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RESUMO

ALLGAYER, S. Interleucinas no fluido do sulco gengival humano em resposta a
aplicacdo de forca ortodbntica. Orientadora: Profa. Dra. Luciane Macedo de
Menezes. Coorientador: Prof. Dr. Eraldo Luiz Batista Junior. Porto Alegre, PUCRS,
Faculdade de Odontologia — Tese (Doutorado em Ortodontia e Ortopedia Facial), 2015.

O movimento dentario promovido por forcas ortodonticas € baseado em
alteracdes remodeladoras que ocorrem no ligamento periodontal e no 0sso que
circundam os dentes. Este movimento pode ocorrer de forma mais rapida ou lenta,
dependendo das caracteristicas fisicas da forca aplicada e da resposta biologica
induzida e é caracterizado por criacdo de zonas de compressao e tensao no ligamento
periodontal. O conhecimento das alteragBes teciduais geradas é essencial para o
planejamento do movimento do dente e de suas estruturas anexas para uma nova
posicdo, sem danos aos tecidos.

Neste estudo, uma revisdo de literatura teve como objetivo possibilitar a
compreensao dos fendmenos celulares, bioguimicos e moleculares que ocorrem nas
estruturas do ligamento periodontal (PDL) e, também do osso alveolar ao redor do
dente e que estédo envolvidos na movimentacao dentaria induzida.

A revisao sistematica teve como objetivo avaliar estudos sobre citocinas no fluido
gengival (GCF) durante o tratamento ortodontico, resumindo os padrdes de regulagao
das citocinas mais estudadas e explorar suas implicagfes clinicas.

Além disso, foram investigadas alteragdes dos moduladores imunoldgicos e
0sseos em resposta a aplicacdo da forca ortodéntica. Para tanto o fluido gengival de
dentes submetidos ao procedimento de expansao maxilar foi avaliado qualitativamente
verificando concentragdes de interleucinas e seu valor preditivo como marcador da
intensidade da resposta inflamatoria e turnover 6sseo na movimentagéo ortodontica. O
objetivo da investigagao foi avaliar se a forca aplicada sobre o ligamento periodontal
durante a expansédo maxilar se reflete na composicdo do Fluido do Sulco Gengival
(FSG), mais especificamente no nivel de interleucina IL-17 dos lados de tenséao ou

compressdo. As amostras do FSG foram coletadas das regibes mesiovestibulares e



meésiopalatinas de 32 molares de 16 pacientes com idade entre 7 a 14 anos, que
tinham necessidade de expansdo maxilar. Estes pacientes iniciaram o tratamento
ortoddntico durante o periodo compreendido entre 2012 e 2013, na Faculdade de
Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS). Eles
receberam anéis nos primeiro molares permanentes superiores para a confeccdo de um
aparelho disjuntor de Hyrax modificado. Os dados clinicos foram coletados por um
investigador nas regides supracitadas durante o periodo de ativacao do aparelho.
Empregando-se o ensaio imunoenzimatico (ELISA) foram detectados os niveis
da interleucina. Os locais foram analisados para IL-17 antes da colocacédo do aparelho,
1, 7 e 14 dias de uso ativo do aparelho. As forcas empregadas resultaram em um
aumento da expressao de IL-17 nos tecidos periodontais apos um dia de aplicacdo em
ambos os lados, de tensdo e compressédo. Os niveis de IL-17 tenderam a ser maiores
(p = 0,05) apos sete dias de ativacao do parafuso. Deste momento, até o décimo quarto
dia, observou-se uma tendéncia para diminuicdo dos niveis de IL-17 (p < 0,05).
Concluiu-se que houve um aumento na expressao de IL-17 em ambos os locais, de

tensdo e compressao, em resposta a aplicacao de forca.

Unitermos: Revisdo Sistematica; Ortodontia Corretiva; Liquido do Sulco Gengival;
Interleucina; Célula T; Movimento Dentario; Marcadores Biologicos.



ABSTRACT

ALLGAYER, S. Interleukins in the human gingival sulcus fluid in response to the
application of orthodontic forces. Advisor: Prof. Dr Luciane Macedo de Menezes.
Co-advisor: Prof. Dr Eraldo Luiz Batista Junior. Porto Alegre, PUCRS, School of
Dentistry — Thesis (PhD in Orthodontics and Facial Orthopedics), 2015.

Tooth movement in response to orthodontic forces is results from remodeling
changes that affect the periodontal ligament and the bone surrounding teeth. This
movement may be faster or slower depending on the physical characteristics of the force
applied and the biological response induced, and is characterized by zones of
compression and tension on the periodontal ligament. Knowledge about the tissue
changes generated in this process is essential to plan the movement of teeth and their
adjoining structures into a new position without any damage to tissues.

In this study, the literature was reviewed to improve our understanding of the
cellular, biochemical and molecular phenomena that affect the structures of the
periodontal ligament (PL), as well as the alveolar bone surrounding the tooth and
involved in the tooth movement that is induced in the process.

The purpose of our systematic review was to evaluate studies about cytokines in
gingival fluid (GF) during orthodontic treatment, summarize the patterns of cytokine
regulation that have been more frequently studied and discuss their clinical implications.

Additionally, we investigated changes in immunological and bone modulators in
response to the application of orthodontic forces. For that purpose, GF of teeth that were
involved in maxillary expansion was evaluated qualitatively to measure interleukin
concentrations and their predictive value as a market of inflammatory response intensity
and bone turnover during orthodontic movement. The purpose of this investigation was
to evaluate whether the force applied on the PL during maxillary expansion affected the
composition of the gingival crevicular fluid (GCF), specifically the level of IL-17 on the
sides where tension and compression were applied. GCF samples were collected from
the mesiobuccal and mesiolingual areas of 32 molars of 16 patients aged 7 to 14 years

who had to undergo maxillary expansion. These patients started orthodontic treatment



sometime between 2012 and 2013 at the School of Dentistry of the Pontificia
Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS), Porto Alegre, Brazil. Metal bands
were placed around the permanent maxillary first molars to hold a modified Hyrax
expander. One of the investigators collected clinical data about the sites listed above
during activation of the expander. An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was
used to detect interleukin levels. The sites were examined to measure IL-17 before the
device was placed and at 1, 7 and 14 days of active use of the expander. The forces
applied resulted in an increase in IL-17 expression in periodontal tissues one day after
the application of tension and compression at both measurement sites. IL-17 levels
tended to be higher (p < 0.05) seven days after the Hyrax screw was activated. From
that time to the fourteenth day, there was a tendency to a decrease in IL-17 levels (p <
0.05). We concluded that there was an increase in IL-17 expression at both tension and

compression sites in response to force application.

Describers: Systematic Review; Orthodontics, Corrective; Gingival Crevicular Fluid,;

Interleukin; Th Cells; Tooth Movement; Biologic Marker.
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1 INTRODUCAO

O movimento ortoddntico dos dentes € baseado em forgas induzidas no
ligamento periodontal e na remodelacdo Ossea alveolar. Os estimulos mecéanicos
exercidos sobre os dentes causam uma resposta inflamatoria nos tecidos periodontais.
Os mediadores liberados nesta resposta inflamatoria desencadeiam 0S processos
biolégicos associados com reabsorcdo e aposicdo do osso  alveolar:™. Houve um
avanco consideravel na biologia 6ssea ap0s a identificacdo do papel das citocinas na
remodelacdo 6ssea. As citocinas estdo envolvidas na iniciacdo, ampliacao, perpetuacao
e resolucdo das respostas inflamatérias. Elas sdo mediadores-chave para o dano
tecidual e desempenham um papel significativo na movimentagéo dentaria, podendo ser
classificadas como pré-inflamatérias e anti-inflamatérias™ > ©.As citocinas pro-
inflamatorias apresentam importante papel na reabsorcdo 6ssea e radicular. Determinar
0s niveis das citocinas durante diversas fases do tratamento ortodéntico, sem duavida,
contribui para a compreensdo dos mecanismos da movimentacao dentaria. Os aspectos
biol6gicos do movimento dos dentes devem ser claramente determinados pois estas
consideracdes auxiliam a utilizar forcas adequadas em ortodontia®™™®.

A taxa de movimentacao dentaria depende da taxa de reabsorcédo 6ssea, que é
regida por uma cascata de eventos e citocinas, as quais atuam em sinergia e
antagonismo em um sistema altamente redundante® ”. O estudo dos fatores que
maximizam a velocidade do movimento dentario e explicam a variabilidade
interindividual é indispensavel, bem como o conhecimento sobre a biologia e sobre os
fatores genéticos que sdo responsaveis por esta diferenca na velocidade da
remodelacdo 6ssea e dentaria entre 0s pacientes. Este conhecimento fornece subsidios
para melhorar o desempenho clinico seja na determinacdo da for¢ca ou na terapéutica
aplicada aos pacientes®®, diminuindo assim, os riscos de perda éssea, recess&o
gengival e reabsorcéo radicular.

A descoberta de uma nova célula, a TH 17, e suas citocinas, nomeadas
interleucinas IL-17, com fungéo Unica nos processos inflamatérios e autoimunes, como

inflamacées oculares, intestinais, artrite reumatéide, esclerose maltipla’”™*?, revelou a
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necessidade de pesquisar sua concentracdo e a funcdo no ligamento periodontal
durante o tratamento ortodéntico. As diferencas existentes nos niveis das interleucinas
IL-17 podem ser utilizadas como marcadores Uteis da intensidade da resposta
inflamatéria na movimentacao ortodontica?

De acordo com essa perspectiva descrita, nos ultimos anos, grandes esfor¢os
tém sido empregados para desenvolver marcadores bioquimicos de remodelacdo 6ssea
gue possam auxiliar na avaliacdo e monitoramento do turnover dsseo. A interleucina IL-
17 tem grande potencial para melhorar tanto a gestdo da remodelagdo 6ssea durante o
tratamento ortoddntico quanto a individualizacdo do potencial de resposta dos pacientes

ao tratamento™®,

Frente a estas consideragcbfes, 0 presente trabalho pretende avaliar
qualitativamente o fluido do sulco gengival de dentes submetidos a Expansdo Rapida
da maxila — ERM, através da concentracdo de interleucinas verificando seu valor
preditivo como marcador da intensidade da resposta inflamatéria e turnover ésseo na

movimentagao dentéria.



15

2 PROPOSICAO

2.1 GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as modificacdes bioquimicas

detectaveis durante a movimentacao dentéria induzida.

2.2 ESPECIFICA

2.2.1. Entender os principios bésicos da movimenta¢&o dentéria induzida.

2.2.2. Verificar o estado atual do conhecimento baseado em evidéncia sobre

citocinas e fluido do sulco gengival durante o movimento ortodéntico.

2.2.3. Determinar os niveis de IL-17 nos dentes de ancoragem de um disjuntor
ortopédico do tipo Hyrax modificado em resposta a aplicacdo de forca nos dentes 16 e
26.



3 CAPITULO 1

Artigo 1

Compreendendo o processo inflamatério na movimentacéo ortodéntica

Uma revisado de literatura
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3 CAPITULO 1

Compreendendo o processo inflamatério na movimentacéo ortodéntica

Uma revisao de literatura

Allgayer S.”
Menezes L.M.™

RESUMO

Esta revisdo teve por objetivo elucidar os principios basicos da movimentacéo
dentaria induzida. Através da revisdo explicam-se as reacbes inflamatorias e
imunoldgicas no periodonto observadas durante o tratamento ortodéntico. O estimulo,
uma forca mecéanica, aplicada do lado de tensdo ou compressao provoca O
aparecimento de citocinas nos tecidos periodontais. Varios marcadores deste processo
inflamatério, produzidos pelas células do ligamento periodontal, difundem-se para o
fluido do sulco gengival. O conhecimento deste fenbmeno vai ajudar o ortodontista
clinico na tomada de decisdes sobre o0 uso e aplicacédo do sistema de forcas durante o

tratamento ortododntico.

PALAVRAS CHAVES: Ortodontia; Ortodontia Corretiva; Interleucina; Marcadores

Bioldgicos, Inflamacéo.

“ Aluna do Curso de Doutorado em Ortodontia e Ortopedia Facial da PUCRS, Mestre em Ortodontia e Ortopedia Facial da PUCRS, Especialista
em Ortodontia pela ABORS e Especialista em Endodontia pela UPF.
Doutora e Mestre em Ortodontia pela UFRJ e Coordenadora do Curso de Especializacéo e Mestrado em Ortodontia da PUCRS.
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4 CAPITULO 2

Artigo 2

Cytokines in crevicular fluid and orthodontic force: A Systematic Review

Submetido ao periddico The Angle Orthodontist — Qualis A 2 — Fator de Impacto 1.277.
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4 CAPITULO 2

Cytokines in crevicular fluid and orthodontic force: A Systematic Review

Allgayer S.”
Menezes L.M.”
Eraldo L. B.J.r. ***
Abstract

Objective: The purpose of this study is to evaluate studies on cytokines in the
gingival crevicular fluid (GCF) during orthodontic treatment, summarizing the regulation
patterns of the most commonly studied cytokines and exploring their clinical implications.
Materials and Methods: A number of key databases were searched using MESH terms
and free text terms. An additional search was made by reference tracking. This review
was registered in PROSPERO and the procedures suggested by it statement were
followed. Data from the included studies were extracted from orthodontic mechanics,
GCF sampling/handling methods, and cytokine measurements. Clinical studies written in
English were browsed. Article selection was conducted by one reviewer and checked by
a second investigator. Results: A total of 115 articles were identified, of which 25 were
selected for detailed analysis. Common drawbacks consisted mainly of inadequacies in
the study design (e.g. short duration and small number of study subjects). The most
consistent result was a peak of cytokine levels at 1 d. Associations existed between
prostaglandin E, (PGE;) and interleukin-1b (IL-1b) and pain, velocity of tooth movement,
and treatment mechanics. Interleukin-1b and PGE, showed different patterns of up-
regulation, with IL-1b being more responsive to mechanical stress and PGE, more
responsive to synergistic regulation of IL-1b and mechanical force. The results support,
at the cellular level, the use of light continuous forces for orthodontic treatment.
Conclusions: Most authors report, at the cellular level, the use of light continuous forces for
orthodontic treatment because a light continuous force induces relatively longer lasting levels of

cytokines that are needed for continuous periodontal remodeling. Further studies are necessary

to determine the best protocols with regard to force level, mechanic and intervention schedule.

key words: Review; Orthodontics, Corrective; Gingival Crevicular Fluid (GCF); Interleukin; Th Cells.

* Graduate PhD student, Department of Orthodontics, Pontificial Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.

™ Associate professor, Department of Orthodontics, Pontificial Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
*** Associate professor, Department of f Periodontics, School of Dentistry, University of Manitoba, Winnipeg, Canada..
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5 CAPITULO 3

Artigo 3

Interleukin 17 (IL-17) and Interleukin 23 (IL-23) levels are modulated by

compressive orthodontic forces in humans.

Submetido ao periédico American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics
— Qualis Al — Fator de Impacto 1.997.
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5 CAPITULO 3

Interleukin 17 (IL-17) and Interleukin 23 (IL-23) levels are modulated by
compressive orthodontic forces in humans.
Allgayer S.”
Menezes L.M.”

Eraldo L. B.J.r.***
Abstract

Introduction: The purpose of the investigation was to evaluate whether the
application of orthodontic compressive forces affects the levels of Interleukin 17
(IL-17) and IL-23.

Methods: The CGF samples of the compression sites from thirty-two molars of
16 patients using a modified Hyrax appliance were collected. The sites were analyzed
for IL-17, IL-23 and IL-1f (positive control) at baseline and at one, seven and fourteen
days of active wear of the appliance.

Results: Orthodontic forces resulted in increased levels of IL-17 and IL-23 in the
GCF, which were statistically significant at 7 days of force application. At 14 days levels
decreased to baseline levels; IL-13 levels (positive control) were more elevated at all
times after force application. IL-17 and IL-23 levels were significantly lower than IL-10
and undetectable in some samples.

Conclusions: Upregulation of IL-17 and IL-23 occurred in response to the force
application in compression sites. IL-17 and IL-23 may have a role in bone resorption
that enables tooth movement. Monitoring the levels of inflammatory mediators might be
a clinically useful procedure as they may help to define optimal forces to produce the
most rapid tooth movement with the fewest undesirable side effects.

key words: Biologic Marker; Interleukin-17; Th17 Cells; Maxillary expansion; Orthodontic

Appliances; Interleukin, Palatal Expansion Technique, Maxillary Expansion.

" Graduate PhD student, Department of Orthodontics, Pontificial Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil, Master in Orthodontics and Dentofacial Orthopedics PUCRS, Specialist in Orthodontics ABORS
Specialist in Endodontic UPF.

** Associate professor, Department of Orthodontics, Pontificial Catholic University of Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil.

*** Associate professor, Department of f Periodontics, School of Dentistry, University of Manitoba, Winnipeg,
Canada.
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6 CONSIDERACOES

O estimulo mecéanico provoca uma reacao inflamatoria dos tecidos periodontais
gue desencadeia processos bioldgicos associados com a remodelacdo 6ssea. A analise
guimica do FSG pode auxiliar na investigacdo das respostas dos tecidos dentério e

periodontal associados com 0 movimento dentério.

Focalizando esse aspecto, a revisdo de literatura tratou de estudos de
amostragem na medicao do FSG e a relacdo entre a producao de citocinas e forcas de
re-ativacdes a fim de avaliar se 0 FSG é uma ferramenta de diagnéstico para o uso na
clinica em ortodontia. Além disso, drogas sao excretadas através do FSG e podem ser

usadas de forma proveitosa para avaliacdo da terapia ortodontica.

Os fatores que maximizam a velocidade do movimento ortoddntico permanecem
desconhecidos, assim, autores pesquisaram no sentido de explicar a diferenga na
velocidade de remodelacdo Ossea entre o0s pacientes. Os resultados auxiliam no
desempenho clinico futuro, seja, na aplicacdo da forca, no controle da dor, no

diagndstico ou na terapéutica aplicada.
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O avanco da biologia molecular traca novas perspectivas de uma ortodontia
futura, quando a movimentagdo dentaria se fara com auxilio de medicamentos, mas,
para isso, faz-se necessério entender como eles atuam. Com tal entendimento, pode-se
sugerir que drogas possam ser usadas para ampliar e acelerar os resultados do
tratamento no futuro. Os membros da familia IL-17 tém papel ativo na inflamacao e isso

torna-os alvos potenciais para a farmacoterapia futura e industria farmacéutica.

Fatores que afetam a remodelacdo 6ssea e a movimentacdo dentaria, como
magnitude da forca aplicada, caracteristicas relacionadas com o paciente tentaram ser
estabelecidos para a melhoria na eficiéncia do tratamento ortodontico.

Além disso, ha evidéncias clinicas que farmacos usados no controle da dor
podem influenciar a atividade celular que € vital no processo de remodelacdo dos
tecidos de sustentacdo dos dentes, fato que deveria ser levado em consideracao nos
pacientes usudrios de agentes farmacoldgico. Consequentemente, alguns mediadores
injetados localmente ou administrados via sistémica, terapias hormonais, estresse e uso

de drogas recreacionais interferem na movimentacao dentaria.

A Ortodontia, enquanto ramo da ciéncia e especialidade odontoldgica, pode abrir
ainda mais seus horizontes a partir do pleno conhecimento da biologia da
movimentacdo dentaria induzida, pois suas perspectivas sinalizam este caminho. A
biologia molecular evidencia que a intervencdo terapéutica neste nivel é s6 uma

guestao de tempo.
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7 CONCLUSOES

Artigo 1 (Compreendendo o processo inflamatorio na movimentacao ortodéntica)

O conhecimento atual sobre o movimento ortodéntico evidenciou que ele ocorre
a partir de forcas induzidas no ligamento periodontal e na remodelacdo 6ssea alveolar.
Os estimulos mecéanicos exercidos em um dente causam uma resposta inflamatoria nos
tecidos periodontais. Os mediadores liberados nesta resposta desencadeiam os
processos bioldgicos associados com reabsorcdo e aposicdo do osso alveolar. O
conhecimento deste fenbmeno vai ajudar o ortodontista clinico na tomada de decisdes

sobre o0 uso e aplicacdo do sistema de forgas durante o tratamento ortodontico.

Artigo 2 (Cytokines in crevicular fluid and orthodontic force: A Systematic
Review)

Os resultados mostraram implicagdo clinica para o tratamento ortoddntico e
provém evidéncia, a nivel celular, de que a utilizacdo de forcas leves e continuas €&
benéfico em ortodontia porque ela induz a manutencdo dos niveis de citocinas que sao
necessarias para continuo remodelamento periodontal.

Além disso, estudos com FSG oferecem a vantagem de serem néo invasivos e
com potencial no diagndstico. Contudo ainda existe significativa heterogeneidade na

literatura.

Artigo 3 (Interleukin IL-17 in the human gingival sulcus fluid in response to
application of forces)

Foi possivel demonstrar que o estimulo mecéanico leva a uma reacéo inflamatoria
nos tecidos periodontais e aumento de IL-17 em ambos os lados de compressao e
tensdo, fato este que estd associado com o processo bioldgico de remodelamento
0sseo. Por fim, os niveis de mediadores no FSG podem ser usados como parametros
para melhorar a efetividade do tratamento ortodéntico, assim como eles podem auxiliar
a definir a for¢a 6tima para produzir movimento dental mais rapido com menos efeitos

indesejaveis.
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