfil
imunoldgico Th2, € um mediador protetor da reabsorgao de tecido duro devido a
sua capacidade de aumentar os niveis de OPG e inibir o RANKL, suprimir as
respostas pro-inflamatdrias e aquelas do tipo linfocitos T helper 1 (Th1), inclusive
diminuindo a agao de macréfagos (56). Os linfocitos T reguladores (Tregs) e as
citocinas Th2, como a IL-4, estdo associados a atenuagdo da progressédo da
doenga periodontal (57) e a inatividade das lesdes periapicais (20).

O gene /L4 esta localizado no brago longo do cromossomo 5 na regiao
5g31.1, juntamente com outros genes de citocinas Th2 (58). Vérios estudos
envolvendo o polimorfismo desta citocina tém sido realizados para avaliar o seu
papel na destruicdo de tecido 6sseo, sendo que autores reportam que
polimorfismos no gene /L4 nao estao relacionados a doencga periodontal (56,59).
Entretanto, um estudo de meta-analise sobre os polimorfismos genéticos -
590C/T e -33C/T do gene IL4 e a susceptibilidade a periodontite sugeriu que o
genotipo TT e alelo T do -590C/T estavam associados ao aumento do risco a
periodontite em individuos brancos, mas nao o polimorfismo -33C/T (58).

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica, sintetizada por varios tipos de células,
como mondcitos e macrofagos, neutrofilos, células endoteliais, fibroblastos,
queratindcitos e linfocitos (60). Pode ser considerada tanto uma citocina proé
quanto anti-inflamatéria, produzida por estimulos como o trauma e a infecgao.
Estimula a ativacao de linfécitos T, a diferenciacao de linfocitos B e produgao de
anticorpos. Promove a producao de proteinas de fase aguda, a hematopoese e
a indugdo de processos relacionados a angiogénese. Atuando com
caracteristicas pro-inflamatorias, ela ativa os osteoclastos, promovendo a
reabsorcdo 6ssea na presenca de infeccdes (60). E uma das citocinas de fase
aguda mais estudadas na maioria das doencas de cunho imuno-inflamatério. Foi
sugerida como um marcador inflamatério da periodontite (61) e também de

lesbes apicais cronicas (62).
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O gene IL6 esta localizado no brago curto do cromossomo 7 na regiao
7p21.1. Os polimorfismos do gene da IL-6 afetam o nivel de IL-6 circulante,
sendo que a variagdo G>C na posigao -174 foi encontrada influenciando a
producao e a expressao desta citocina (63). O alelo C revelou alterar a resposta
de transcricdo do gene frente a estimulos como lipopolissacarideos (LPS) e IL-1
(64). Observou-se uma significativa associagao entre o genétipo GG ou o alelo
G para o polimorfismo -174 (G/C) do gene IL6 e sua presenca em abscessos
dentais agudos (65). Em relacao a periodontite crénica, também foi sugerido que
o polimorfismo -174 (G/G) esteja relacionado a sua patogénese (66).

Neste estudo, houve um resultado limitrofe para o rs2069843 do gene IL6
na analise entre os grupos sem reabsor¢ao e com reabsorgcao/exodontia. Esse
resultado pode indicar uma tendéncia de associagao com a reabsor¢ao radicular
externa na populagao estudada, quando na presenca de variaveis clinicas, tal
como idade, tempo extra-alveolar e meio de armazenamento. Foi encontrada
associagao significativa entre o rs2069843 e a RRAE em um estudo com
pacientes classe Il, divisdo 1 de mal oclusdo durante o uso de aparelho
ortoddntico (67), mas também com sinais e sintomas relacionados a qualidade
de vida de pacientes portadores de cancer de pulmao (68) e o nascimento de
bebés menores que o esperado para a idade gestacional em mulheres europeias
e afro-americanas (69), demonstrando seu papel ndo apenas no metabolismo de
tecidos duros. De fato, dos dentes reimplantados em condi¢des ideais (tempo
extra-alveolar inferior a uma hora e meio de estocagem alvéolo/leite), todos os
que apresentaram reabsorgao radicular/exodontia possuiam o gendétipo GG no
rs2069843 do gene IL6.

A interpretacéo dos resultados deste estudo, no entanto, deve ser tratada
com parciménia, por se tratar de uma condigdo complexa e provavelmente
poligénica, em que uma forte interferéncia do manuseio e tratamento do dente
reimplantado e modulagdo genética podem coexistir. Na realidade, nem sempre
€ possivel estabelecer uma relagéo direta entre fendtipo e gendtipo, devido a
influéncia de diferentes fatores ambientais, como tempo extra-alveolar, meio de
armazenamento do dente até o reimplante e intervalo de tempo até a primeira
limpeza do canal radicular. Além disso, este estudo tem limitagdes: a amostra
populacional € pequena, pois, em Curitiba e regido metropolitana, a avulsado

dentaria ocorre em aproximadamente 13,6% dos traumatismos e nem sempre o
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dente é reimplantado (31). De qualquer forma, a Clinica Odontolégica da PUCPR
€ um centro de referéncia de trauma dentario no sul do pais. Possivelmente, um
numero maior da amostra poderia reduzir o erro padrdao da média, tendendo a
validar os resultados de diferengas estatisticamente significantes. Assim sendo,
tal como para todos os estudos epidemiologicos de associagao genética, a
replicacao destes resultados em amostras populacionais independentes torna-

se obrigatoria.
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CONCLUSAO

O tempo extra-alveolar inferior a uma hora foi fundamental para a
manutencao da saude do dente reimplantado. A recolocagao imediata do dente
em seu alvéolo continua sendo sugerida como a técnica de escolha de
reimplante. O alelo G do rs2069843 do gene /L6 foi associado com a

susceptibilidade a reabsorcao radicular externa do dente reimplantado.
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas da populagao estudada.

Sem Com
Variavel reabsorgao reabsorgio/exodontia Valor de p OR (IC 95%)
(n=54) (n=40)
Idade * 16,5 +£10,0 12479 0,0212 -
Género ** 0,429 0,7 (0,3-1,7)
Masculino 35 (64,8) 29 (72,5)
Feminino 19 (35,2) 11 (27,5)
Desenvolvimento 05200 13(05—34
radicular ** ' 3(0.5-34)
Apice completo 41 (75,9) 28 (70,0)
Apice incompleto 13 (24,1) 12 (30,0)
Tempo extra- 0,003 3,7 (1,5-88)
alveolar
Menos de 1 hora 33 (61,1) 12 (30,0)
Mais de 1 hora 21(38,9) 28 (70,0)

* média e desvio padrao; ** numero e frequéncia; @ Testes de Mann-Whitney;

bteste qui-quadrado de Pearson; OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de confianga.



Tabela 2: Relagéo entre nivel de desenvolvimento radicular, tempo extra

alveolar e a evolucao do dente reimplantado apds 1 ano de controle.

Tempo

Rizogénese Reabsorgao Total Valor de p
extra alveolar
Sem Com
reabsorgéao reabsorgao/exodontia
Completa - de 1 hora 24 (34,8) 7 (10,2) 31 (45.0) 0,007
(n=69) +de 1 hora 17 (24,6) 21 (30,4) 38 (55,0) 0,447
Incompleta - de 1 hora 9 (36,0) 5(20,0) 14 (56,0) 0,214
(n=25) +de 1 hora 4 (16,0) 7 (28,0) 11 (44,0) 0,311

Valor de p com base no teste de diferenca entre duas proporgoes.
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Tabela 3: Meios de conservacéo do dente até a finalizagao do reimplante e sua

evolucao apds 1 ano.

Meio de Sem Com Total Valor de p
armazenamento reabsorgéao reabsorgao/exodontia
Seco 172 (40,5) 25 (59,5) 42 (100,0)
Leite 92 (64,3) 52 (35,7) 14 (100,0)
Soro 42 (57,1) 32(42,9) 7 (100,0)
Alvéolo 192(86,4) 3°(13,6) 22 (100,0)
0,020
Saliva 12(33,3) 22(66,7) 3 (100,0)
Agua 12(100,0) 02 (0,0) 1 (100,0)
Gelo 22(66,7) 12(33,3) 3 (100,0)
Nao relatado 12(50,0) 12(50,0) 2 (100,0)
Total* 54 (57,4) 40 (42,6) 94 (100,0)

*Resultados em numeros absolutos e frequéncias. Cada letra diferente nas
colunas demonstra diferenga estatisticamente significativa nos valores de p.
Teste do qui-quadrado.
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Tabela 4: Analise genotipica dos tag SNPs no gene /L4 para os modelos

aditivo e recessivo para o alelo mais raro.

Variagio Genotipagem (%) Univariada
Modelo
a o G - -
Tag SNP /2>  genético rupos  Homozigoto Heterozigoto Homozigoto Valo: de ORD(IC
1 2 p 95%)
Sem
reabsorgso 22 (41,5) 23 (43,4) 8 (15,1)
Aditivo Com 0,555
reabsorgao/ 15 (67,5) 17 (27,5) 8 (5,0)
exodontia
rs2227284 [GIT]
Sem
reabsorgdo 22 (41,5) 31 (58,5) -
Recessivo Com 0,69 (557
reabsorgio/ 15 (37,5) 25 (62,5) © )
exodontia
Sem
reabsorgéo 33 (62,3) 18 (34,0) 2(3,8)
Aditivo Com 0,737
reabsorgéo/ 27 (67,5) 11 (27,5) 2 (5,0)
exodontia
rs2243268 [A/C]
Sem
reabsorgso 33 (62,3) 20 (37,7) os
Recessivo Com 0,601 '
reabsorgao/ 27 (67,5) 13(32,5) (0.3-1,9)
exodontia

2 identificador de SNP baseado na NCBI dbSNP; ° o primeiro alelo designa o

comum o segundo o raro; *Testes do qui-quadrado.
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Tabela 5: Analise genotipica dos tag SNPs no gene /L6 para os modelos aditivo

e recessivo para o alelo mais raro.

Variagao Genotipagem (%) Univariada
A Modelo
Tag SNP genético Grupos ” m i Valor
b omo- etero- omo- alor de o
[/2] zigoto 1 zigoto zigoto 2 p* OR (IC 95%)
Sem 41
reabsorgao (75,9) 13(24.1) 0(0.0)
rs1524107 [CIT] Aditivo Com 33 0,443
reabsorgao/ 7(17,5) 0 (0,0)
- (82,5)
exodontia
Sem 41
reabsorgao (83,7) 8(16,3) 0(0.0)
rs2069835 [T/C] Aditivo Com 0,119
reabsorgao/ 37(94,9) 2 (5,1) 0 (0,0)
exodontia
Sem 52
reabsorgao (98,1) 101.9) 0(0.0)
Aditivo Com 39 0,537
reabsorg::_:\o/ (97.5) 0(0,0) 1(2,5)
exodontia
rs2069838 [CIT]
Sem 52
reabsorgao (98,1) 119 13
Recessivo Com 0,840 ’
reabsorgao/ 39 1(2,5) (0.1-229)
- (97,5)
exodontia
Sem 28
reabsorgao (52,8) 23 (43:4) 2(38)
Aditivo Com 18 0,356
reabsorggo/ (45,0) 19 (47,5) 3(7,5)
exodontia
rs2069840 [C/G]
Sem 28
reabsorgao (52,8) 25(47.2) 14
Recessivo Com 0,455 ’
= 18 (0,6 -3,1)
reabsorcao/ 22 (55,0)
- (45,0)
exodontia
Sem 52
reabsorgao (96,3) 2(3.7) 0(0,0)
rs2069842 [G/A] Aditivo Com 40 0,999
reabsorggo/ (100,0) 0(0,0) 0(0,0)
exodontia
Sem 44
reabsorgao (83,0) 6(11.3) 36.7)
Aditivo Com 38 0,085
reabsorgao/ (95.,0) 2 (5,0) 0(0,0)
exodontia ’
rs2069843 [G/A]
Sem 44
reabsorgao (83,0) 9(17.0) 0.3
Recessivo Com 38 0,077 (0,1 ’_1 3)
reabsorgao/ (95.,0) 2 (5,0)

exodontia



Aditivo

rs2069845  [A/G]

Recessivo

Sem
reabsorgao
Com
reabsorgao/
exodontia

Sem
reabsorgao
Com
reabsorgao/
exodontia

18
(37.,5)

14
(35,9)

18
(37,5)

14
(35,9)

22(458)  8(16,7)

20 (51,3)  5(12,8)

30 (62,5)

25 (64,1)

49

0,879

1.1

0.877 (0.4-26)

2 rs identificador de SNP baseado na NCBI dbSNP; ® o primeiro alelo designa o

comum e o segundo, o raro; *Testes do qui-quadrado; OR, Odds Ratio; IC,

Intervalo de confianca.
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Tabela 6: Resultado da analise multivariada, modelo de regressao logistica

binaria.
Valor de
p* OR IC (95%)
Tempo extra-alveolar 0002 411 (1,7-101)
>1 hora ’ ’ ’ ’
rs2069843 no modelo
aditivo IL6 0,049 0,23 (0,1-1,0)
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FIGURA

Figura 1: Tag SNPs e analise de desequilibrio de ligagdo dos genes IL4 e IL6.
Representacdo esquematica do desequilibrio de ligagdo (r’<0,8) entre os dois
tag SNPs do gene /L4 e os sete tag SNPs do gene IL6.
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ASSOCIATION ANALYSIS OF CLINICAL ASPECTS AND THE /L4 AND IL6
GENES POLYMORPHISMS IN THE OUTCOME OF AVULSED TEETH
AFTER 1 YEAR OF REPLANTATION

Abstract

Aim: Identification of factors involved in the initiation and progression of root
resorption after tooth replantation demonstrates an important role of the host
immune-inflammatory response. However, few studies investigating clinical,
immunological and genetic characteristics exist in the literature. Thus, the aim of
this study is to investigate the association of clinical variables and polymorphisms
(tag SNPs) in the interleukin 4 (IL4) and interleukin 6 (IL6) genes, with the

prognosis of avulsed and replanted teeth.

Methodology: Ninety-four patients who suffered avulsion and had their teeth
replanted and endodontically treated were included in this study. Periapical
radiographs were taken soon after tooth replantation and after 1 year follow-up.
For genotypic /L4 and IL6 genes analysis, the DNA of the oral mucosa cells were
collected. The IL4 and IL6 genes polymorphisms were performed by Real Time-
PCR. Univariate and multivariate analyzes were performed to verify the
association of clinical and genetic variables and the outcome of the replanted
teeth (p<0.05).

Results: The univariate analysis was used to associate age, extra-alveolar time
and the storage medium with root resorption. After multivariate analysis, the
extra-alveolar time longer than one hour and the G allele of rs2069843 of the IL6

gene were significantly associated with external root resorption.

Conclusions: Replanting the tooth in its socket immediately is the most
important factor to maintain a healthy root surface. The extra-alveolar time of
more than an hour and the G allele of the rs2069843 of the IL6 gene were

associated with the susceptibility to external root resorption.

Keywords: Cytokines. IL-4 gene. IL-6 gene. Root resorption. Single Nucleotide

Polymorphism. Tag SNP. Tooth avulsion. Tooth replantation.
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Introduction

Dental traumatism is frequently observed in the clinical practice and it occurs in
approximately 14% of children and adolescents (Andreasen & Andreasen 1989).
Accidents during the sports practice, automobile, work and play can lead to facial
trauma where the tooth and its supporting structure are often affected. These
injuries have become a public health problem, causing aesthetic, psychological

and social deficiencies (Moysés et al. 2008).

The severity of the injury depends on the energy and direction of the
causative agent, as well as the strength of the supporting tissues and immuno-
inflammatory characteristics of the patient (Roskamp et al. 2009, Panzarini et al.
2013, Kramer et al. 2015). These traumas, if not properly treated, can lead to
irreversible consequences, ending in the tooth loss (Flores et al. 2007a; Flores et
al. 2007b, Andersson et al. 2012, Ritwik et al. 2015).

The most appropriate approach is the dental replantation, a procedure that
aims to replace the tooth in its socket (Martins et al. 2004, Andersson et al. 2012).
The root resorption is a major challenge after the tooth replantation. It happens
mainly when a total or even a partial loss of the periodontal ligament occurs,
especially when the optimum conditions for successful replantation is not
presented. The resorption occurs in 57-80% of cases and can lead to the
replanted tooth loss (Andersson 2007). The resorption of the tooth tissue and its
substitution by bone is characteristic of the replacement root resorption. Besides,
it may occur the inflammatory root resorption, that is related to the infected pulp
tissue (Pohl et al. 2005).

Therefore, the functional and aesthetics significance of a replanted tooth,
associated with young age of patients, has encouraged the search for more
effective solutions, regarding the treatment to be performed and in the knowledge
and prevention of likely causes of the external root resorption. It is vital to inform
the patient or his guardian about what is possible to be done in cases of this injury
and factors that affect the prognosis. The information such as: time elapsed
between trauma and first treatment, storage medium before the dental
replantation, intracanal medication, and possible signs and symptoms that may

arise as a result of trauma and replantation must be very clear to the patient
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(Blomlof et al. 1983, von Buren et al. 2013, de Paula Reis et al. 2014). In the face
of all these clinical events, it is concluded that the intensity of the inflammatory
reaction triggered by the avulsion of the tooth and the penetration and
proliferation of bacteria in the local microenvironment will determine the
consequences on the affected tissue. Thus, the immune-inflammatory response
of the host may have a fundamental importance in the maintenance of the tissue
health (Roskamp et al. 2009, Roskamp et al. 2010, Roskamp et al. 2011, Romeo
et al. 2014).

Playing an important role in the dental root resorption and periapical tissue
breakdown are the interleukin 4 (IL-4) and interleukin 6 (IL-6). The cytokine IL-4
has an important impact in the anti-inflammatory reaction (Romeo et al. 2014).
The cytokine IL-6 has a regulatory role in inflammatory processes and is
considered an important pro-inflammatory cytokine (Araujo-Pires et al. 2014).

Expressed on the surface of the cell membrane of blasts cells are
receptors that promote the contact necessary for the activation and deactivation
of clast cells. RANK (receptor activator NF-kB), RANKL (receptor activator NF-
kB ligand) and OPG (osteoprotegerin) have regulatory effects on the metabolism
of hard tissues (Teng 2006). RANK, expressed at high levels in clastic precursors
and clasts, is required for the activation and differentiation of clasts. RANKL is a
transmembrane protein expressed on various cell types, particularly in activated
T cells and blasts. RANKL induces cells to bind to clast precursors through its
receptor RANK and initiates hard tissue resorption. OPG, expressed by blasts,
inhibits the resorption process through its high affinity to the ligand RANKL, thus
preventing the interaction RANK-RANKL. Proteins, cytokines and calciotropic
hormones, which are important to the modulation of the immune response,
regulate this process. The cells that express messenger RNA (mRNA) for
RANKL, under stimulation with cytokines such as IL1-B, TNF-a, IL-6, IL-17,
promote inflammation and resorption. OPG, IL-4, IL-10 and CTLA-4 inhibit
inflammation and clastogenesis (Teng 2006). Since the immune response is
orchestrated by cytokines that are produced by the genetic code, it is important
to investigate the genetic characteristics of the individual and his immune-

inflammatory response contributing to the root resorption.
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Thus, the study focused on polymorphic variations of the /L4 and IL6
genes. Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs), are the most common forms of
variation in deoxyribonucleic acid (DNA) in the human genome. These genetic
variants can affect the amount or function of the expressed protein, resulting in
changes of both the innate and adaptive immune response, by determining the
susceptibility or protection against some complex outcome (Laine et al. 2012,
Gomes et al. 2013).

A modern genetic approach using SNPs in high linkage disequilibrium (LD)
has been applied. This approach allows the researcher to genotype all
polymorphisms in "targets" SNPs (tag SNP), structure that captures the entire
gene information in terms of variability. This approach reduces costs and time in

genotyping (Stram 2004).

Thus, this study aims to investigate the association of clinical variables and
tag SNPs in IL4 and /L6 genes with the clinical outcome of avulsed and replanted

teeth, in one-year period of clinical and radiographic control.
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Materials and Methods
Population study

A sample of 94 patients (64 males and 30 females) who suffered avulsion and
tooth replantation between 2004 and 2014 was included in this study. The
patients had their teeth replanted with different ranges of extra-alveolar time and
it was employed different storage media until replantation, according to
recommendations by IADT (International Association of Dental Traumatology)
(Flores et al. 2007b). The replanted teeth were divided into control group, which
consisted of 54 teeth without resorption, and group case corresponding to 40
teeth presenting external root resorption or extracted after 1 year of clinical and

radiographic control.

Objectives and procedures of this study were explained to all patients and
an Informed Consent was signed. This work was approved by the Research
Ethics Committee of the Pontifical Catholic University of Parana — PUCPR, with
the number of CEP 02320084000-10.

Inclusion criteria

1. Patients of both genders, treated in the Dental Clinics of PUCPR, due to
replantation caused by avulsion after dental trauma.

2. Replanted permanent teeth, controlled clinically and radiographically for a
minimum of 1 year.

3. Patients with good oral hygiene.

4. Patients who have lost their replanted teeth only due to external root resorption.

Non-inclusion criteria

1. Periodontal disease carriers.

2. Other soft or hard tissue diseases in the mouth.

3. Patients who were using continuous medication drugs.

4. Patients who were using or had used braces.

5. Patients immuno-compromised by autoimmune diseases, chemotherapy,
infectious diseases, parasitic or immunodeficiency.

6. Smoking patients.

7. Pregnant or lactating.
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The periapical radiographs of the replanted teeth were performed with the aid of
radiographic positioners JON (Sao Paulo-SP, Brazil), soon next to replantation
and after 1 year. Three endodontists, being two phD and one master, evaluated
the teeth, clinical and radiographically, with a very high concordance level.
Radiographic signs such as: presence or absence of root resorption, complete
presence, total or partial interruption of lamina dura, ankylosis, mobility,
responses to horizontal and vertical percussion, presence or absence of

spontaneous pain or pain on palpation were carefully recorded and evaluated.

Although the study sample was composed of Caucasoids, the white
Brazilian population is heterogeneous. It is not recommended to Brazilians to be
genetically separated based on ethnicity, color or geographical origin, because
Brazilian individuals classified as black or white have overlapping genotypes, due
to miscegenation (Parra et al. 2003).

Clinical variables

The age and gender of the patient; development of the root, extra-alveolar time
and storage medium of the avulsed tooth were analyzed in regards to the

absence of root resorption or presence/extraction.

Collection and DNA purification

The selected subjects rinsed for one minute with a glucose solution 3%. After
rinsing, a sterile wooden spatula was used to scrape the buccal mucosa
(Trevilatto & Line 2000). The tip of the spatula was then agitated in the rinsed
solution. Buccal epithelial cells were pelleted by centrifugation at 2000 rpm for 10
minutes. The supernatant was discarded and the pellet suspended in 1300 ml of
extraction buffer [10 mM Tris-HCI (pH 7.8), 5 mM EDTA, 0.5% SDS]. Then 10 uL
of proteinase K (20 mg/ml) was added to the solution and left overnight at 65°C.
The DNA was purified by the addition of ammonium acetate 10 M, precipitated
with isopropanol, ethanol 70% and suspended in 50 pl of Tris 10 mM (pH 7.6)
and EDTA 1 mM (Aidar & Line 2007)

Analysis of the polymorphisms in the /L4 and IL6 genes

The tag SNP markers, capturing all the information of the /L4 and IL6 genes were
selected, according to the information available on the site International HapMap
Project, phase lll/Rel#2 (http//www.hapmap.org, 2014) (Thorisson et al. 2005).
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The selection of the tag SNPs employed some criteria, such as population
minimum allele frequency (MAF) of 5% and 80% cutoff (r?<0.8) to define the
linkage disequilibrium (LD), in order to investigate the genes in details. For the
IL4 gene, the basis of population was the CEU population (Caucasian) and for
the IL6 was YRI (African). After applying the above criteria, two tag SNPs,
capturing all information of the IL4 gene were selected by the HapMap: reference
SNP (rs) rs2227284 and 2243268. For IL6, eight tag SNPs were selected:
rs1524107, rs2069835, rs2069837, rs2069838, rs2069840, rs2069842,
rs2069843 and rs2069845.

The selected tag SNPs were genotyped by real time PCR, using the
apparatus of Applied Biosystems 7500 (7500 Real-Time PCR System) with the
TagMan ™ Technology Genotyping Master Mix (Applied Biosystems).

Statistical analysis

To estimate the Hardy-Weinberg equilibrium and evaluate the linkage
disequilibrium in the study population, the 4.2 Haploview software was employed.
Statistical analyses were performed by 21.0 SPSS version. The non-parametric
Mann-Whitney test was used to analyze quantitative variables. Categorical
variables were analyzed by chi-square test or Fisher's exact test. P values <0.05
were considered significant. For the multivariate analysis, the binary logistic
regression model was fitted to analyze the genotype frequencies, including the

variables with significance set at p<0.20.
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Results
Clinical and environmental characteristics

The age of the patients who had their teeth evaluated ranged from 5 to 50 years
old. The mean age was 14 years old and the median was 11 years old. Seventy-
five patients (79.8%) were under 18 years old. They suffered more resorption /

extraction than the patients older than 18 years (p=0.021) (Table 1).

The males suffered more avulsion and replantation than females, but no
statistically significant difference in the presence or absence of external root

resorption was demonstrated (p=0.429) (Table 1).

Of the 94 patients, 54 (57.4%) remained without resorption, 26 presented
external root resorption (27.7%) and 14 (14.9%) teeth were extracted after 1 year

of replantation.

Of the 94 patients, 69 (73.4%) had teeth with complete root formation.
There was no statistically significant difference between the groups with and
without resorption / extraction at the development of the root at the time of
replantation (p=0.520) (Table 1). Of the 69 replanted teeth with complete root
formation, 41 (59.4%) remained without resorption and 28 (40.6%) had resorption
or were extracted. Of the 31 (45.0%) teeth replanted within one hour, 24 teeth
(34.8%), did not present external root resorption and 7 (10.2%) did,
demonstrating an statistically significant difference (p=0.007) (Table 2). Of the 25
teeth with open apexes, 13 (52.0%) remained without resorption and 12 (48.0%)
had resorption or were extracted. Of the 25 immature permanent teeth, 14 were
replanted in less than an hour, 9 (64.3%) showed no resorption and 5 (35.7%)
exhibited resorption (Table 2). Of the nine teeth without resorption, 4 (44.4%)
suffered pulp revascularization. Of the 11 teeth with open apexes that were
replanted after 1 hour, 4 (36.4%) showed no resorption, 5 (45.4%) suffered

external root resorption and 2 (18.2%) teeth were extracted.

Of the 94 patients, 45 (47.9%) were replanted in less than one hour of
extra-alveolar time. Out of the teeth that were stored in suitable media (alveoli
and milk), as recommended by IADT, 22 (48.9%) were immediately replanted in
their sockets, and 3 (6.7%) remained in milk. Of the other teeth that were stored

in inappropriate media, 10 (22.2%) were stored dry, 2 (4.4%) in saline, 3 (6.7%)
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in saliva, 1 (2.2%) in water, 3 (6.7%) on ice, and 1 (2.2%) in an unknown
environment until their replantation. Thirty-three (73.4%) teeth remained without
external root resorption and 11 (24.4%) teeth presented root resorption. Only 1
(2.2%) patient, who had his tooth kept in saline solution for less than 1 hour, had

his tooth extracted.

Forty-nine (52.1%) teeth were replanted after one hour. Of these, 11
(22.5%) were kept in milk until replantation. Of the 38 (77.5%) teeth, 32 (65.3%)
were stored dry, 5 (10.2%) in saline solution, and 1 (2.0%) in unknown medium.
Of the 49 patients, 21 (42.9%) had no external root resorption, 15 (30.6%) had

resorption, and 13 (26.5%) teeth were extracted.

There was a statistically significant difference for the storage media until
replantation (p=0.020). The alveolus was significantly associated with the
success of replantation: 22 teeth that were placed in the socket until the
completion of the replantation, 19 (86.4%) remained without resorption and 3
(13.6%) had resorption. Moreover, the tooth stored dry, showed to be significantly
associated with resorption / extraction: of the 42 teeth, 17 (40.5%) had no
resorption and 25 (59.5%) presented resorption / extraction after 1 year (Table
3).

Most important, teeth replanted within 1 hour showed less external root

resorption (p=0.003) than those of more than 1 hour of extra-alveolar time (Table
1).

Genetic analysis

The distribution of genotype frequencies for the polymorphisms are presented in
tables 4 and 5. The genotype frequencies of the tested tag SNPs are in Hardy-
Weinberg equilibrium for the control group. The analysis of linkage disequilibrium
between markers confirmed independence among them (r?<0.8). Figure 1 shows

the linkage disequilibrium map for /L4 and IL6 genes.

Only one tag SNP, rs2069837 of the IL6 gene, did not work in genotyping.
There was no statistically significant difference between the groups with and
without root resorption / extraction for any of the tag SNPs in /L4 and /L6 genes.
It was found a borderline result in the additive model for rs2069843 of IL6 gene

(p=0.085) and in the dominant model for the G allele of the same polymorphism
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(p=0.077) (Tables 4 and 5). Indeed, the teeth replanted in ideal conditions (extra-
alveolar time of less than one hour and in a suitable storage medium), that
presented the genotype G/G in rs2069843 of /L6 gene, showed root resorption /

extraction.

Multivariate analysis

Among all the variables that were selected to compose the multivariate analysis
(variables with p<0.200), only the extra-alveolar time (p<0.002) and rs2069843 in
the additive model of IL6 gene (p<0.049) demonstrated association with root
resorption / extraction (Table 6). Indeed, the multivariate analysis showed that
teeth that were replanted in less than one hour presented 4.11 times better
outcomes than the ones replanted after one hour of extra-alveolar time [p=0.002
(1.7-10.1)].
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Discussion

The literature lacks studies investigating the association between genetic
polymorphisms and root resorption in avulsed and replanted teeth. In this study,
for the first time, it was employed an approach that analyzed the /L4 and IL6

genes completely, in a sample of 94 replanted teeth.

The periapical radiographs are still the best way for clinical cost/benefit
ratio for the investigation of root resorption (Bernardes et al. 2012). However, it
has drawbacks, such as two-dimensional image into a three-dimensional
structure. Thus, clinical controls and frequently tooth radiographs are required
over time. The use of cone beam (CBCT) technique can be of great value,
particularly because of its ability to demonstrate the tooth in three dimensions,
facilitating the detection of root resorption still in its beginning and in later
comparisons (Bernardes et al. 2012). Unfortunately, besides the increased
radiation to the patient and inferior image resolution, this technique still does not
provide a satisfactory cost/benefit for most dental clinics, being far from the
everyday reality of most dentists. Anyway, while CBCT imaging can enhance the
trauma diagnosis, the value of, a complete clinical and radiographic examination
remains valid for an effective diagnosis of a traumatized tooth (Andreasen &
Kahler, 2015).

The patients in this study were mostly younger than 18 years old.
According to the literature, younger patients suffer more dental avulsion than
adults (Nguyen et al. 2004, Fariniuk et al. 2010). In addition, in this study, younger
patients, mean age of 12 years old, had more root resorption / extraction than
older patients did. One can suppose that patients in a growing up stage have a

more intense metabolism, leading to a more important dental or bone resorption.

Regarding the gender of the patients, male suffered more tooth
replantation [64 (71.1%) teeth] than female [30 (31.9%) teeth] ( Fariniuk et al.
2010). However, it did not cause a statistically significant difference between

genders for the presence or absence of root resorption (Ritwik et al. 2015).

As Tsilingaridis et al. pointed out, there was no significant difference in the
presence or absence of resorption in teeth with complete or incomplete root

formation after one year of clinical and radiographic control (Tsilingaridis et al.
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2015). Our results differ from those by Petrovic et al. (2010). In their study,
immature incisors exhibited more complications compared with mature teeth
(Petrovic et al. 2010). Their study evaluated the results of replantation of teeth
stored in a dry environment. The dry storage medium may have been the deciding
factor in the difference between these two results. However, in this study, teeth
with closed apexes demonstrated statistically significant better results when
replanted within one hour, as also demonstrated by Petrovic et al. (Petrovic et al.
2010). Indeed, the extra-alveolar time of less than an hour was determinant for
the revascularization of the avulsed tooth. Of the 13 teeth with incomplete root
formation that did not undergo resorption, 4 (30.8%) teeth, which had extra-
alveolar time less than one hour, suffered pulp revascularization, with no need of
any endodontic therapy. On the other hand, no tooth with open apex, which
remained out of its socket over than an hour, underwent revascularization. The
importance of extra-alveolar time of less than an hour is pointed as ideal in the
dental avulsion guidelines for teeth with open apexes, published by IADT (Flores
et al. 2007b, Andersson et al. 2012).

Our results confirmed that teeth that were replanted in less than one hour
really show better outcomes (OR: 4.11) than the ones replanted after one hour of
extra-alveolar time. In this study, of the 45 teeth that were replanted in less than
an hour, only 1 (2.2%) tooth was extracted after 1 year of follow-up. This
successful result coincides with the measures taken in case of immediate
replantation, as the scientific community suggests (Flores et al. 2007b,
Andersson et al. 2012).

There was a statistically significant success for teeth that were quickly
replanted, resulting in lower presence of resorption / extraction. The dry medium
presented the worst prognosis, with the highest rate of resorption / extraction.
These results are in agreement with other authors (Andreasen et al.1995, Sonoda
et al. 2008, Panzarini et al. 2013). On the other hand, replanting the tooth in its
socket was the most successful procedure for the avulsed tooth, since the status
of the periodontal ligament is critical for the healing of replanted teeth (Zhao et
al. 2013).

The high percentages of root resorption / extraction obtained in this study,

when the tooth remained out of its socket for more than 1 hour, suggest the need
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to modify the late replantation technique. To achieve a better performance in late
replantation, the development of products and techniques that maintain or regain
the viability of the periodontal ligament has been the focus of several authors
(Macway-Gomez & Lallier 2013, Zhao et al. 2013, Tuna et al. 2015,

Subramaniam et al. 2015).

Genetic factors that predispose to the hard tissue resorption have been
investigated in the fields of orthodontics, periodontics and endodontics (Al-
Qawasmi et al. 2003, Bastos Lages et al. 2009, Nibali et al. 2010, Fontana et al.
2012, Bastos et al. 2015). Although the literature provides genetic association
studies with the external apical root resorption (EARR) in orthodontically treated
teeth, it is believed that these studies should not serve as a direct basis for
comparison to what occurs with the avulsed and replanted tooth, due to the
characteristics of the resorption. In orthodontics, the EARR is self-limiting, i.e.,
the resorptive process stops upon removal of the orthodontic force (Fuss et al.
2003). Furthermore, there is no involvement of bacteria, which could lead to the
intensification of the immune-inflammatory response. In cases of replantation, the
replacement resorption is continuous and may induce the tooth loss. The dental
tissue is replaced, as part of the bone metabolism, with discontinuity of the lamina
dura. The combination of the presence of bacteria, with the cementum layer
damage, may also lead to an inflammatory root resorption. In these cases, the
destruction of the root and surrounding bone tissue and the presence of a
granulation tissue originated by the local inflammatory reaction takes place
(Finucane & Kinirons 2003, Lin et al. 2013).

There are several studies investigating the association between genetic
polymorphisms of IL-1 and EARR (Al-Qawasmi et al. 2003, Bastos Lages et al.
2009, Fontana et al. 2012). However, this association was not established in the
apical periodontitis repair, where the participation of bacteria as an additional
stimulus to the immune-inflammatory response occurs (Siqueira et al. 2009).
Thus, even with possible specificities, it is believed that the resorption that
happens after dental replantation is more similar to the one of apical periodontitis

and periodontal disease than to that observed in orthodontic treatment.

Previous studies demonstrated that a balance between pro and anti-

inflammatory mediators determine the stability or progression of periapical
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lesions, by modulation of the receptor activator of NFkB ligand (RANKL), receptor
activator of NFKB (RANK), and its receptor antagonist, osteoprotegerin (OPG)
(Xie et al. 2014, Armada et al. 2015). However, the cytokine network that
operates in the mechanism of hard tissue resorption, especially in the tooth root,
is more complex than the simple paradigm of the pro and anti-inflammatory

mediators suggested (Cavalla et al. 2014).

Interleukin-4 is one of the anti-inflammatory cytokine that has an important
role in allergic diseases by its ability to initiate, maintain and increase T helper 2
lymphocyte responses (Th2) (Romeo et al. 2014). Its main function is to stimulate
the production of immunoglobulin E (IgE) and immunoglobulin G (IgG). It acts on
the mast cells and basophils that, when activated, produce more IL-4 and IL-13.
As a typical cytokine of immune Th2 profile, it acts as a protective mediator of
hard tissue resorption because of its ability to increase OPG levels and inhibit
RANKL. It suppresses pro-inflammatory of the type T helper 1 (Th1) response,
decreasing macrophage action (Anovazzi et al. 2013). The regulatory T cells
(Tregs) and Th2 cytokines such as IL-4 are associated with the attenuation of
periodontal disease (Araujo-Pires et al. 2015) and inactivity of periapical lesions
(Araujo-Pires et al. 2014).

The IL4 gene is located on the long arm of chromosome 5 in the 5931.1
region along with other genes of Th2 cytokines (Yan ef al. 2014). Several studies
involving polymorphisms of this cytokine have been conducted to assess their
role in the destruction of bone tissue. Authors report that /L4 gene polymorphisms
are not associated with periodontal disease (Scarel-Caminaga et al. 2003,
Anovazzi et al. 2013). However, a meta-analysis of genetic polymorphisms -590C
/T and -33C/T of the /L4 gene and susceptibility to periodontitis suggested that
the TT genotype and T allele of the -590C/T are associated with increased risk
for periodontitis in Caucasian individuals but not the -33C/T polymorphism (Yan
et al. 2014).

IL-6 is a pleiotropic cytokine synthesized by many cell types, including
monocytes, macrophages, neutrophils, endothelial cells, fibroblasts,
keratinocytes and lymphocytes (Azuma et al. 2014). It can be considered a pro
and anti-inflammatory cytokine, produced by stimuli such as trauma and infection.

It stimulates the activation of T-cells, the differentiation of B lymphocytes and the
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antibody production. It promotes the acute phase proteins production, the
hematopoiesis and the induction of angiogenesis. Acting as a pro-inflammatory
cytokine, it activates osteoclasts, promoting bone resorption in the presence of
infections (Azuma et al. 2014). It is one of the acute phase proteins most studied.
It was suggested as an inflammatory marker of periodontitis (Keles et al. 2014)

and of chronic apical lesions (Abdolsamadi et al. 2008).

The IL6 gene is located on the short arm of the chromosome 7 in the region
7p21.1. The polymorphisms of the IL6 gene affect circulating IL-6 levels. The
variation G>C in position -174 has been found to influence the production and
expression of this cytokine (Laine et al. 2010). The C allele revealed change in
the gene transcription in response to stimuli such as lipopolysaccharide (LPS)
and IL-1 (Fishman et al. 1998). There was a significant association between allele
G or GG genotype for the polymorphism -174 (G/C) of the IL6 gene and its
presence in acute dental abscesses (Sa et al. 2007). Regarding chronic
periodontitis, it has also been suggested that the -174 polymorphism (GG
genotype) is related to its pathogenesis (Trevilatto et al. 2003).

In this study, there was a borderline result for the rs2069843 (allele G) of
the IL6 gene in the analysis between groups without resorption and with
resorption / extraction. This result may indicate an association trend with root
resorption in the population studied, in the presence of clinical variables, such as
age, extra-alveolar time and storage medium. In a study with patients with class
II, division 1 malocclusion orthodontically treated, there was a significant
association between rs2069843 and EARR (Reichow 2012). It was related also
with signs, symptoms and the quality of life of patients with lung cancer (Rausch
et al. 2010), and with the birth of smaller babies than expected for gestational age
in European and African American women (Harmon et al. 2014), demonstrating
its role not only in the metabolism of hard tissues. Actually, all the teeth replanted
in ideal conditions (less than one hour of extra-alveolar time or/and kept in a
suitable medium), which presented external root resorption or were extracted
after one year of follow up, belonged to individuals presenting GG genotype for
rs 2069843 in IL6 gene.

However, the interpretation of the results of this study must be treated

sparingly, because it is a complex and probably a polygenic condition in which



69

strong interference of the handling and treatment of replanted tooth along with a
genetic modulation can coexist. In fact, it is not always possible to establish a
direct relationship between phenotype and genotype, due to the influence of
different environmental factors such as: the extra-alveolar time, the storage
medium and the time elapses until the first cleaning and shaping of the root canal.
In addition, this study has limitations: the population-based sample is small.
However, tooth avulsion occurs approximately in 1 to 11% of all teeth injuries,
and the tooth is not always replanted. Possibly a larger sample size would reduce
the standard error of the mean, tending to validate the results of statistically
significant differences. Therefore, as with all epidemiological studies of genetic
association, replication of these results in independent population samples

becomes mandatory.
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Conclusion

The extra-alveolar time less than one hour was critical to maintaining the health
of the replanted tooth. The immediate replacement of the tooth in its socket
remains the best choice for dental avulsion. The G allele of rs2069843 of the IL6
gene was associated with susceptibility to external root resorption in replanted
teeth.
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TABLES

Table 1. Baseline characteristics of the study population.

Without With Resorption/
resorption tooth loss p-Value OR (Cl 95%)
(n=54; 57.45) (n=40; 42.55)
Age * 16.5+£10.0 124 +7.9 0.021 @ Ea—
Gender **
Male 35 (64.8) 29 (72.5)
Female 19 (35.2) 11 (27.5) 0.429° 0.7 (0.3-1.7)
Root development **
closed apex 41 (75.9) 28 (70.0)
open apex 13 (24.1) 12 (30.0) 0.520* 1.3(0.5-3.4)
Extra-alveolar time **
Less than 1 hour 33 (61.1) 12 (30.0)
More than 1 hour 21 (38.9) 28 (70.0) 0.003° 3.7(1.5-8.7)

77

* Media and Standard Deviation; ** Noun and Frequency; @ Mann-Whitney Test;
b Pearson Chi-Square; OR. Odds Ratio; IC. Confidence Interval.



Table 2: Relationship between the root apex, extra-alveolar time and the
outcome of the replanted teeth after 1 year of follow up.

Root Extra-alveolar Resorption p-
development time P Total Value
without with
resorption resorption/extaction
closed apex < than 1 hour 24 (34.8) 7(10.2) 31 (45.0) 0.007
n=69
( ) > than 1 hour 17 (24.6) 21 (30.4) 38 (565,0) 0.447
< than 1 hour 9(36.0) 5(20.0) 14 (56.0) 0.214
open apex
(n=25) >than 1 hour 4 (16.0) 7 (28.0) 11 (44.0) 0.311
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Table 3: Storage media of the avulsed tooth until the end
of the replantation procedures.

Storage Without With resorption/ p-
: - . Total
media resorption extraction Value
Dry 17a(40.5) 25 (59.5) 42 (100.0)
Milk 9a (64.3) 5a (35.7) 14 (100.0)
Saline
solution 44 (57.1) 3a(42.9) 7 (100.0)
Socket 192 (86.4) 3b(13.6) 22 (100.0)
0.02
Saliva 1a(33.3) 24(66.7) 3 (100.0)
Water 1a(100.0) 0a (0.0) 1 (100.0)
Ice 24(66.7) 1a(33.3) 3 (100.0)
Unknown 1a(50.0) 1a(50.0) 2 (100.0)
Total 54 (57.4) 40 (42.6) 94 (100.0)

Each equal subscript letter denotes a subset of without resorption or with resorption /
extraction groups whose column proportions do not differ significantly from each

other at the .05 level.
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Table 4: Genotype analysis of /L4 gene tag SNPs in additive and recessive models for
the most uncommon alleles.

Variation Genotype (%) Univariate
Genetic
Tag SNP? Groups L *
9 [1/21° Model P Homozygous1 Heterozygous Homozygous 2 Vglue OR (CI 95%)
Without
resorption 22 (41.5) 23 (43.4) 8 (15.1)
With
Additive : 0.555
resorption
/ 15 (67.5) 17 (27.5) 8 (5.0)
extraction
rs2227284 [GIT]
Without 5 (41.5) 31 (58.5)
resorption
. With 192
Recessive : 0.696
resorption 0.5-27
} 15 (37.5) 25 (62.5) ( )
extraction
Without
resorption 33 (62.3) 18 (34.0) 2(3.8)
. With
Additive resorption 0.737
/ 27 (67.5) 11 (27.5) 2 (5.0)
extraction
22432
ey A Without 33 (57 3) 20 (37.7)
resorption ’ :
With 0.8
Recessive resor/ption 27 (67.5) 13 (32.5) 0601 (0.3-1.9)
extraction

a jdentification of SNP based in NCBI dbSNP; ° the first letter indicates the common
allele and the second is the most uncommon; * Pearson Chi-Square Test.
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Table 5: Genotype analysis of IL6 gene tag SNPs in additive and recessive models for
the most uncommon alleles.

Variation Genetic

Tag SNPa Model

[1/2]b

Groups

Genotype (%)

Univariate

Homozygous1

Heterozygous Homozigoto 2

p-Value*

OR (C1 95%)

rs1524107  [C/T] Additive

rs2069835 [T/C] Additive
Additive
rs2069838 [C/T]

Recessive

Additive
rs2069840 [C/IG]

Recessive
rs2069842 [G/A] Additive
Additive
rs2069843

[G/A]

Recessive

Additive
rs2069845 [A/G]

Recessive

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

Without
resorption
With
resorption/
extraction

41 (75.9)

33 (82.5)

41 (83.7)

37(94.9)

52 (98.1)

39 (97.5)

52 (98.1)

39 (97.5)

28 (52.8)

18 (45.0)

28 (52.8)

18 (45.0)

52 (96.3)

40 (100.0)

44 (83.0)

38 (95.0)

44 (83.0)

38 (95.0)

18 (37.5)

14 (35.9)

18 (37.5)

14 (35.9)

13 (24.1) 0 (0.0)

7 (17.5) 0(0.0)

8 (16.3) 0(0.0)

2(5.1) 0(0.0)

1(1.9) 0 (0.0)

0 (0.0) 1(2.5)

1(1.9)

1(2.5)

23 (43.4) 2(3.8)

19 (47.5) 3(7.5)

25 (47.2)

22 (55.0)

2(3.7) 0(0.0)

0 (0.0) 0(0.0)

6 (11.3) 3(5.7)

2 (5.0) 0(0.0)

9 (17.0)

2(5.0)

22 (45.8) 8 (16.7)

20 (51.3) 5(12.8)

30 (62.5)

25 (64.1)

0.443

0.119

0.537

0.840

0.356

0.455

0.999

0.085

0.077

0.879

0.877

1.3
(0.1-22.9)

(0.1-1.3)

(0.4- 2.6)




a jdentification of SNP based in NCBI dbSNP; ° the first letter indicates the common
allele and the second is the most uncommon; * Pearson Chi-Square Test.
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Table 6. Multivariate models for /L6 rs 2069843 (additive).

p-value * OR (CI)

Extra-alveolar time
<1 hour 0.002 4.11 (1.7-10.1)
rs 2069843 /L6

adictive model 0.049 0.23 (0.1-1.0)

*Logistic Regression Models. Pearson Chi-Square Test.
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Figure 1: Tag SNPs and linkage disequilibrium map of /L4 and IL6 genes. Sketch
representation of linkage disequilibrium (r°<0.8) between the two tag SNPs of /L4
and the seven tag SNPs of /L6 genes.
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1. ILUSTRAGOES

Figura 1: Apresentacao dos tag SNPs e posi¢cao do gene /L4 no brago longo do
cromossomo 5 (Fonte: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov).

Figura 2: Localizagao do gene /L6 no brago curto do cromossomo 7, com a
visualizagéo dos tag SNPs (Fonte: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov).

Figura 3: Exemplo de discriminagao alélica no gene /L4 para 0 rs2243268 apos
a PCR em tempo real no aparelho 7500 (Applied Biosystem).

Figura 4: Exemplo de discriminagao alélica no gene IL6 para o rs2069843 apos
a PCR em tempo real no aparelho 7500 (Applied Biosystem).

Figura 5: Representacdo esquematica da ativacdo dos receptores RANK,

RANKL e OPG por citocinas pré e anti inflamatérias.
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Figura 1: Apresentacéo dos tag SNPs e posig¢ao do gene /L4 no brago longo do
cromossomo 5 (Fonte: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov).
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Allelic Discrimination
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Figura 3: Exemplo de discriminacao alélica no gene /L4 para o rs2243268 apos
a PCR em tempo real no aparelho 7500 (Applied Biosystem).
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Figura 4: Exemplo de discriminac&o alélica no gene /L6 para o rs2069843 apos
a PCR em tempo real no aparelho 7500 (Applied Biosystem).
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perfeitamente do que se trata. “Em caso de reclamagao ou qualquer tipo de
denuncia sobre este estudo devo ligar para o CEP PUCPR (41) 3271-2292

ou mandar um e-mail para nep@pucpr.br”.
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Eu entendo que este projeto esta sendo desenvolvido por pesquisadores
cirurgides-dentistas empenhados na pesquisa e tratamento da reabsorgao
dentaria em dentes traumatizados, e que os resultados serao publicados sem a
devida identificacdo dos participantes. Autorizo aos participantes do estudo a
utilizar os meus registros de historico meédico atual e pregresso, a qualquer

tempo durante a pesquisa, sabendo que estes nao serao divulgados.

Eu entendo que serei submetido a coletas de amostras de saliva para
analise da presenca de indicadores de inflamagao para que o material genético

(DNA) de minhas células seja estudado.

Eu entendo que minha saliva sera guardada para analises bioldgicas que
complementem o andamento do projeto. Para tanto, entendo que terei que
informar o pesquisador responsavel se mudar meu endereco e/ou telefone de
contato, para que eu possa ser informado e autorize o uso de meu material
biolégico em analises diferentes das que foram propostas nesse estudo. A saliva
sera armazenada em freezer —20 graus centigrados no laboratério de Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (CCBS) da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR).

Eu entendo que os objetivos desta pesquisa sao encontrar modificagcoes
genéticas que sejam responsaveis por aumentar a reabsorg¢do dentaria, o que
auxiliara no diagnostico precoce e na prevengao de complicagdes e do seu

agravamento, na tentativa de interferir na sua progresséo.

Eu entendo que nao terei custos financeiros durante a pesquisa, além de

contar com tratamento endodéntico, quando necessario.

Eu, ,
natural de : RG n°

,CPF n° ,
estado civil , morador a
rua

___, lie compreendi todas as informagdes que foram passadas a mim sobre a
minha participacao neste projeto de pesquisa. Também a mim foi dada a

oportunidade de discutir e fazer perguntas. Todas as minhas perguntas foram
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respondidas satisfatoriamente. Concordo voluntariamente com a minha
participacao neste estudo. Receberei uma coépia assinada deste formulario de
consentimento informado. Minha concordancia em participar deste estudo nao
retira nenhum dos meus direitos legais, no caso de negligéncia ou ma pratica
de qualquer pessoa ou instituicdo que esteja envolvida neste estudo. “Em caso
de reclamacao ou qualquer tipo de denuncia sobre este estudo devo ligar
para o CEP PUCPR (41) 3271-2292 ou mandar um e-mail para
nep@pucpr.br”.

DAt i

TeStemMUNNG: .

TestemuNNa: ..o,

Ap6s a autorizacdo para a realizacéo desta pesquisa junto ao Comité de Etica,
0s pesquisadores abaixo nominados vém, através deste termo, assumir o
compromisso de que as identidades das pessoas entrevistadas serdo mantidas
em absoluto sigilo e anonimato. Além disso, garantem que todas as informagdes
coletadas serdo utilizadas, estritamente, para a realizagdo do projeto de
pesquisa e elaboracdo de artigos cientificos, mantendo-se confidenciais.
Declaramos que toda nova pesquisa a ser realizada com o material (saliva) sera
submetida a aprovacado do CEP/CONEP.

Pesquisadores:

Prof? Dr? Vania Portela Ditzel Westphalen — Pesquisadora Responsavel



Prof? Dr@ Paula Cristina Trevilatto

Liliane Roskamp — telefone: 3336.2452
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