PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ODONTOLOGIA
AREA DE CONCENTRACAO — ORTODONTIA

DOLORES FATIMA CAMPOS NAVARRO

EXPRESSAO DE IL-18 NO PERIODONTO DE RATOS
SOB ADMINISTRACAO DE DEXAMETASONA E DICLOFENACO POTASSICO
DURANTE A MOVIMENTACAO DENTARIA INDUZIDA

CURITIBA
2011



DOLORES FATIMA CAMPOS NAVARRO

EXPRESSAO DE IL-18 NO PERIODONTO DE RATOS SOB ADMINISTRACAO
DE DEXAMETASONA E DICLOFENACO POTASSICO DURANTE A
MOVIMENTACAO DENTARIA INDUZIDA

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Odontologia Area de
concentracdo em Ortodontia da Pontificia
Universidade Catolica do Parana, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Ortodontia.

Orientador: Prof. Dr. Odilon Guariza Filho
Co-Orientadora: Profa. Dra. Paula Cristina
Trevilatto

CURITIBA
2011



Dados da Catalogacao na Publicacio
Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Sistema Integrado de Bibliotecas — SIBI/PUCPR
Biblioteca Central

C198e
2011

Campos Navarro, Dolores Fatima

Expressio de IL-1p no periedonto de ratos sob administracdo de
dexametasona e diclofenaco potassico durante a movimentagdo dentaria
induzida / Dolores Fatima Campos Navarro ; orientador, Odilon Guanza Filho ;
co-onentadora, Paula Cristina Trevilatto. — 2011.

60f -il. ;30 cm

Dissertacdo (mestrado) — Pontificia Universidade Catolica do Parana,
Curitiba, 2011
Inclui bibliografias

1. Ortedontia. 2. Dexametasona. 3. Diclofenaco. 4. Movimentag 3o dentaria.

|. Guariza Filho, Odilon. Il. Trevilatto, Paula Cristina. 1ll. Pontificia Universidade
Catdlica do Parana. Programa de Pos-Graduacgdo em Odentolegia. I'V. Titulo.

CDD 20. ed. - 617.643




Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
Programa de Pds-Graduagcao em Odontologia

TERMO DE APROVAGAO

DOLORES FATIMA CAMPOS NAVARRO

EXPRESSAO DE IL-1B SOB ADMINISTRACAO DE DEXAMETASONA E
DICLOFENACO POTASSICO DURANTE A MOVIMENTACAO DENTARIA
INDUZIDA NO PERIODONTO DE RATOS

Dissertagcdo apresentada ao Programa de Po6s-Graduagdo em Odontologia da
Pontificia Universidade Catélica do Parana, como parte dos requisitos parciais para
a obtencdo do Titulo de Mestre em Odontologia, Area de Concentracdo em
Ortodontia.

Orientador(a):

Programa de P6s-Graduagdo\em Odontologia, PUCPR

Prof\Dr-Orlando Tanaka
Programa de P6s-Graduagio em Odontologia, PUCPR

Vlnis Tt S
Prof. Dr. Mario Taba Junior
Programa de Pés-Graduagdo em Odontologia, FORP-USP

Curitiba, 21 de fevereiro de 2010.

Rua Imaculada Conceigéo, 1155 Prado Velho CEP 80215901 Curitba Parana Brasil
Tel.: (41) 3271 1637 Fax.: (41) 3271 1405 www.pucpr.br ppgo @ pucpr.br



DEDICATORIA

Este trabalho é dedicado aos meus pais,
Péanfilo Campos Bernal e Ninfa Navarro
Ramos, que séo os melhores Mestres da
vida que acompanharam os meus primeiros
passos e que sempre acreditaram em mim,
gue me estimulam, me fortalecem, me
mostram meus erros, me escutam com
paciéncia e ajudam nos momentos mais
delicados, me proporcionando preciosos
momentos na minha vida.



AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR) pelo acolhimento e
oportunidade de estudar que me deram. Assim a Faculdade de Odontologia — Area

de concentracdo em Ortodontia.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQq),

pela concesséo da bolsa PEC-PG de mestrado sob processo n°® 190004/10-0.

Ao diretor do Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia, Prof. Dr. Sergio

Vieira, pelo apoio e confianca dada desde o inicio e durante o curso inteiro.

Ao Prof. Dr. Odilon Guariza Filho pelos ensinamentos transmitidos desde o
inicio do curso, pela amizade, paciéncia, pelo empreendimento na orientacdo, apoio

e por acreditar no éxito desta pesquisa.

A Profa. Dra. Paula Cristina Trevilatto pela dedicada orientacdo, competéncia
e cumplicidade, tempo e atencao dispensada durante todo o desenvolvimento desta

dissertacao e pela confianca no resultado final deste trabalho.



AGRADECIMENTOS
A Deus, acima de tudo, pelo imenso amor espalhado em cada dia, de onde

vem a forga e fé que me faz caminhar da sua méo todos os dias.

A minha familia, pais e irméos Fidel Ernesto, Javier Federico, Gunnar
Alejandro e Andres, a minha tia Zenaida e ao meu esposo David Mauricio, pelo
carinho e apoio incondicional, cada um a sua maneira, mas sempre presentes,

apesar da distancia.

Ao Prof. Dr. Gustavo Garlet pela disposicéo, tempo e grande aporte com este
trabalho.

Ao Prof. Dr. Orlando Tanaka pelos ensinamentos e boa vontade e atencao
prestada durante o curso.

A Profa. Dra. Elisa Camargo, exemplo profissional e mée, gentil e disposta a

ajudar em qualguer momento.

Ao Prof. Dr. Hiroshi Mauro pelos ensinamentos e experiéncia profissional
compartilhada.

Aos professores Dra. Luciana Reis de Azevedo Alanis e Dr. Méario Taba, pelas
consideracdes realizadas a respeito deste trabalho.

A minha amiga Prof. Dra. Ana Claudia Melo por ter me acolhido no seu lar e

por toda a amizade, carinho e ajuda em momentos que precisei.

Aos meus colegas de turma, em especial a Gabriela Molina pela forga e apoio
de seguir até o final este arduo trabalho realizado durante o tempo de pesquisa.

A secretaria de Pés-Graduacdo em Odontologia Neide Borges dos Reis pelo

carinho, amizade e porque sempre nos ajudou prontamente.

A todas as pessoas que de diferentes maneiras direta ou indiretamente

colaboraram para a concretizacao deste trabalho.



SUMARIO

1 ARTIGO EM PORTUGUES ......cooiiieiteeeeeeeeeeee ettt 4
PAGINA DE TITULO ..ottt ettt ettt e eae et eaeeae e 5
]S U V@ TR 6
INTRODUGAOD ...ttt ettt et et enene e 7
(012181 = 1 1Y/ TR 9
MATERIAL E METODOS ......ooiitiiieeeee ettt eeete st st ene et nestesaennanes 10
RESULTADOS . ...ttt eee et ete e e ettt st eaeeeste et ene st e eaateate et eneateetenestesaennans 13
DISCUSSAOD ...ttt ettt ettt e e see e 14
(070 N[0 I U 1YY TP 17
REFERENCIAS ...ttt e ettt ettt et e et eete et e et e eaenaeeae s 18
FIGURAS ...ttt ettt ettt ettt e et et ae et et at e et et ene et e saeteatesaennanes 24
2 ARTIGO EM INGLES ....oviiiiieicee ettt 28
TITLE PAGE ..ottt ettt ettt ettt n et en st n e 29
ABSTRACT ..ottt ettt ettt e ettt e et e e et e st e se et e et et et e ste e et e sa e e eteete e arens 30
INTRODUGCTION ... .outititieiiteeteeeteeteeeteete et ettt e ete e eesete s aes et e esaseseseaeneateseeneatesannnanes 31
MATERIAL AND METHODS ......ooivieie oottt 33
RESULTS . ..ottt ettt ettt ettt ettt et et e e e et e e e e eaen e 36
DISCUSSION ...ttt ettt et et e e e e saen s 37
(070 N[ U1 0] T 40
REFERENGCES ...... oot itiiteeete ettt ettt ea et eee e eaate et nn e e eaetestesaennans 41
FIGURES ... oottt ettt ettt ettt e e eaen s 47
ANEXO A - PARECER DO COMITE DE ETICA ...ooiiiiiieeeeeeee e, 51
ANEXO B — ANALISE ESTATISTICA COMPLEMENTAR .....covooviveeiiieeeeeceenen, 52

ANEXO C - NORMAS PARA PUBLICACAO - AMERICAN JOURNAL OF
ORTHODONTICS & DENTOFACIAL ORTHOPEDICS. ..ot 58



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

% = Porcentagem

°C = Graus Celsius

pL = Microlitro

AlEs = Antiinflamatdérios esteroidais

AINEs = Antiinflamatorios ndo esteroidais

ANOVA = Analise de Variancia

C = Controle sem movimento ortodontico

CEUA = Comité de Etica no Uso de Animais

CM = Controle com movimento ortodontico

cN = Centinewton

COX = Ciclooxigenase

COX-1 = Ciclooxigenase-1

COX-2 = Ciclooxigenase-2

Ct = Ciclo threshold

DEPC = Agua deionizada livre de RNAse

DES = Diferenga estatisticamente significante

DNA = Acido desoxirribonucleico

cDNA = DNA complementar

DNS = Diferenca nao estatisticamente significante

DP = Controle de diclofenaco potéassico, sem movimento ortoddntico
DPM = Diclofenaco potassico com movimento ortodontico
DX = Controle dexametasona sem movimento ortodontico
DXM = Dexametasona com movimento ortodéntico

et al = E colaboradores

FAO = Fator de ativacédo dos osteoclastos

FCG = Fluido crevicular gengival

Fig.= Figura
g = gravidade
h = Horas

I.C. = Intervalo de confianga

IFN-y = Interferon gama



IL = Interleucina

IL-1 = Interleucina - 1

IL-2 = Interleucina - 2

IL-3 = Interleucina - 3

IL-6 = Interleucina - 6

IL-8 = Interleucina - 8

IL-1a = Interleucina-1 alfa

IL-18 = Interleucina-1 beta

kg = Quilograma

LP = Ligamento periodontal

min = Minuto

mg = Miligrama

ml = Mililitro

n = NUumero

ng = Nanograma

NiTi = Niguel-titanio

p = Nivel de significancia

RT-PCR = Reac¢do em cadeia da polimerase em Tempo Real
PGE = Prostaglandina

PUCPR = Pontificia Universidade Catolica do Parana
ref.= Referéncia

RNA = Acido ribonucléico

RNAmM = RNA mensageiro

s = Segundos

TNF-a = Fator de necrose tumoral alfa

vs = Versus



1 ARTIGO EM PORTUGUES



PAGINA DE TiTULO

EXPRESSAO DE IL-18 NO PERIODONTO DE RATOS SOB ADMINISTRACAO DE
DEXAMETASONA E DICLOFENACO POTASSICO DURANTE A
MOVIMENTACAO DENTARIA INDUZIDA



RESUMO

Introducdo: O movimento dentario induzido € realizado através da aplicacdo de
forcas aos dentes, geralmente de pequena magnitude e longa duracdo. As citocinas
pré-inflamatérias, como IL-1B, desempenham um papel regulador na remodelagao
dos tecidos periodontais durante a movimentacdo dentéria ortoddntica. Pacientes
ortoddnticos podem estar utilizando medicamentos antiinflamatérios para tratar
doencas cronicas ou agudas, o que poderia afetar a expressao de IL-1B e, por sua
vez, a movimentacdo dentaria ortodbntica. Objetivo: Analisar os niveis de
transcricdo génica de IL-18 no periodonto de ratos em diferentes fases da
movimentagdo dentaria induzida sob tratamento com dexametasona e diclofenaco
de potassico. Métodos: Em noventa (n = 90) ratos Wistar machos, foi aplicada uma
forca de 50 cN com uma mola fechada de niquel-titinio para mover para mesial o
primeiro molar superior direito. O grupo 1 recebeu doses diarias, 0,5 mg/kg de
solucéo salina ao 0,9%, o grupo 2 recebeu doses diarias de diclofenaco potassico 5
mg/kg e o grupo 3 recebeu doses diarias de dexametasona 0,5 mg/kg.Cada um dos
grupos foram subdivididos em 0, 1, 3, 5, 7 e 14 dias. Os niveis de transcricdo génica
de IL-1B3 foram avaliados por PCR em tempo real e comparacfes entre 0S grupos
pela ANOVA, p<0,05. Resultados: Verificou-se que o estresse mecanico induziu o
aumento da transcricdo de IL-18 em cada tempo de tratamento. O diclofenaco
potassico e dexametasona provocaram a reducdo significativa da expressdo no dia
1, mas apenas o diclofenaco potassico foi capaz de reduzir os niveis de transcricdo
do gene no dia 5. Nos dias 7 e 14, ndo houve diferenca comparado com 0s
controles. Concluséo: O presente estudo mostrou evidéncias de que forcas
mecanicas induzem o aumento da expressao de IL-1B nos tecidos periodontais de
ratos. Além disso, os medicamentos antiinflamatoérios, tais como diclofenaco
potassico e dexametasona, foram capazes de reduzir tais niveis na fase inicial da

movimentagao dentaria induzida.

Palavras-chaves: Interleucina-1, Movimentacdo Dentéaria, Antiinflamatorios



INTRODUCAO

O movimento dentario induzido € realizado através da aplicacdo de forcas aos
dentes, geralmente de pequena magnitude e longa duracdo.! Na fase inicial da
movimentagdo dentaria induzida hd uma resposta inflamatoéria aguda, caracterizada
pela vasodilatagdo dos capilares e migracdo de leucdcitos, do periodonto. Esta
migracdo celular produz a sintese e secre¢ao de substancias diversas, incluindo as
prostaglandinas (PGE), fatores de crescimento e citocinas.? Como resultado,
acontece a remodelacdo de tecidos periodontais, possibilitando o movimento
dentéario.® Ao nivel celular, a remodelacéo do periodonto é composta de reabsorcédo
O0ssea adjacente ao ligamento periodontal (LP) na zona de compressao, aposicao
6ssea na zona de tensdo, degeneracdo e restabelecimento do LP,* e diversas
citocinas e hormdnios desempenham um papel importante em todo este processo.’

As citocinas afetam o0 metabolismo d&sseo e, consequentemente, a
movimentacao dentaria induzida, incluindo a interleucina (IL), como as IL-1, IL-2, IL-
3, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e interferon gama (IFN-y).!
Ambas as formas IL-1a e IL-1B sdo mais potentes na estimulacdo da reabsorcéo
6ssea que o TNF-a.°

A interleucina-1beta (IL-1B) foi uma das primeiras citocinas a ser descrita,
induzindo a expressdo de uma variedade de genes e a sintese de diversas
proteinas.” E um mediador chave na fase aguda da reacéo inflamatéria,® expressa
em grandes quantidades pelos macréfagos,® fibroblastos® e osteoclastos.’® Esta
citocina pré-inflamatéria € membro do antigamente conhecido fator de ativacédo dos
osteoclastos (FAO) e esta envolvida no processo de remodelacédo dssea. A referida
citocina, IL-1B, age de forma autdcrina/paracrina para regular a expressao dos
fatores de transcricdo, citocinas, moléculas reguladoras do crescimento e enzimas
envolvidas na diferenciacdo e na funcdo de células mesenquimais e outros tipos de
células.?

A maior incidéncia e prevaléncia de muitas doencas cronicas (asma, diabetes,
e artrite, por exemplo) tém aumentado nos ultimos anos, em parte porque a
populacdo esta com maior expectativa de vida, mas também, em alguns casos,
porque € menos saudavel. Neste contexto, os médicos cada vez mais estéo tratando

estas doencas cronicas com medicamentos.’* O movimento dentério induzido é



afetado por alguns medicamentos; por exemplo, aqueles que interferem com a
cascata do &cido araquidénico, como os antiinflamatorios esteroidais (AIES) e ndo
esteroidais (AINES), que podem inibir a movimentacao dentéaria induzida, diminuindo
o nimero de osteoclastos, provavelmente pela inibicdo de prostaglandinas.*® Assim,
também interferem com a formacdo de matriz 6ssea, reduzindo a organizacdo de
colageno e maturacdo na fase inicial da movimentacdo dentaria.’® Entdo, é
fundamental conhecer quais os medicamentos que um paciente ortoddntico esta
usando ou vai usar.**

Visto que um numero crescente de individuos necessita de tratamento
ortoddntico e, ao mesmo tempo, 0 uso de medicamentos como o AIE e AINE para
tratamento de doencas crbnicas ou agudas, sdo necessarios estudos sobre o0s
efeitos dos varios medicamentos na movimentacdo dentaria ortodontica,

especialmente em animais de experimentac&o.’



OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi analisar os niveis de transcricdo génica da interleucina-
18 (IL-1B) no periodonto de ratos com movimento dentario induzido, em diferentes
estagios da movimentagdo, sob tratamento com dexametasona e diclofenaco de

potéssico.
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MATERIAL E METODOS

Movimento ortodéntico induzido
Noventa (n = 90) ratos Wistar machos com trés meses de vida (peso médio entre
300 a 350qg) foram acomodados em gaiolas de policarbonato (trés ratos por gaiola)
sob controle de fotoperiodo com ciclo de 12/12-h claro/escuro, a temperaturas entre
19 °C e 22 °C. Todos os animais foram alimentados com uma dieta em po para
prevenir fraturas no aparelho ortodéntico e agua da torneira ad libitum durante o
periodo experimental. O estudo foi conduzido sob aprovacdo do Comité de Etica
para Uso de Animais da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR),
aprovado sob protocolo CEUA-PUCPR N° 507.

A movimentacdo dentaria induzida foi produzida pela acdo de uma mola
fechada de niquel-titanio (NiTi) (3M Unitek, ref. 344-150, Califérnia.), com uma forca

de 50 cN de magnitude®®*®

para mover mesialmente o primeiro molar superior
direito (Fig. 1). A forca foi medida utilizando um dinamémetro (Dentaurum, ndmero
1005004, Ispringen, Deutschland). N&o houve reativacdo durante o periodo
experimental. A mola foi instalada quando o animal foi sedado por injecao
intramuscular de 1,8 mg/kg de ketamina (Vetanarcol ®, Konig, Avellaneda,
Argentina) e 1,1 mg/kg de xilazina (Rompun ®, Bayer, Sdo Paulo, Brasil).

Os primeiros molares superiores direitos de todos os ratos receberam o
dispositivo ortodéntico e foram divididos em grupos: CM (controle com movimento
ortodéntico), DPM (diclofenaco potassico com movimento ortodéntico), e DXM
(dexametasona com movimento ortodontico). Os primeiros molares esquerdos nao
receberam nenhuma forca e serviram como controle do lado contralateral, de acordo
com Bletsa et al. (2006) e Lee et al. (2009), e foram divididos em grupos C (controle,
sem movimento ortoddntico), DP (controle de diclofenaco potassico, sem movimento
ortodontico) e DX (controle dexametasona sem movimento ortoddntico). Cada um
dos grupos experimentais foi subdividido em 0, 1, 3, 5, 7 e 14 dias de movimentagao
dentaria induzida (5 animais por subgrupo).

Os animais dos grupos C e CM receberam doses diarias de solucédo salina
0,9% (0,5 mg/kg) para simular o estresse da injecao, iniciando cinco dias antes da
instalacdo da mola. Nos grupos DP e DPM, os ratos receberam doses diarias

(5 mg/kg) de diclofenaco de potassio (Cataflam®, do laboratério. Novartis
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Biociéncias, Sao Paulo-SP, Brasil) via intramuscular, iniciando cinco dias antes da
instalacdo da mola.®*?!* Finalmente, os grupos de DX e DXM receberam doses
diarias (0,5 mg/kg) de dexametasona (Decadron®, do laboratorio Aché SA,
Guarulhos-SP, Brasil) via intramuscular, também iniciando cinco dias antes da
insercdo do aparelho ortodéntico. %%

Os grupos de ratos foram mortos com uma sobredose de anestésico
(ketamina, 5,4 ml/kg) em 0, 1, 3, 5, 7 e 14 dias ap0s a instalacdo da mola. A maxila
foi imediatamente dissecada e os tecidos moles aderentes foram removidos. Os
primeiros molares superiores esquerdo e direito, incluindo o seu periodonto
circundante (LP e osso alveolar), foram cortados como um bloco, todos do mesmo

tamanho.

Reacdo em cadeia da polimerase em Tempo Real (PCR)

A extracao total de RNA dos tecidos dentais e periodontais (incluindo osso alveolar,
ligamento periodontal e cemento) foi realizada, utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen, Califérnia), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
Resumidamente, o bloco foi triturado em um gral e pistilo de porcelana durante 30 s
e imediatamente foi adicionado Trizol (1 ml com 1 mg de tecido). Foi adicionado para
cada 1 ml da suspensédo, 0,2 ml de cloroformio (Sigma Co., St. Louis, MO) e
centrifugado a 12.000g por 15 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um
novo tubo, ao qual o mesmo volume de isopropanol foi adicionado. A amostra foi
agitada, incubada por 20 min a 20 °C e novamente centrifugada como descrito
anteriormente. A precipitacdo foi lavada em etanol 75% e secada a temperatura
ambiente. As amostras de RNA foram suspensas em 40 ul de agua deionizada livre
de RNAse (DEPC) 1 ml foi usado para obter a concentragdo de RNA/ul nas
amostras. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando 3 pg de RNA
através de uma reacao de transcricdo reversa (Superscript IlI; Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) como descrito anteriormente (24). Foi realizada a Reagdo em cadeia de
polimerase em Tempo Real (PCR) para analise quantitativa do RNA mensageiro
(RNAmM) em um ABI Prism 7000 Sequence Detection System usando 0 sistema
SybrGreen (Applied Biosystems, Warrington, UK). SybrGreen PCR MasterMix
(Applied Biosystems), 100 nM primers especificos, e de 2,5 ng de DNAc (ou 5 ng de

DNA) foram utilizados em cada reagao.
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As sequéncias dos primers, os tamanhos dos amplicons, e as temperaturas
de fusdo e anelamento, foram projetados usando o software Primerexpress (Applied
Biosystems). As condi¢cfes padrdao de PCR foram de 95 °C (10 min), seguidos por 40
ciclos de 94 °C (1 min), 56 °C (1 min), e 72 °C (2 min), e pela curva de desnaturacéo
padrdo. Para a andlise do RNAm, nivel relativo da expressdo génica foi calculado
em referéncia a expressdo da beta-actina na amostra, utilizando o método ciclo
threshold (Ct).

Para a analise de DNA, os niveis de expressao génica foram determinados
utilizando o método de Ct. Os controles negativos sem cDNA, e sem transcricao
reversa, também foram realizados. Um experimento representativo de trés é

apresentado nos resultados.

Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o Statistical Package to Social Sciences 18,0
para Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) e Estatistica 8 (Statsoft, Inc.Tulsa, OK). O
teste ANOVA foi utilizado para comparar as diferencas nos valores médios das
variaveis de niveis de transcricdo de IL-1B entre os grupos C, DP, DX, com presenca
ou auséncia de mola produzindo movimentacdo dentaria ortodbntica (ausente,
presente) e tempo (dias 0, 1, 3, 5, 7 e 14). Para verificar a homogeneidade, o teste
de Levene foi utilizado. O teste de Games-Howell foi utilizado para identificar

diferencas entre grupos, com um nivel de significancia de 0,05.
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RESULTADOS

Quando a expressédo de IL-1B foi analisada nos grupos estratificados pela presenca
de mola e pelo uso de drogas, mas nao pelos dias de tratamento, verificou-se que 0s
niveis de transcricdo de IL-1B foram aumentados quando comparados CM em
relacdo ao C (p = 0,000), DPM comparado com DP (p = 0,000) e na comparacao
DXM com DX (p = 0,000) (Fig. 2). Considerando o uso de drogas AINE e AIE, néo foi
observada diferenca estatisticamente significante (DNS) entre C e DP (p = 0,372), C
e DX (p = 0,825), e entre DP e DX (p = 0,720) (Fig. 2).

Quando a expresséo de IL-1B foi comparada segundo dias de tratamento, n&do
estratificada pela presenca ou auséncia de mola e administracdo de drogas,
constatou-se que os niveis de transcricdo aumentaram nos dias 1 (p = 0,001), 3 (p =
0,001),5 (p = 0,003), 7 (p = 0,001) e 14 (p = 0,001) em relacédo ao dia zero. Houve
uma expressao similar nos dias 1, 3, 5. No entanto, no dia 7, os niveis de expressao
comegaram a diminuir consideravelmente em comparagao com o dia 5 (p = 0,012) e
mantiveram-se baixos no dia 14 com moderada reducé&o (p = 0,006) (Fig. 3).

Quando as amostras foram estratificadas por trés variaveis: i) presenca ou
auséncia de mola, ii) uso de drogas, e iii) tempo de tratamento, a expresséao de IL-1[3
mostrou diferenca estatisticamente significante (DES) entre 0s grupos com e sem
mola, em cada tempo de tratamento (p<0,05). Comparado as trés variaveis entre 0s
grupos submetidos a movimentacdo dentaria, verificou-se que diminuicdo da
expressdo de IL-1B em DPM quando comparada com CM (p = 0,001) e DXM
comparada com CM (p = 0,030) no dia 1; além disso, DNS entre DPM e DXM foi
encontrada. DNS foi encontrada entre CM, DPM e DXM no dia 3. No entanto,
verificou-se DES no DPM versus CM (p = 0,000) e DPM versus DXM (p = 0,007) no
dia 5. Aos 7 e 14 dias, DNS foi encontrada entre o CM, o DPM e DXM (Fig. 4).
Embora DPM comecou a diminuir no dia 5 em comparagéo com o dia 3 (p = 0,000),
DXM comecou a diminuir no dia 7 (p = 0,001) em comparacdo com o dia 5 (Fig. 4).
No entanto, nos grupos que ndo receberam a droga, a expressao de IL-13 diminuiu
no dia 7 (Fig. 4).
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DISCUSSAO

A movimentacdo dentaria ortodbntica depende diretamente das mudancas que
ocorrem no ligamento periodontal, que é um tecido conjuntivo altamente
vascularizado e celularizado que une a raiz do dente ao osso alveolar circundante.?
O complexo processo que envolve a remodelacdo 0ssea € afetado por citocinas pro-
inflamatorias, por exemplo, a IL-1B (1). Algumas drogas, como AlEs e AINEs, podem
influenciar o movimento dentario; portanto, os ortodontistas devem estar cientes
desta interacdo.*® Para investigar as mudancas na expressdo de IL-1B durante a
remodelacdo periodontal devido & movimentagéo dentaria sob medicacdo de AINE e
AIE, o periodonto de ratos submetidos a movimentacéo dentaria ortodéntica induzida
foi estudado.

Muitos estudos sobre a movimentacdo dentaria tém sido realizados em

modelo experimental, particularmente com ratos,**¢*7%0

gue ainda continua sendo
o modelo de escolha, apesar de algumas limitaces anatomicas e fisiolégicas.?® Os
primeiros molares superiores direitos de todos os ratos receberam o aparelho
ortodontico e os primeiros molares esquerdos nédo receberam aparelho e serviram
como controle, lado contralateral, como mostrado em estudos anteriores.*®?’

Foi proposto que a IL-1B, produzida localmente por células ativadas
mecanicamente, € responsavel por mediar as fases (reabsorcdo e formacéo) de
remodelacdo do tecido conjuntivo.’?® A imunolocalizagdo da IL-18 nos tecidos
periodontais de dentes caninos de gatos seguida a aplicacdo de uma forca de
inclinacdo® forneceu a primeira evidéncia experimental de apoio a esta hipétese.

2230 o estudos clinicos no fluido crevicular

Estudos experimentais posteriores
gengival (FCG)*** tém demonstrado que a IL-1B é elevada durante o movimento
ortodontico dentario. De acordo com 0s estudos previamente mencionados, N0OSS0S
resultados mostraram que a forca mecanica, no lado com a accao da mola, induziu
aumento da expressdo de IL-1B em todos os dias de movimentacdo dentaria
induzida, mas né&o no lado contralateral.

Em fases iniciais de ativacdo do aparelho, os niveis de IL-1B nos dentes
controle e experimentais mostraram um aumento significativo em 24 h.**3* O nivel
méaximo de citocinas foram detectadas no dia 3 apos a aplicacdo de forca

34-35

ortoddntica, reduzindo em até 7 dias.>** Entdo, eles baixaram ao nivel basal
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entre 14-28 dias.*> Em nossos achados, nos dentes controle e experimentais,
também foi observado que os niveis de transcricdo do gene IL-13 aumentaram nos
dias 1, 3, 5, e diminuiram significativamente no dia 7, mantendo-se baixos no dia 14,
considerando-se ambos 0s grupos, com ou sem mola, e com e sem 0 uso de
drogas. A mola ndo requereu reativagdo durante o experimento. Esse fato pode
explicar a razdo que os niveis de IL-1B diminuiram a partir do dia 7.3

Os niveis de IL-1p aumentaram rapidamente no FCG em humanos e a PGE
teve seu pico de producdo mais tarde (24-48 horas), sugerindo que a IL-1B pode
aumentar a producdo de PGE no estresse mecanico do ligamento periodontal.®3!
A inibicdo da ciclooxigenase resultou na exacerbacao da producao de colagenase e
atividade mediada pela IL-18, bem como a atenuacdo de niveis de sintese de
procolageno tipo IV pelas células endoteliais in vitro.*® A supresséo de formacdo
0ssea com AINE pode ser devida a inibicdo da ciclooxigenase-1 (COX-1) e
ciclooxigenase-2 (COX-2) ou através de vias néo identificadas.***’ Foi demonstrado
em ratos que ambos os inibidores especificos da COX-2, rofecoxib, e inespecifico de
COX, diclofenaco, foram eficazes para inibir a movimentacdo dentaria.'®3® Além
disso, o diclofenaco reduziu o nimero de osteoblastos nos primeiros estagios da
cicatrizacdo 6ssea.?

Estudos mostram que o uso de corticosterdides administrados em ratos
Wistar adultos com aparelho ndo afetou a magnitude do movimento dentario
ortoddntico em comparacéo com os controles.®® Em contrapartida, foi descrito que a
movimentacdo dentaria em ratos foi inibida pela hidrocortisona.*® O tratamento
agudo com corticosterdide reduziu a reabsorcao e formacdo 6ssea, com estimulo
mecanico, enquanto que o tratamento crénico com esterdides levou a uma reacéo
biolégica aumentada a perturbagdo mecénica, indicando que o nivel de forca
ortodontica deve ser reduzida e controlada com mais freqiéncia em pacientes sob
tratamento cronico com esteréides.?’ O efeito dos corticosterdides sobre os
componentes do 0sso continua a ser elucidado. Foi sugerido que a dexametasona
inibe a producdo dos osteoclastos.”* No entanto, existem controvérsias quanto aos
efeitos dos corticosterbides sobre 0 movimento dentario. Também foi sugerido que a
dexametasona aumenta a osteoclastogénese e estimula a reabsorgéo 6ssea.*?

Nosso estudo mostrou que a expressdo de IL-1B8 sob movimentagao

ortodbntica diminuiu significativamente no dia 1 em grupos com diclofenaco e
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dexametasona, e no dia 5 em grupos usando o diclofenaco. No dia 5, os niveis de
IL-18 no diclofenaco reduziram significativamente, mais que a dexametasona. No
entanto, a falta de significancia no grupo com dexametasona em relacdo ao grupo
controle pode ser devido ao grande espectro de variagcdo na expressao observado
no grupo dexametasona. A expressao com o uso de medicamentos n&o diferiu entre
0S grupos que nédo receberam a mola (Fig. 4).

Uma das limitacdes deste estudo foi a inclusdo de dentes ao invés de apenas
os tecidos periodontais (ligamento periodontal, osso alveolar e cemento), o que seria
a estrutura onde o fendbmeno de remodelacdo ocorre. Embora o0 movimento
ortoddntico possa afetar a polpa dentaria, induzindo alteraces vasculares,**** a
expressao de IL-1B em tecidos pulpares pode nao ser afetadas, como mostrado em
um estudo que investigou lesbBes periapicais, que representa uma condi¢ao
inflamatéria.*®

O presente estudo mostrou um aumento nos niveis de transcricdo do gene IL-
18 em grupos sob movimentacao dentéria induzida e um decréscimo nos grupos sob
uso de drogas no dia 1 e 5. Como mencionado anteriormente, a IL-18 aumenta a
producédo de prostaglandina e induz a remodelacéo do osso alveolar e LP durante a
movimentacgdo dentaria previa a producdo de nova matriz extracelular.”® Assim, a
movimentacdo dentaria pode ser modificada pelo entorno médico do paciente ou
pela medicacéo prescrita.*® Embora a extrapolacéo a partir da resposta de ratos ao
paciente seja complexa, o0 ortodontista deve identificar esses pacientes
cuidadosamente, questionando-os sobre seu historico de medicacdo. Seguindo o0s
resultados obtidos recomenda-se que a investigacdo deve ser parte de cada

diagndstico ortodontico e util para a pratica clinica.
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CONCLUSAO

O presente estudo mostra as seguintes evidéncias:

1. O movimento dentario induzido leva ao aumento da expressao da IL-1p nos
tecidos periodontais de ratos.

2. O movimento dentario induzido em ratos sob a acdo de drogas
antiinflamatorias, tais como o diclofenaco potassico e a dexametasona
inibiram a expressdo da IL-1B3, no processo inflamatério durante as fases

iniciais da movimentacao dentaria.
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FIGURAS

Fig. 1. Aparelho usado para mover o primeiro molar superior para mesial.

24



25

Movimento(mola)
4,500 —
s I Ausente
¥ e = I Presente
4,000
FR _DN_S_ =
3,500 - s
== D
3,000 : »
Q | - \
AR
o 2500 | -+ |
X | = ¢ |
® 3000 |§ | | =
O S | |
- i o
1500~ | kS 13
| I8 | &
l 1T |
1000 |
| : |
0,500 : | I
L-T L_I (R E
0,000 -
T T T
c DP DX

Medicamento

Fig. 2. Expressdo quantitativa de IL-1B analisada nos grupos com e sem mola,
estratificada por uso de drogas, mas nao por dias de tratamento. As linhas pretas
indicam o valor de p nas comparac¢des C vs CM, DP vs DPM e DX vs DXM em
grupos com e sem mola. Linhas rosas segmentadas indicam diferencas nao

estatisticamente significativas (DNS) entre os grupos com mola.
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ABSTRACT

Introduction: Induced tooth movement is accomplished by the application of forces
to teeth, usually of small magnitude and long duration. Pro-inflammatory cytokines
such as IL-1B, play regulatory roles in the periodontal tissues remodeling during
orthodontic tooth movement. Orthodontic patients may use anti-inflammatory drugs
to outcome chronic or acute diseases, which could affect IL-18 expression, and in
turn orthodontic tooth movement. Objective: Was to analyze the levels of IL-1B8 gene
transcripts in the periodontum of rats at different stages of tooth movement under
dexamethasone and diclofenac potassium treatment. Methods: Ninety (n=90) male
Wistar rats were used, 50 cN force was applied with a closed nickel-titanium coil
spring to move mesially the maxillary right first molars. Group 1 received daily doses
of 0.9% saline solution (0.5 mg/kg), group 2 received daily doses of diclofenac
potassium (5 mg/kg) and group 3 received daily doses of dexamethasone (0.5
mg/kg). IL-1B gene transcription levels were evaluated by Real-time PCR and
compared between groups by ANOVA, p<0.05. Results: It was found that
mechanical stress induced the increase of IL-1@ transcription at each treatment time.
Diclofenac potassium and dexamethasone induced significant reduction of
expression at day 1 but only diclofenac potassium was able to reduce levels of gene
transcripts at day 5. At days 7 and 14, no difference was observed compared with the
controls. Conclusion: The present study showed evidence that mechanical forces
induce the increase of IL-13 expression in the periodontal tissues of rats. Moreover,
anti-inflammatory drugs, such as diclofenac potassium and dexamethasone, were

able to reduce such levels at the initial phases of tooth movement.

Keywords: Interleukin-1, Tooth movement, Anti-Inflamatory Agents
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INTRODUCTION

Induced tooth movement is accomplished by the application of forces to teeth,
usually of small magnitude and long duration.! An acute inflammatory response is
initiated at the early phase of induced tooth movement, characterized by periodontal
vasodilatation and migration of leucocytes out of the capillaries. These migratory
cells produce numerous substances, including prostaglandins, growth factors, and
cytokines.”> At the cellular level, remodeling of the periodontum consists of bone
resorption adjacent to the periodontal ligament (PDL) in the compression zone, bone
apposition in the tension zone, and degeneration and re-establishment of the PDL.>
As a result, tooth movement takes place.* Then, various cytokines and hormones
play an important role in this process.” Cytokines that were found to affect bone
metabolism, and thereby induced tooth movement, include interleukin (IL) as, IL-1,
IL-2, IL-3, IL-6, IL-8, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), and gamma interferon
(IFN-y).* Both IL-1a and IL-1B are more potent in stimulating bone resorption than the
TNF-a.°

IL-18 is one of the first cytokines described, inducing the expression of a
variety of genes and the synthesis of several proteins.” It is a key mediator in acute-
phase inflammatory reactions,® expressed in large quantities by macrophages,®
fibroblasts,” and osteoclasts.’® This pro-inflammatory cytokine is a member of the
formerly known osteoclast-activating factor (OAF) and has been implicated in the
bone remodeling process. IL-1 acts in an autocrine/paracrine manner to regulate
the expression of transcription factors, cytokines, growth regulatory molecules, and
enzymes involved in the differentiation and function of mesenchymal and other cell
types.*

The incidence and prevalence of many chronic conditions (asthma, diabetes,
elevated cholesterol and arthritis, for example) have increased in recent years, in part
because the population is aging but also, in some cases, because it is less healthy.
In this context, more and more doctors are treating chronic illnesses with drugs.**
Some drugs affect tooth movement; for instance, those which interfere with
arachidonic acid cascade, such as steroidal anti-inflammatory (SAID) and
nonsteroidal anti-inflammatory (NSAID) drugs, may inhibit the tooth movement,

diminish the number of osteoclasts, probably by inhibiting the prostaglandins12 and,
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at the same time, interfere with bone matrix formation, reducing collagen organization
and maturation in the initial phases of tooth movement.™® Then, it is critical to know
what medications an orthodontic patient is using or will use.**

Since an increasing number of people require orthodontic treatment and, at
the same time, use medications such as SAID and NSAID to treat chronic or acute
diseases, there is a need for studies on the effects of various medications on
orthodontic tooth movement, especially in animal models.'®> Thus, the aim of this
study was to analyze the levels of IL-1B gene transcripts in the periodontum of rats
submited to induced tooth movement at different times under dexamethasone and

diclofenac potassium treatment.
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MATERIAL AND METHODS

Orthodontic movement induced

Ninety (n=90) 3-month male Wistar rats (average weight of 350 g) were housed in
polycarbonate cages (three rats per cage) under a standard 12/12-h light/dark cycle
at temperatures between 19°C and 22°C. All animals were fed a powdered diet to
prevent fracture in orthodontic apparatus with tape water ad libitum during the
experimental period. The study was conducted under approval from the Ethical
Committee for Animal Use at Pontifical Catholic University of Parand (PUCPR),
approved under protocol CEUA-PUCPR n° 507.

The orthodontic movement was produced by a nickel-titanium (NiTi) closed-
coil spring (3M Unitek, ref. 344-150, California, USA), that applied a force of 50 cN
magnitude (16, 17, 27) to move mesially the maxillary first right molars (Fig. 1). The
force was measured using a Dynamometer gauge (Dentaurum, number 1005004,
Ispringen, Deutschland). The coil spring was set while the animal was sedated by
intramuscular injection of 1.8 mg/kg ketamine (Vetanarcol®, Konig, Avellaneda,
Argentina) and 1.1 mg/kg xylazine (Rompun®, Bayer, S&do Paulo, Brazil).

The maxillary right first molars of all rats received the orthodontic appliance
and were divided into groups: CM (control with orthodontic movement), DPM
(diclofenac potassium with orthodontic movement), and DXM (dexamethasone with
orthodontic movement). There was no reactivation during the experimental period.
The left first molars were not given any force and served as the contralateral control
side, according to Bletsa et al. (2006) and Lee et al. (2009), and were divided into
groups C (control, without orthodontic movement), DP (diclofenac potassium control
without orthodontic movement), and DX (dexamethasone control without orthodontic
movement). Each of the experimental groups was subdivided into O, 1, 3, 5, 7, and
14 days of tooth movement (5 rats per subgroup).

The animals in the C and CM groups received daily doses of 0.9% (5mg/kg)
saline solution to simulate injection stress, starting five days before the coil spring
installation. In the DP and DPM groups, the rats received daily doses (5 mg/kg) of
diclofenac potassium (Cataflam®, Lab. Novartis Biociéncias, Sdo Paulo-SP, Brazil)
by intramuscular injection, starting five days before the coil spring installation.**%

Finally, the DX and DXM groups received daily doses (0.5 mg/kg) of dexamethasone
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(Decadron®, Ache Lab S.A., Guarulhos-SP, Brazil) intramuscularly, also starting five
days before the orthodontic appliance insertion.?>#

Groups of rats were euthanized with an overdose of anesthetic (Ketamine, 5.4
ml/kg) at O, 1, 3, 5, 7, and 14 days after the coil spring installation. The maxilla was
immediately dissected free and the adherent soft tissues were removed. The left and
right first upper molars, including its surrounding periodontium (PDL and alveolar

bone), were cut as a block carefully, all the same size.

Real Time polymerase chain reaction (PCR)

The extraction of total RNA from dental and periodontal tissues (comprising alveolar
bone, periodontal ligament, and cementum) was performed using Trizol®Reagent
(Invitrogen, California, USA) reagent, following the protocol recommended by the
manufacturer. Briefly, the block was crushed in a porcelain mortar and pestle for 30 s
and Trizol (1 ml to 1 mg of tissue) was added to the sample. For each 1 ml of the
suspension, 0.2 ml chloroform (Sigma Co., St. Louis, MO) was added and
centrifuged at 12,000 g for 15 min at 4°C. The aqueous phase was transferred to a
new tube, to which the same volume of isopropanol was also added. The sample
was shaken, incubated for 20 min at 20°C and centrifuged again as previously
described. The precipitate was washed in 75% ethanol and dried at room
temperature. RNA samples were suspended in 40 pl of deionized RNAse free water
(DEPC) one ul was used to obtain the concentration of RNA/ul in the samples. The
complementary DNA (cDNA) was synthesized using 3 pg of RNA through a reverse
transcription reaction (Superscript Ill; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), as previously
described.?® Real-time polymerase chain reaction (PCR) quantitative messenger
RNA (mRNA) analyses were performed in an ABI Prism 7000 Sequence Detection
System using the SybrGreen system (Applied Biosystems, Warrington, UK).
SybrGreen PCR MasterMix (Applied Biosystems), 100 nM specific primers, and 2.5
ng of cDNA (or 5 ng of DNA) were used in each reaction.

The primer sequences, the predicted amplicon sizes, and the annealing and
melting temperatures, designed using the Primerexpress software (Applied
Biosystems). The standard PCR conditions were 95°C (10 min), followed by 40
cycles of 94°C (1 min), 56°C (1 min), and 72°C (2 min), and by the standard
denaturation curve. For mRNA analysis, the relative level of gene expression was
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calculated in reference to beta-actin expression in the sample, using the cycle
threshold (Ct) method.

For DNA analysis, gene expression levels were determined using the Ct
method. Negative controls without cDNA, and without reverse transcriptase, were

also performed. One representative experiment of three is presented in the results.

Statistical analysis

Data were analyzed using the Statistical Package for the Social Sciences 18.0 for
Windows (SPSS, Inc., Chicago, IL, EUA) and Statistic 8 (Statsoft, Inc.Tulsa, OK,
EUA). ANOVA test was used to compare differences in the mean values of the
variable IL-1f transcript levels between the groups C, DP, DX, presence or absence
of coil spring producing orthodontic tooth movement (absent, present), and time
(days 0O, 1, 3, 5, 7, and 14). To verify homogeneity, Levene test was used. Games-
Howell test was used to identify intergroup differences, with a significance level of
0.05.
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RESULTS

In the same way, when the IL-1B expression was analyzed in the groups stratified by
coil spring presence and by drug use, but not for days of treatment, it was found that
the levels of IL-1[ transcripts were increased in the CM compared with C (p=0.000),
DPM compared with DP (p=0.000) and in the DXM compared with DX (p=0.000) (Fig.
2). Considering the use of NSAID and SAID drugs, it was observed no statistically
significant difference (NSD) between C and DP (p=0.372), C and DX (p=0.825), and
between DP and DX (p=0.720) (Fig. 2).

When IL-1B expression was compared according to days of treatment, no
stratified by presence or absence of coil spring and drug administration, it was found
that the transcript levels were increased on days 1 (p=0.001), 3 (p=0.001), 5
(p=0.003), 7 (p=0.001) and 14 (p=0.001) in relation to day zero. There was a similar
expression at days 1, 3, 5. However, at day 7, the levels of expression started to
decrease considerably compared with day 5 (p=0.012) and it remained low at day 14
with moderate decrease (p=0.006) (Fig. 3).

When the samples were stratified by the three variables: i) coil spring
presence or absence, ii) drugs use, and iii) time of treatment, IL-13 expression
showed SSD between groups with and without coil spring at each treatment time
(p<0.05). Compared the three variables between the groups under tooth movement,
it was found an IL-1 expression decreased on DPM compared with CM (p=0.001)
and DXM compared with CM (p=0.030) at the day 1; furthermore, NSD was found
between DPM and DXM. NSD was found between CM, DPM and DXM at day 3.
Nevertheless, it was found SSD in DPM vs CM (p=0.000) and DPM vs DXM
(p=0.007) at day 5. At 7 and 14 days, NSD was found between CM, DPM and DXM
(Fig. 4). While DPM started to decrease at day 5 compared with at day 3 (p=0.000),
DXM started to decrease at day 7 (p=0.001) compared with day 5 (Fig. 4). However,
in the groups which did not receive the drugs, IL-13 expression decreased from day 7
on (Fig. 4).
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DISCUSSION

Orthodontic tooth movement directly depends on changes occurring at periodontal
ligament, a highly vascularized and cellularized connective tissue that attaches tooth
root to the surrounding alveolar bone.?* The complex process that involves bone
remodeling is affected by pro-inflammatory cytokines, for instance IL-1B." Some
drugs such as SAIDs and NSAIDs, may influence tooth movement; thus,
orthodontists should be aware of this drug interaction.** To investigate the changes
in the IL-13 expression during periodontal remodeling due to tooth movement under
NSAID and SAID, periodontal tissues of rats under induced orthodontic tooth
movement were studied.

Many studies on tooth movement have been carried out in experimental

model, particularly with rats,*3¢-719

which remains the model of choice despite
some anatomical and physiological shortcomings.? The maxillary right first molars of
all rats received the orthodontic appliance and the left first molars were not given any
force and served as the contralateral control side as shown in previous studies.*®°

It was proposed that IL-1B, produced locally by mechanically activated cells, is
responsible for mediating both the resorptive and formative phases of connective
tissue remodeling.»?® The immunolocalization of IL-1B in the periodontal tissues of
cat canine teeth following the application of a tipping force provided the first
experimental evidence in support of this hypothesis.?® Posterior experimental

studies!®*°

and clinical studies in gingival crevicular fluid (GCF) have shown that IL-
1B is elevated during orthodontic tooth movement.®* In accordance with previous
studies, our results showed that mechanical forces, coil spring side presence,
induced increased expression of IL-1B in all days of treatment, but not in the
contralateral side.

At early phases of appliance activation, IL-1B levels at control and
experimental teeth showed a significant increase at 24 h.>** Maximal cytokine levels

were detected on day 3 after the application of orthodontic force,***°

reducing within
7 days.*** Then, they dropped to baseline by 14-28 days.*® In our findings, it was
also observed that levels of IL-18 gene transcripts were increased at days 1, 3, 5,
and decreased significantly at day 7, remaining low on day 14, even considering

groups with/without spring coil and with/without drugs use. The coil spring did not
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require reactivation during the experiment. This fact may explain the reason that IL-
1B levels were decreased from day 7.3

Our study shows that IL-18 expression under orthodontic tooth movement
decreased significantly at day 1 in groups using diclofenac and dexamethasone, and
at day 5 in groups using diclofenac. At day 5, diclofenac reduced significantly more
the levels of IL-1B than dexamethasone. However, the lack of significance of group
with dexamethasone in relation the control group may be due to the high spectrum of
variance in the expression observed in the dexamethasone group. The expression
with the use of drugs did not differ between groups which did not receive the coll
spring (Fig. 4).

IL-1P levels increased rapidly in the GCF in humans and the PGE production
peaked later (24 to 48 hours), suggesting that IL-18 may enhance PGE production in
mechanically stressed periodontal ligament.*>*! Cyclooxygenase inhibition resulted
in exacerbation of IL-18 mediated collagenase production and activity, as well as
attenuation of type IV procollagen synthesis levels by endothelial cells in vitro.%®
NSAID suppression of bone ingrowths may be due to cyclooxygenase-1 (COX-1) and
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibition or through unidentified pathways.®” It was
shown in rats, that both inhibitors selective COX-2 rofecoxib and nonspecific COX
diclofenac were effective to inhibiting dental movement.'®*® Also, diclofenac reduced
the number of osteoblasts at early stages of bone healing.?°

Studies show that the use of corticosteroids administered to mature male
Wistar rats with an orthodontic appliance did not affect the magnitude of orthodontic
tooth movement compared with the controls.*® In contrast, it was reported that tooth
movement in rats was inhibited by hydrocortisone.*® Acute treatment with
corticosteroid drug suppressed bone resorption and formation with mechanical
stimulus, whereas chronic steroid treatment led to an increased biological reaction to
mechanical perturbation indicating that the orthodontic force level should be reduced
and controlled more frequently in patients under chronic steroid treatment.?® The
effect of corticosteroids on bone components remains to be elucidated. It was
suggest that dexamethasone inhibits the production of osteoclasts.* However,
controversy exists as to the effects of corticosteroids on tooth movement. It was also
suggested that dexamethasone increases osteoclastogenesis and stimulates bone

resorption.*
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One of the limitations of this study is the inclusion of dental more than only
periodontal tissues (alveolar bone, ligament and cement), which would be the hotspot
structure where the remodeling phenomenon takes place. Although orthodontic

4344 the expression

movement may affect the dental pulp, inducing vascular changes,
of IL-1B in pulpal tissues may be not affected, as shown in a study investigating
periapical lesions, which represents an inflammatory condition.*®

This study showed an increase in the levels of IL-18 gene transcripts in groups
under induced tooth movement and a decrease in groups under drugs use at day 1
and 5. As previously mentioned, IL-138 enhances prostaglandin production and
induces alveolar bone and PDL remodeling during tooth movement prior to the
production of new extracellular matrix.?* Thus, tooth movement can be modified by
the patient’s medical context or by the medication prescribed.*® Although the
extrapolation from the rat response to the patient must be complex, the orthodontist
should identify these patients by carefully questioning them about their medication
history. It is recommended that such an inquiry should be part of every orthodontic

diagnosis and helpful to clinical practice.
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CONCLUSION

The present study showes following evidence:

1. Induced tooth movement led to the increase of IL-13 expression in the
periodontal tissues of rats.

2. Induced tooth movement in rats under anti-inflammatory drugs use, such as
diclofenac potassium and dexamethasone, inhibed IL-1B expression at the

inflammatory process during the initial phases of tooth movement.
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FIGURES

Fig. 1. Appliance used to move the maxillary first molars mesially.
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ANEXO B — ANALISE ESTATISTICA COMPLEMENTAR

ANNOVA para IL-18 mRNA — Movimento (mola)

Movimento N Média Desvio Padréo
Ausente 90 0,163 0,167
Presente 75 2,779 1,761

Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores de movimentos discriminando dados de Dias de Tratamento e Medicamento
Legenda: N 2 Quantidade de dados analisados

Teste de homogeneidade de variancias para IL-18 mRNA — Movimento (mola)
Statisticas de Levene | dfl df2 Sig.
181,578486 1 163 0,000
Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores de movimentos discriminando dados de Dias de Tratamento e Medicamento
Nota 2: Distribuicdo homogénea p<0,05

Teste de Between-Subjects Effects para IL-13 mRNA — Movimento (mola)
Soma de quadrados do tipo Il |df | Quadrado de Média F Sig.
257,4936| 1 257,49 | 324,27 0,000
Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores de movimentos discriminando dados de Dias de Tratamento e Medicamento
Note 2: Calculado usando p<0,05
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ANNOVA para IL-18 mRNA — Medicamento

Medicamento N Média | Desvio Padréo
C 55|1,574727 2,005432
DP 55]1,120364 1,491178
DX 5511,361818 1,769533
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Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores de medicamentos discriminando dados de Dias de Tratamento e Movimento
Legenda: N = Quantidade de dados analisados

Teste de homogeneidade de variancias para IL-18 mRNA — Medicamento
Statisticas de Levene |[dfl df2 Sig.
3,68759| 2 162]0,027157
Fonte: Valores da Pesquisa

Nota: Valores de medicamentos discriminando dados de Dias de Tratamento e Movimento
Nota 2: Distribuicdo homogénea p<0,05

Teste de comparacdes multiplas Games-Howell para IL-18 mRNA - Medicamento
C DP DX Diferencga intergrupo
yto yto T p
1,57 £ 2,00 1,20+ 1,49 1,36 + 1,77 DNS

Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores de medicamentos discriminando dados de Dias de Tratamento e Movimento
Note 2: Calculado usando p<0,05
Legendas: C - Grupo de Controle
DP - Diclofenaco de Potassio
DX - Dexametasona
% * 0 2 Média + Desvio Padrao
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NSD

NSD

2,000+

«Q
v
S ¢
£ 1,500 =T
>
& ¢
0]
1,000 -
NSD
0,500 =
I I I
C DP DX

Medicamento
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Teste de homogeneidade de varidncias para IL-18 mRNA — Movimento (mola) e
Medicamento

Statisticas de Levene |dfl df2 Sig.
31,64178836| 5 159 0,000

Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores discriminando dados de Dias de Tratamento
Nota 2: Distribuicdo homogénea p<0,05

Teste de comparagBes multiplas Games-Howell para IL-18 mRNA — Movimento (mola) e
Medicamento

Movimento C DP DX Diferenca intergrupo
(mola) xto Yto Yto p
Ausente | 0,16 +£0,15 0,16 £1,32 0,17 £ 0,21 DNS
Presente | 3,27 +1,87 2,27 + 1,57 2,79+ 1,76 DNS
Diferenca
intergrupo 0,000 0,000 0,000
p

Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores discriminando dados de Dias de Tratamento
Note 2: Calculado usando p<0,05
Legendas: C - Grupo de Controle
DP - Diclofenaco de Potassio
DX - Dexametasona
% * 0 2 Média + Desvio Padrao
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Teste de homogeneidade de variancias para IL-13 mRNA — Dias de Tratamento

Statisticas de Levene

dfl df2 Sig.

22,92695491

5 159 0,000

Fonte: Valores da Pesquisa

Nota: Valores discriminando dados de Movimento e Medicamento
Nota 2: Distribuicdo homogénea p<0,05

Teste de comparag¢des multiplas Games-Howell para IL-18 mRNA — Dias de Tratamento

Dias de e Diferenca intergrupo
Tratamento _ p
0x1(p=0,001), 0x3(p=0,001), 0x5(p=0,003), 0x7(p=0,001),
0 018 + 0,14 (p ), 0x3(p 0X14(?O :o,ogpl) ), Ox7(p )
1 1,98+2,15 1x0(p=0,001), 1x7(p=0,007), 1x14(p=0,004)
3 1,94+ 2,10 3x0(p=0,001), 3x7(p=0,009), 3x14(p=0,005)
5 1,90 + 2,27 5x0(p=0,003), 5x7(p=0,012), 5x14(p=0,006)
7 0,81+0,72 7x0(p=0,001), 7x1(p=0,007), 7x3(p=0,009), 7x5(p=0,012)
14 0,72 +0,64 | 14x0(p=0,001), 14x1(p=0,004), 14x3(p=0,005), 14x5(p=0,006)

Fonte: Valores da Pesquisa

Nota: Valores discriminando dados de Movimento e Medicamento
Note 2: Calculado usando p<0,05

Legenda: y * o> Média = Desvio Padréo
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Teste de comparacdes multiplas Games-Howell para IL-18 mRNA — Dias de Tratamento,
Movimento (mola) e Medicamento

Dias de _ &xCM _ DPxDPM _ DXxDXM
Tratamento (x*xo)x( x*ao) (x*xo)x(x*ao) (yxxo)x(x*o)

1 (0,04 +0,06) x (4,90 +0,96) [ (0,08 +0,08)x(3,06+1,73) [(0,11+0,10) x (3,67 + 0,66)
p=0,009 p=0,000 p=0,006

3 (0,26 +0,18) x (4,12 +1,56) | (0,16 £0,17) x (3,59 + 2,26) [ (0,19 £0,20) x (3,34 +1,12)
p=0,000 p=0,000 p=0,000

5 (0,13+0,16) x (4,63+1,33) [ (0,15+0,11) x(2,31+0,82) | (0,32 +£0,42) x (3,86 + 3,09)
p=0,041 p=0,000 p=0,000

7 (0,21 +£0,14) x (1,29 £0,17) | (0,22 £0,21) x (1,07 +£0,23) | (0,13 £0,14) x (1,92 + 0,46)
p=0,001 p=0,022 p=0,019

14 (0,11+0,13) x (1,43+0,34) | (0,218 +0,08) x (1,33 +0,23) | (0,09 +0,12) x (1,17 +0,34)
p=0,017 p=0,005 p=0,041

Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Valores de Medicamento discriminando dados de Dias de Tratamento e Movimento
Note 2: Calculado usando p<0,05

Legendas: C - Grupo de Controle sem Movimento (mola)
CM - Grupo de Controle com Movimento (mola)
DP - Diclofenaco de Potassio sem Movimento (mola)
DPM -> Diclofenaco de Potassio com Movimento (mola)
DX - Dexametasona sem Movimento (mola)
DXM - Dexametasona com Movimento (mola)
¥ * 0 > Média *+ Desvio Padréo
Movimento (mola)
Ausente Presente
7,500 — ~
8
7,000 — =
] g R
6,500 — =
g
6000 0 T
5,500 —
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w
§
1

41} {”f
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I I I
1 3 5 7 14
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Teste de comparacdes multiplas Games-Howell para IL-18 mRNA — Dias de Tratamento,

Movimento (mola) e Medicamento

Movimento Dias CcM DPM DXM Diferenca intergrupo
(mola) yto yto xto P
DPMxCM(p=0,001),
1|1 490+0,96 | 3,06 +1,73 | 3,67 £ 0,66 DXMxCM(p=0,030)
3|1412+1,56 | 359+226|3,34+1,12 DNS
Presente DPMxCM(p=0,000),
5| 4031331 5314082386300 DPMxDXI\EI?pIO,OO%)
71129+0,17|1,07+£0,23 | 1,92+0,46 DNS
14|1,43+0,34 |1,33+0,23|1,17+£0,34 DNS
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Fonte: Valores da Pesquisa
Nota: Calculado usando p<0,05
Legendas: CM - Grupo de Controle com Movimento (mola)
DPM - Diclofenaco de Potassio com Movimento (mola)
DXM - Dexametasona com Movimento (mola)
% * 0 2> Média + Desvio Padrao
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ANEXO C — NORMAS PARA PUBLICACAO — AMERICAN JOURNAL OF
ORTHODONTICS & DENTOFACIAL ORTHOPEDICS

Information for Authors

Electronic manuscript submission and review

The American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics uses the Elsevier Editorial System
(EES), an online manuscript submission and review system.

To submit or review an article, please go to the AJO-DO EES website: ees.elsevier.com/ajodo .

Send other correspondence to:

Dr. Vincent G. Kokich, DDS, MSD, Editor-in-Chief

American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics
University of Washington

Department of Orthodontics, D-569

HSC Box 357446

Seattle, WA 98195-7446

Telephone (206) 221-5413

E-mail: vgkokich@u.washington.edu

General Information

The American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics publishes original research,
reviews, case reports, clinical material, and other material related to orthodontics and dentofacial
orthopedics.

Submitted manuscripts must be original, written in English, and not published or under consideration
elsewhere. Manuscripts will be reviewed by the editor and consultants and are subject to editorial
revision. Authors should follow the guidelines below.

Statements and opinions expressed in the articles and communications herein are those of the
author(s) and not necessarily those of the editor(s) or publisher, and the editor( s) and publisher
disclaim any responsibility or liability for such material. Neither the editor(s) nor the publisher
guarantees, warrants, or endorses any product or service advertised in this publication; neither do
they guarantee any claimmade by themanufacturer of any product or service. Each reader must
determine whether to act on the informationin this publication, and neither the Journal nor its
sponsoring organizations shall be liable for any injury due to the publication of erroneous information.

Guidelines for Original Articles

Submit Original Articles via EES: ees.elsevier.com/ajodo . Organize your submission as follows.

1. Title Page. Put all information pertaining to the authors in a separate document. Include the title of
the article, full name(s) of the author(s), academic degrees, and institutional affiliations and positions;
identify the corresponding author and include anaddress, telephone and fax numbers, and an e-mail
address. This information will not be available to the reviewers.

2. Abstract. Structured abstracts of 200 words or less are preferred. A structured abstract contains the
following sections: Introduction, describing the problem; Methods, describing how the study was
performed; Results, describing the primary results; and Conclusions, reporting what the authors
conclude from the findings and any clinical implications.

3. Manuscript. The manuscript proper should be organized in the following sections: Introduction and
literature review, Material and Methods, Results, Discussion, Conclusions, References, and figure
captions. You should express measurements in metric units, whenever practical. Refer to teeth by
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their full name or their FDI tooth number. For style questions, refer to the AMA Manual of Style, 9th
edition. Cite references selectively, and number them in the order cited. Make sure that all references
have been mentioned in the text. Follow the format for references in "Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals" (Ann Intern Med 1997;126:36-47); &
http://www.icmje.org . Include the list of references with the manuscript proper. Submit figures and
tables separately (see below); do not embed figures in the word processing document.

4. Figures. Digital images should be in TIF or EPS format, CMYK or grayscale, at least 5 inches wide
and at least 300 pixels per inch (118 pixels per cm).Do not embed images in a word processing
program. If published, images could be reduced to 1 column width (about 3 inches), so authors should
ensure that figures will remain legible at that scale. For best results, avoid screening, shading, and
colored backgrounds; use the simplest patterns available to indicate differences in charts. If a figure
has been previously published, the legend (included in the manuscript proper) must give full credit to
the original source, and written permisson from the original publisher must be included. Be sure you
have mentioned each figure, in order, in the text.

5. Tables. Tables should be self-explanatory and should supplement, not duplicate, the text. Number
them with Roman numerals, in the order they are mentioned in the text. Provide a brief title for each. If
a table has been previously published, include a footnote in the table giving full credit to the original
source and include written permission for its use from the copyright holder. Submit tables as text-
based files (Word or Excel, for example) and not as graphic elements.

6. Model release and permission forms. Photographs of identifiable persons must be accompanied by
a release signed by the person or both living parents or the guardian of minors. lllustrations or tables
that have appeared in copyrighted material must be accompanied by written permission for their use
from the copyright owner and original author, and the legend must properly credit the source.
Permission also must be obtained to use modified tables or figures.

7. Copyright release. In accordance with the Copyright Act of 1976, which became effective February
1, 1978, all manuscripts must be accompanied by the following written statement, signed by all
authors:

"The undersigned author(s) transfers all copyright ownership of the manuscript [insert title of article
here] to the American Association of Orthodontists in the event the work is published. The
undersigned author(s) warrants that the article is original, does not infringe upon any copyright or
other proprietary right of any third party, is not under consideration by another journal, has not been
previously published, and includes any product that may derive from the published journal, whether
print or electronic media. | (we) sign for and accept responsibility for releasing this material." Scan the
printed copyright release and submit it via EES.

8. Conflict of interest statement. Report any commercial association that might pose a conflict of
interest, such as ownership, stock holdings, equity interests and consultant activities, or patent-
licensing situations. If the manuscript is accepted, the disclosed information will be published with the
article. The usual and customary listing of sources of support and institutional affiliations on the title
page is proper and does not imply a conflict of interest. Guest editorials, Letters, and Review articles
may be rejected if a conflict of interest exists.

9. Institutional Review Board approval. For those articles that report on the results of experiments of
treatments where patients or animals have been used as the sample, Institutional Review Board (IRB)
approval is mandatory. No experimental studies will be sent out for review without an IRB approval
accompanying the manuscript submission.

10. Systematic Reviews and Meta-Analyses must be accompanied by the current PRISMA checklist
and flow diagram. This information can be downloaded from www.prisma-statement.org.

11. Randomized Clinical Trials must be accompanied by the current CONSORT statement, checklist,
and flow diagram. This information can be downloaded from www.consort-statement.org.

Other Articles

Follow the guidelines above, with the following exceptions, and submit via EES.
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Case Reports will be evaluated for completeness and quality of records, quality of treatment,
unigueness of the case, and quality of the manuscript. A high quality manuscript must include the
following sections: introduction; diagnosis; etiology; treatment objectives, treatment alternatives,
treatment progress, and treatment results; and discussion. The submitted figures must include
extraoral and intraoral photographs and dental casts, panoramic radiographs, cephalometric
radiographs, and tracings from both pretreatment and posttreatment, and progress or retention figures
as appropriate. Complete Case Report Guidelines can be downloaded from Case Report Guidelines
Techno Bytes items report on emerging technological developments and products for use by
orthodontists.

Miscellaneous Submissions

Letters to the Editor and Ask Us questions and answers appear in the Readers' Forum section and are
encouraged to stimulate healthy discourse concerning the profession. Letters to the Editor must be
less than 500 words including references. Send letters or questions directly to the editor, via e-

mail: vgkokich@u.washington.edu. Submit a signed copyright release with the letter.

Brief, substantiated commentary on subjects of interest to the orthodontic profession is published
occasionally as a Guest Editorial or Special Article. Send Guest Editorials or Special Articles directly to

the editor, via e-mail:vgkokich@u.washington.edu. Submit a signed copyright release with the

submission. Books and monographs (domestic and foreign) will be reviewed, depending upon their
interest and value to subscribers. Send books to the Editor in Chief, Dr. Vincent G. Kokich,
Department of Orthodontics, University of Washington D-569, HSC Box 357446, Seattle,WA98195-
7446. They will not be returned.

Checklist for authors

_____Title page, including full name, academic degrees, and institutional affiliation and position of each
author, and author to whom correspondence and reprint requests are to be sent, including address,
business and home phone numbers, fax numbers, and e-mail address

__ Abstract

__ Article proper, including references and figure legends

__ Figures, in TIF or EPS format

Tables

Copyright release statement, signed by all authors
Photographic consent statement(s)
Conflict of interest statement

Permissions to reproduce previously published material
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