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RESUMO

Introducdo: Objetivou-se avaliar as alteracbes teciduais decorrentes da
administracdo de etanol a 10% e 20% no padrdo binge, durante o movimento
ortodéntico. Métodos: Foram utilizados ratos Wistar machos (n = 81), divididos em
trés grupos, grupo Controle (GC) foi administrado soro fisiologico a 0,9%, grupo
Experimental | (GE 1) foi realizado a administracdo de Etanol por via
intraperitoneal, na concentracdo de 10% em soro fisiolégico a 0,9%, no volume de
1,5 g/kg/dia, e grupo Experimental Il (GE Il), administrou-se etanol na
concentragdo de 20% em soro fisioldgico a 0,9%, no volume de 3 g/kg/dia. Foi
aplicada uma forca de 25 cN com uma mola fechada de niquel-titanio para mover
o primeiro molar superior direito para mesial. Os grupos foram subdivididos em
trés subgrupos 2, 14 e 28 dias. Utilizou-se as coloragfes de fosfatase acida-
tartarato resistente, Picrosirius e Hematoxilina e Eosina, nas quais foram
avaliados: reabsorcédo 6ssea, neoformacdo 6ssea e area hialina. Os dados foram
comparados por ANOVA a dois critérios, Tukey HSD, Games-Howell e Teste de
Qui-quadrado, ao nivel de significancia de 5%. Resultados: Verificou-se uma
diminuicdo no numero de osteoclastos no GE Il ao dia 28, a percentagem de
colageno ndo demonstrou alteracéo na interacdo grupo x tempo, houve ao 14° dia
maior presenca de area hialina no grupo GE I. Conclus@es: O consumo de etanol
em um padrdo binge no grupo GE Il demonstrou uma diminuicdo no nimero de
osteoclastos ao 28° dia. O grupo GE | demonstrou um aumento na area hialina
comparado com os demais. Estas alteragbes demonstram que o etanol exerceu

influéncia negativa sobre a movimentacao dentaria.

DESCRITORES (DeCS)
Etanol, Ortodontia, Binge
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INTRODUCAO

O abuso de é&lcool afeta aproximadamente 14 milh6es de norte-
americanos.® O etanol é o principal componente das bebidas alcodlicas, é
considerado toxico para os 6rgaos vitais e até mesmo para os tecidos duros como
0s 0sso0s. O consumo cronico de alcool esta associado a efeitos patolégicos sobre
0 0ss0, sendo prejudicial para a integridade deste tecido. O consumo excessivo de
etanol pode comprometer o processo de neoformacao 6ssea, inibindo a atividade
dos osteoblastos, o que dificulta o processo de reparo apos lesdes ou cirurgias e
pode provocar alteracdes bioguimicas no tecido 6ésseo como a diminuicdo da
sintese de DNA e acelera¢cdo da apoptose osteoblastica com atividade normal dos
osteoclastos.>® O abuso da ingestdo de alcool esta associada com o aumento da
incidéncia de fraturas e complicacdes na cicatrizacdo 6ssea.*®

O consumo de alcool no padrdo binge em humanos € caracterizado pelo
excessivo consumo em um curto espacgo de tempo, em torno de cinco ou mais
doses em uma mesma ocasiéo para homens e quatro para mulheres.”® De acordo
com Callaci et al® experimentalmente, o consumo de etanol no padrdo binge pode
ser mimetizado pela administracao de inje¢cdes de etanol em 3 a 4 dias na semana
seguido por dias sem a administracdo de alcool, estas sdo feitas pela via
intraperitoneal (IP) por ser bem tolerada pelos ratos e realizada com minimo
estresse. Outra vantagem desta via € que se consegue alta concentracdo de
alcool no sangue em ambiente controlado, sendo uma via consistente e com
efeitos minimos sobre o peso corporal dos ratos.

Soares et al’ forneceram a ratos dieta liquida com etanol a 10%, durante 90
dias, e observaram menor volume ésseo em torno de implantes, indicando uma
alteracdo no metabolismo 6ésseo comparado ao grupo controle.

Callaci et al’® ao administrarem etanol 20% em ratos Wistar no padrdo
binge, observaram diminuigdo na densidade mineral nas vértebras tanto na regido
cortical quanto na regido esponjosa e declinio da resisténcia a compressao,

11
|

também Lauing et al”~ observaram que o tratamento com etanol a 20%

demonstrou que regides 0sseas distintas reagem de maneira diferente, ou seja, as
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vértebras lombares demonstraram ser mais resistentes que a tibia. Callaci et al’
também observaram que a partir da terceira semana de aplicacdo de etanol a 20%
no padrdo binge, fémur e coluna lombar apresentaram densidade mineral 0ssea
significativamente diminuida.

A movimentacao ortoddntica € caracterizada por reacdes sequenciais em
resposta as forgcas biomecénicas que induzem modificagbes teciduais no
periodonto, e estdo relacionadas a remodelacéo por ativacao da reabsorcao 0ssea
alveolar no lado de pressdo e consequente aposicdo 6ssea no lado de tracdo.****
O desequilibrio entre o processo de formacao e reabsorcdo 6ssea, provocada pelo
alcool, pode atuar de forma direta na reparacéo 6ssea.'® Ainda ndo ha relatos na
literatura sobre a influéncia do etanol no movimento ortodéntico, por este motivo

justifica-se o presente estudo.

OBJETIVO

Avaliar as alteracdes teciduais ocorridas no ligamento periodontal e 0sso
alveolar adjacente as areas mesial e distal do primeiro molar superior direito
decorrentes da administracdo de etanol a 10% e 20%, durante o movimento
ortodéntico induzido, quanto a reabsorcao éssea, percentagem de colageno tipo |
no 0sso alveolar e presenca de areas de hialinizacao.

MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Pontificia Universidade Catélica do Parana (PUCPR), sob o niumero de registro
630. (Pagina 21 — ANEXO 1)

Foram utilizados 81 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus
albinus) com 9 semanas de vida, pesando aproximadamente 300 — 350g,
fornecidos e mantidos pelo Biotério da PUCPR.

A temperatura foi controlada entre 19° e 22° e fotoperiodo de 12 horas claro

e 12 horas escuro. Foram fornecidos agua e racao triturada ad libitum. Para
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observar as alteracdes de peso, 0os animais foram pesados semanalmente, com o
auxilio de balanca eletronica de precisdo (Gehaka — BG 4001, S&o Paulo, Brasil),
a variacao do peso dos animais foi calculada através da formula:

(Peso final -1) *100
Peso inicial

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos, divididos em
27 ratos por grupo: grupo Controle (GC), no qual foi administrado soro fisiolégico a
0,9% em volume semelhante ao administrado no grupo experimental, grupo
Experimental | (GE 1), foi realizado a administragéo de etanol na concentragao de
10% (p/v) em soro fisiologico a 0,9%, no volume de 1,5 g/kg/dia, e grupo
Experimental Il (GE 1), foi realizada a administracdo de etanol na concentracao de
20% (p/v) em soro fisioldgico a 0,9%, no volume de 3 g/kg/dia.’ Estes grupos
foram subdivididos em 3 subgrupos 2, 14 e 28 dias. Esses subgrupos foram
constituidos com o numero de 9 ratos, correspondendo ao dia da morte do animal,
apos o inicio da aplicacéo da forca ortodéntica, com a finalidade de caracterizar a
evolugcdo do movimento dentario induzido ao longo do tempo.

A administracdo em todos os grupos teve inicio 30 dias antes da instalacéo
do dispositivo ortodontico e prosseguiu até o momento da data da morte do
animal. Esta administracdo ocorreu por via intraperitoneal, e foi realizada
mimetizando o padrdo binge de consumo, administrado quatro dias durante a
semana e trés dias de abstinéncia.’

Em todos os animais foi utilizado um dispositivo ortodéntico para induzir a
movimentagcdo dentaria, este foi construido a partir do modelo utilizado por

Retamoso et al'®

, consistindo em uma mola fechada de niquel-titanio (G&H Wire®
- Franklin), fixada no primeiro molar superior direito e nos incisivos centrais,
produzindo forca reciproca de 25cN.'"*® A mensuracdo da forca produzida pela
mola foi padronizada com dinamometro (Haag-Streit AG, Koeniz Switzerland,
Suica), previamente calibrado. Apds a ativacado inicial, a mola nédo foi reativada
durante o periodo experimental, no entanto, seu posicionamento foi conferido
diariamente.

Os animais foram mortos por overdose de solugdo anestésica (Quetamina/

5,4ml/kg), via intraperitoneal. Em seguida a maxila de cada animal foi removida,

5
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dissecada e seccionada na linha mediana. A hemimaxila direita foi fixada em
solucdo de formaldeido a 10% durante 24 horas para adequada fixacdo e apds
dois meses de desmineralizacéao, com solucéo de
etilenodiaminotetracetatodissodico (Biotec Reagentes Analiticos, Pinhais, Brasil) a
4,13%, foram processadas e emblocadas em parafina no Laboratério de Patologia
Experimental da PUCPR. Foram obtidas 15 secc¢fes transversais a partir do terco
cervical da raiz mésio-vestibular do primeiro molar superior, cortados em
micrétomo com 4um de espessura, com a superficie oclusal do molar paralela ao
micrétomo e com intervalo de 60 um entre cada seccao.

As seccles foram coradas pelas técnicas hematoxilina e eosina (HE),
picrosirius e fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP). Para cada técnica foram
utilizadas cinco seccoes.

A coloracdo histoquimica de Picrosirius consistiu em: apos a
desparafinizacdo em xilol, incubacdo em etanol e hidratacdo em &gua destilada,
as secOes foram incubadas por 1 hora e uma solucéo de Sirius Red (Direct Red80,
diluido 0,19% em &acido picrico saturado, Aldrich, Chemical Company, Milwaukee,
EUA) temperatura ambiente seguido por: lavagem em &gua destilizada,
contracoloragdo com Hematoxilina de Harris, desidratacdo em solucdes
crescentes de alcool, diafanizacdo em xilol e montagem em Entellan.

As seccbes coradas pela técnica TRAP, utilizou-se o kit TRAP Sigma 387A
(Sigma-Aldrich Chemicals, St. Louis, MO) seguindo as recomendacbes do
fabricante.

Os cortes para Picrosirius foram avaliados sob microscopia de luz, e foi
capturada uma imagem de cada corte, utilizando um microscopio Olympus BX-50
(Olympus, Toquio, Japdo) com lente polarizada Olympuse U-Pot (Olympus,
Toquio, Japéao) e acoplado a microcamera Dinolitee (AmMo Eletronics Corporation,
New Taipei City 241, Taiwan) em magnificagcdo de 100X. As imagens foram
analisadas no programa de morfometria Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics,
Rockville, MD) para obtencdo da percentagem da area de colageno maturo e
imaturo.’® Foi considerado Colageno do tipo | (colageno maturo) aquele que

apresentar coloracdo vermelho-alaranjada, enquanto o Colageno do tipo |lli
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(imaturo) foi verde-amarelado.'® O osso adjacente ao lado distal da raiz foi o
escolhido para avaliagdo, pois durante 0 movimento ortoddntico o 0sso €
depositado na parede alveolar do lado de tensao.*®

Os cortes que foram corados pela técnica de coloracéo para fosfatase acida
tartarato-resistente (TRAP), foram realizados com o objetivo de avaliar a
reabsorgcdo dssea através da andlise dos osteoclastos, a enzima TRAP (Fosfatase
Acida Tartarato-resistente) foi utilizada por ser considerada marcador pontual de
osteoclastos e para determinar quantitativamente a reabsorcdo Ossea. Desta
forma, células TRAP-positivas, multinucleadas, no ligamento periodontal adjacente
ao o0sso alveolar foram consideradas como osteoclastos funcionais e
quantificadas.?® Para tanto foram capturadas 5 imagens da regido mesial da raiz,
totalizando uma area de 942.813,00 umz2 do ligamento periodontal, utilizando um
microscépio Olympus BX-50 (Olympus, Téquio, Japdo) acoplado a microcamera
Dinolite® em magnificacdo de 400x.** As imagens foram analisadas no programa
de morfometria Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) no qual
foi aplicado uma grade para contagem. Para a obtencdo do numero de
osteoclastos, calculou-se a média das 5 seccdes.

A presenca de areas de hialinizacdo foi avaliada na mesial da raiz mésio-
vestibular em microscopio de luz Olympus BX — 40 (Olympus, Téquio, Japao), com
magnificacdo de 100x e coloracdo HE. As areas de hialinizacdo foram definidas

como alteracdes degenerativas do LP, homogéneas e livres de células.?*?®

No presente estudo a avaliacdo do poder de reprodutibilidade para a
analise quantitativa dos osteoclastos, o erro de Dalhberg encontrado foi menor
que 1,8% indicando que o avaliador reproduziu as medidas de forma aceitavel.
Para a variavel area de hialinizagdo o coeficiente de concordancia de Kappa o
valor foi de 0,9180, sugerindo excelente concordancia. Valores de Kappa maiores
ou iguais a 0,00 e menores que 0,20 denotam concordancia muito fraca; maiores
ou iguais a 0,20 e menores que 0,40, concordancia fraca; maiores ou iguais a 0,40
e menores que 0,60, concordancia moderada; maiores ou iguais a 0,60 e menores

que 0,80, concordancia substancial e maiores ou iguais a 0,80 e menores que 1,0
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concordancia excelente.?* Os resultados mostram que o avaliador reproduziu as

medidas de forma confiavel.

A analise estatistica foi realizada usando o programa SPSS (versao 16.0;
IBM SPSS, Armonk, NY). O nivel de significancia adotado foi de 0,05.

Para comparar os valores médios das varidveis dependentes: % de
coladgeno tipo | no tecido 6sseo, nimero de osteoclastos e presenca ou auséncia
de area hialina; segundo a inter-relacdo grupo x tempo, testou-se inicialmente a
normalidade dos dados e a homogeneidade das variancias, entre os diferentes
tratamentos, utilizando os testes de normalidade de Shapiro - Wilk e o teste de
homogeneidade de variancia de Levene.

Uma vez que 0s grupos apresentaram distribuicdo normal (p>0,05), a
comparacdo dos valores médios segundo grupo e tempo foram realizadas
utilizando o teste paramétrico ANOVA a dois critérios (grupo e tempo), modelo
fatorial completo. Quando ANOVA indicou existir diferenca e o0s tratamentos
apresentaram homogeneidade de variancia a comparacao dos tratamentos 2 a 2
foi feita através do teste paramétrico de comparacBes mdultiplas de Tukey HSD
para variancias homogéneas. Quando as variancias se mostraram heterogéneas
utilizou-se o teste paramétrico de comparacdes mudultiplas para variancias

heterogéneas de Games-Howell.

Para a variavel area de hialinizacdo (com escala categorica dicotdmica) a
analise de independéncia segundo grupo, tempo e interacdo grupo e tempo foi
realizada empregando o teste Qui-quadrado. Quando o teste Qui-quadrado
indicou existir diferenga entre as variaveis, foi aplicado o teste de diferenca entre
duas proporc¢des visando identificar as variaveis que apresentavam diferenca

estatisticamente significativa quando comparadas 2 a 2.
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RESULTADOS

Reabsorgio Ossea

Houve diferenga estatisticamente significante (p<0,05) na interagdo Grupo X
Tempo. Observou-se diferenca estatisticamente significante no numero de
osteoclastos ao 28° dia do Grupo GE Il comparado ao grupo GC (Tabela 1).

Figura 1 — Fotomicrografia de lamina com coloracdo de TRAP, do grupo GC
(A), GE | (B) e GE Il (C), no 28° dia ap6és instalacdo do dispositivo
ortoddntico, sendo observado um menor nimero de osteoclastos no GE I
no lado de pressédo do ligamento periodontal da raiz mesial vestibular do
primeiro molar superior direito. OA, osso alveolar; LP, ligamento periodontal,
OC, osteoclastos, setas brancas indicando células TRAP positivas. (TRAP,
magnificagdo 400x)

Neoformac&o Ossea

Quando avaliado a percentagem de colageno tipo | ndo foi observado
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) avaliando a interacdo Grupo X
Tempo. (Tabela 1)
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Figura 2 — Fotomicrografia de lamina com coloracéo de Picrosirius do lado distal
do ligamento periodontal da raiz mesial vestibular do primeiro molar superior
direito, do grupo GC (A), GE | (B) e GE Il (C), no 28° dia ap6és instalagdo do
dispositivo ortodéntico, ndo houve diferenca estatisticamente significativa na
interagdo grupo x tempo. DEN,dentina; CEM, cemento; LP, ligamento
periodontal; OA, osso alveolar. (Picrosirius, magnificacdo de 100x)

Peso

Foi observada diferenca estatisticamente significativa na interagcdo Grupo x
Tempo (p<0,05). O GE Il apresentou um menor peso comparado ao GC, sendo
significante apenas do dia 2 (p<0,05). O GEI ndo apresentou diferengcas com

significancia estatistica comparando o GE Il e o GC. (Tabela I)
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Tabela | — Média e desvio padréo das variaveis: N° de osteoclastos, % de colageno Tipo I,
Variacdo de peso, nos grupos controle (GC), grupo experimental | (GE ) e grupo

experimental 1l (GE II).

Grupo/Variaveis

Média + DP

Comparagoes

GC |GEI GE Il GCx GE | |GCx GE Il [GE | x GE ||
N° de Osteoclastos
2 dias 1,7375 + 2,05492 3,3571 + ,66045 2,6286 + 1,17716 ,521 ,972 ,863
14 dias 4,7250 + 3,24643 3,7143 + 1,79576 3,8571 + 2,36492 ,996 ,999 1,000
28 dias 7,0000 * 3,92641 6,1857 + 3,03942 2,1571 + 1,72516 1,000 ,013 ,165
% Colageno Tipo |
2 dias 86,1425 + 8,48060 81,2457 + 13,46013 66,1814 + 15,98788 ,999 ,180 ,579
14 dias 78,5175 + 17,67888 78,0242 + 8,68141 70,1642 + 18,78590 1,000 ,969 ,982
28 dias 85,7328 + 9,10578 75,5385 + 17,57683 75,8685 + 15,21322 ,920 ,933 1,000
Variagdo de peso
2 dias 15,7863 + 4,25056 13,4671 + 3,02566  6,0014 + 5,31286 ,989 ,006 ,102
14 dias 10,5050 + 22,83129 13,6629 + 1,97739 14,1914 + 4,39931 ,932 ,852 1,000
28 dias 14,2486 + 2,22475 6,8243 + 2,05017 6,1529 + 5,77777 ,106 ,056 1,000
Area Hialina

Houve diferenca estatisticamente significativa ao 14° dia na interagdo Grupo

X Tempo (p<0,05), havendo presenca de area hialina apenas no grupo GE I, ndo

existindo nenhuma area hialina nos grupos GE Il e GC. (Tabela Il)

Tabela Il — Frequéncia da variavel area, nos grupos controle (GC), grupo experimental

| (GE 1) e grupo experimental Il (GE II).

Frequéncia (%) Comparacoes
Variaveis
GC GE | GE Il GCxGEI|GCxGEI |GEIx GE I
Area Hialina
2 dias 50 28,6 42,9 0,2070 0,3938 0,2935
14 dias 0 42,9 0 0,0371 0,5000 0,0371
28 dias 0] 0 0 0,5000 0,5000 0,5000

11



o N oo 00 b~ W

©

10
11
12
13
14
15
16

Figura 3 — Fotomicrografia de lamina com coloragédo de Hematoxilina e Eosina
do lado mesial do ligamento periodontal da raiz mesial vestibular do primeiro
molar superior direito, do grupo GC (A), grupo GE | (B) e grupo GE Il (C), ao 14°
dia, observou-se maior presenca de areas de hialinizagdo no grupo GE I.
DEN,dente; AH, area de hialinizacdo; LP, ligamento periodontal; OA, 0sso
alveolar. (Hematoxilina e Eosina, magnificagdo 400x)

DISCUSSAO

O uso de alcool durante a adolescéncia e idade adulta jovem é considerado
um problema de satde publica de destaque nos Estados Unidos.?>%® Entretanto,
apesar da evidéncia de que uma proporcao significativa da populacdo de
adolescentes e jovens tendem a consumir etanol em um padréo binge, a maioria
dos estudos sobre os efeitos da acdo do etanol no metabolismo 6sseo utilizaram
modelos de consumo crénico.™! Frente a estes dados foi optado pela realizacdo do
trabalho no padrdo de consumo binge, por ocorrer com maior prevaléncia de

12
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consumo por adolescentes e estudantes universitarios?®, sendo que pacientes
nesta faixa etaria, frequentemente, realizam tratamento ortodéntico.

Métodos diferentes variando as concentracfes de etanol e o tempo de
aplicacao séo relatados na literatura para avaliar os efeitos do etanol no tecido
0sseo, e em seu processo de neoformacdo. Estudos sobre o efeito do etanol no
tecido 6sseo utilizaram concentracdes que vao de 5% a 20% em periodos de 4 a
12 semanas.>®'%*2" Na literatura cientifica ainda n&o ha relato de trabalhos que
fizeram a associacdo entre o efeito do etanol e o movimento dentario induzido,
sendo assim foi escolhido as concentracdes de 10% e 20% por ja serem descritas
suas alteragdes no processo de neoformacédo 6ssea.’>**

O metabolismo 6sseo, sob o efeito do etanol, ndo foi ainda completamente
elucidado.>**>? O etanol pode promover um aumento na reabsorcéo éssea e na
excrecdo de um marcador para reabsorcdo 6ssea, deoxipiridinolina (DPD), e
também no nimero de osteoclastos.®?**° Estudo in vitro demonstrou aumento na
atividade reabsortiva em osteoclastos expostos a diferentes concentragdes de
etanol.* Contrastando com estes resultados, outro estudo demonstrou que o
etanol pode ndo provocar alteracdes na osteoclastogénese.®? Para Klein® o
consumo habitual de etanol esta claramente associado com a osteopenia,
avaliacdes bioguimicas e histomorfométrica de individuos alcoodlatras revelam um
acentuado prejuizo na atividade osteoblastica com a atividade normal dos
osteoclastos. No presente estudo, observou-se que no 28° dia, apds ser instalado
o dispositivo ortodéntico, houve a diminuicdo do nimero de osteoclastos no Grupo
GE Il (p< 0,05), comparado ao GC. Existem relatos na literatura que o etanol
promove uma maior atividade reabsortiva, porém, nestes estudos o tempo maximo
de aplicacao utilizado foi de 4 semanas.’*! Preedy®, ao avaliar a influéncia do
etanol no osso por um tempo maior que 4 semanas, verificou um decréscimo de
DPD na excregdo urinaria apos a 62 semana de consumo. Em concordancia, em
nosso estudo verificamos uma diminuicdo do numero de osteoclastos apos a 62
semana, sendo estatisticamente significante ao 28° dia. Estas altera¢ces sugerem
gue o movimento do dente foi retardado por diminuicdo da reabsorcdo 0ssea e 0

tempo de aplicacao do etanol pode influenciar na atividade osteoclastica.

13
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Cerca de 90% da matriz organica do osso € composto por colageno do tipo
I, durante o processo de reabsor¢cdo 0ssea este colageno do tipo | é degradado, e
no processo de reparo fibras imaturas, compostas por colageno tipo Ill, sé&o
depositadas.?*** Callaci et al® ao avaliarem o efeito do etanol no metabolismo
0sseo observaram aumento na degradacdo do colageno Tipo | no 0sso e um
decréscimo na densidade mineral 6ssea. Contudo, Maran et al*® verificaram que
nao houve reducéo no colageno Tipo I. Em concordancia com Maran, no presente
estudo também nédo se observou diferencas para a percentagem de colageno tipo
| no osso alveolar (p= 0,05). Estes resultados podem sugerir que o etanol nao
influenciou no processo de deposicao de fibras coldgenas.

No presente estudo observou-se que o GE | apresentou aos 14 dias maior
presenca de area de hialinizacdo, sendo estatisticamente significante comparados
aos grupos GE Il e GC. Sampson et al*’, em seu estudo utilizando uma menor
concentracdo de etanol, observou um aumento na densidade éssea no fémur de
ratos Wistar. Em nosso estudo observou-se uma maior frequéncia de area de
hialinizacdo no grupo GE |, uma hipdtese para isto € que a administracdo de
etanol a 10% pode ter promovido um aumento na densidade mineral Ossea.
Segundo von Bohl et al*®, a densidade mineral 6ssea e 0 metabolismo dsseo sdo
dois fatores que devem ser considerados quanto a presenca de area de
hialinizacdo, e este aumento pode ter gerado uma maior pressao no ligamento
periodontal, levando assim ao aumento na frequéncia de area de hialinizacao.

Na variavel peso foi observada diferenca estatistica significativa (p<0,05) ao
2° dia, o grupo GE Il apresentou maior variacdo de peso comparado ao GC.
Lauing et al'! relatam que fatores como a salde dos animais apds a injecéo
intraperitoneal, ingestao alimentar reduzida nos animais submetidos ao etanol e
um efeito direto do etanol na capacidade de ratos de transformar os nutrientes
absorvidos na dieta em massa corporal, podem ter influéncia direta na diferenca
de ganho de peso entre o grupo controle e experimental. No presente estudo
houve diferenga estatisticamente significativa quando administrado a concentragéo
de 20%, sugerindo que a variacdo de peso pode ser influenciada pela

concentracéo de etanol.
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O efeito do etanol no processo de remodelagdo 6ssea, ainda € controverso,
mas o0 ponto em comum € de que o etanol exerce influéncia no metabolismo
0sseo. Diferencas na amostra como idade e tempo de uso de etanol podem ser
uma das explicacdes para estas discrepancias nos resultados, e ndo se pode
delinear, conclusivamente, se é o0 aumento no processo de reabsor¢cdo ou a
diminuicdo da neoformacéo éssea o principal mediador que induz a perda 0ssea

provocada pelo etanol*

, porém, constatou-se, no presente estudo, que o etanol
promoveu desequilibrio no processo de reabsorcédo 6ssea, e os efeitos devem ser
considerados sob o ponto de vista ortoddntico, uma vez que a movimentagao
dentaria é um processo 6sseo-dependente.

Mais estudos devem ser realizados para identificar como o etanol exerce
influéncia no processo de remodelacdo Ossea, entretanto, no presente estudo foi
observado que o etanol em uma concentracdo de 20% pode influenciar a
movimentacdo dentaria, levando a um retardo pela diminuicdo do numero de
osteoclastos quando uma forca ortodéntica é aplicada. Resultados de pesquisa
com animais ndo devem ser diretamente extrapolado para o que ocorre com
humanos, contudo, deve-se ter cuidado quando uma forca ortoddntica for aplicada
em individuos que fazem o consumo de etanol em um padrdo binge, pois este
processo pode ser alterado, promovendo um retardo no processo de remodelacao

0ssea e um possivel aumento no tempo total de tratamento ortoddntico.

CONCLUSAO

O etanol afeta 0 metabolismo 0sseo, induzindo a diminuicdo no namero de
osteoclastos no 28° dia de aplicacdo de forca ortoddntica. O etanol a 10%
promoveu um aumento na frequéncia de area de hialinizacdo ao 14° dia. Nao se
observou alteragfes significativas quanto a percentagem de colageno tipo |. Estes
resultados sugerem que o etanol afeta a movimentagao dentaria, e pode promover

uma diminui¢cdo na taxa de movimentagao.
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%!'jﬁ Comité de Etica no Uso de Animais
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PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 630 — 1° versao
TITULO DO PROJETO: Efeito do etanal na movimento dentéric induzido em ratos
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Cistiznn Liranda de Arauio

EQUIPE DE PESQUISA:

Cristiano Mirandé de Aralijo

INSTITUIGAO:

Pontificia Universidade Cz;iél;a do Fa.:'ar‘,:‘:

CENTRO / CURSO:
CCBS / Mestrado em Ortodontia
ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE | PESO | CATEGORIA QUANT]DADE_1
Ratos (Ratus norvegicus) Machos 09 semanas B 90

300-350g

O colegiado do CEUA em reuni&o no dia 11/08/2011, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-
PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocole a ser modificado e as suas
justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicoes, cabe ao pesquisador néo
inici4-la antes de receber a autorizag8o formal para a sua realizag8o. O documento que autoriza o
infcio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responséavel da instituicdo e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo. .
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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.
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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
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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 an address, 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.
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Discussion, Conclusions, References, and figure captions. Express measurements
in metric units, whenever practical. Refer to teeth by 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
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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.
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ABSTRACT

Introduction: This study aimed to evaluate tissue changes following administration
of binge-pattern ethanol exposure (10% and 20%) during orthodontic movement.
Methods: Male Wistar rats (n = 81) were divided into three groups; the control
group (GC) received intraperitoneal 0.9% saline, the experimental group | (GE 1)
received 10% intraperitoneal ethanol in at 0.9% saline (1.5 g/kg/day) and
Experimental group Il (GE II) received 20% intraperitoneal ethanol in 0.9% saline
(3 g/kg/day). A force of 25 cN was applied with a spring-closed nickel-titanium wire
to move the upper right first molar mesially. The groups were further divided into
three subgroups (2, 14 and 28 days). We labeled sections with tartrate-resistant
acid phosphatase, picrosirius and hematoxylin and eosin to evaluate bone
resorption, bone formation and the hyaline area, respectively. The data were
compared by two-way ANOVA, Tukey’s HSD, Games-Howell and Chi-square test,
and the significance level was set at 5%. Results: There was a decrease in the
number of osteoclasts in GE Il at day 28, the percentage of collagen showed no
group x time interaction, and the largest hyaline area was observed on day 14 in
GE 1. Conclusions: Binge-pattern ethanol consumption in GE Il decreased the
number of osteoclasts at day 28. GE | showed an increase in hyaline area

compared with the other groups.

KEYWORDS

Ethanol, Orthodontics, Binge

27



© 00 N O 0o A W NP

W W N N N DN N DN DD DN DNDDMDN P P PP PR PR PP
P O © 00 N OO O h WO N P O O 0O N O O W N, O

INTRODUCTION

Alcohol abuse affects approximately 14 million North Americans.® Ethanol is
the main component of alcoholic beverages, is considered toxic to vital organs and
can also affect hard tissues such as bones. Chronic alcohol consumption is
associated with pathological effects on bone and reduced tissue integrity.
Excessive ethanol consumption may affect the process of bone formation by
inhibiting osteoblast activity, which complicates the process of repair after injury or
surgery and may cause biochemical changes in bone tissue via a decrease in DNA
synthesis and acceleration of osteoblast apoptosis despite normal osteoclast
activity.>® Notably, alcohol abuse is associated with increased fracture incidence
and bone healing complications.*®

Binge-pattern alcohol consumption in humans is characterized by excessive
consumption in a short time, with approximately five or more drinks on a single
occasion for men and four for women.”® According to Callaci et al,’ experimental
binge-pattern ethanol consumption can be mimicked by administering ethanol
injections for 3 to 4 days per week followed by days where no alcohol is
administered. Intraperitoneal (IP) injections are well tolerated by rats and cause
minimal stress. Another advantage of this route is that it achieves a high
concentration of blood alcohol in a controlled environment and has minimal effects
on rat body weight.

Soares et al’ supplied rats on a liquid diet with 10% ethanol for 90 days and
observed low bone volume around implants, indicating a change in bone
metabolism compared to controls.

Callaci et al*® administered 20% ethanol to rats using a binge pattern
paradigm and observed decreased mineral density in the vertebrae in both the
cortical and cancellous regions and decreased compressive strength. Similarly,
Lauing et al'! reported that treatment with 20% ethanol had varying effects on
different bone regions, i.e., the lumbar vertebrae proved more resistant than the
tibia. Callaci et al® also observed that from the third week of 20% ethanol
administered in a binge pattern, bone mineral density of the femur and lumbar

spine decreased significantly.
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Orthodontic movement is characterized by sequential reactions in response
to biomechanical forces that induce changes in periodontal tissue and are related
to remodeling by activation of alveolar bone resorption on the pressure side and
consequent bone apposition on the traction side.**** Ethanol-induced imbalance
between the processes of bone formation and resorption may directly affect bone
repair.'®> To date, there are no reports in the literature regarding the influence of
ethanol in orthodontic movement.

Therefore, the objective of our study was to evaluate tissue changes
occurring in the periodontal ligament and alveolar bone adjacent to the mesial and
distal areas of the upper right first molar following administration of 10% or 20%
ethanol and induced orthodontic movement. Specifically, we assessed bone
resorption, the percentage of type | collagen in alveolar bone and the presence of

hyalinization areas.

MATERIAL AND METHODS

This project was approved by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA),
of the University under the registration number 630 (Page 21).

We used 81 male Wistar rats (Rattus norvegicus albinos) at 9 weeks old,
weighing approximately 300-350 g that were supplied and maintained by Bioterium
PUCPR.

The temperature was controlled between 19 °C and 22 °C and a 12/12-hour
light/dark photoperiod. Rats were provided crushed food and water ad libitum. To
observe changes in weight, the animals were weighed weekly, with the aid of
electronic precision scale (Gehaka - BG 4001, Sao Paulo, Brazil), and weight

changes were calculated using the following formula:

(Einal weight -1) *100
Initial weight

The animals were randomly divided into three groups (27 rats per group):
the Control group (GC) received 0.9% saline in a volume similar to that given to the
experimental groups; Experimental group | (GE ) received 10% ethanol (w/v) in

0.9% saline (1.5 g/kg/day) and Experimental group Il (GE Il) received 20% ethanol
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(w/v) in 0.9%, saline (3 g/kg/day).® These groups were further subdivided into 3
subgroups (2, 14 and 28 days; n=9/group). These subgroups corresponded to the
day of animal death after applying orthodontic force to characterize the evolution of
tooth movement over time.

Ethanol administration began 30 days before orthodontic device installation
and continued until sacrifice. This administration occurred intraperitoneally and was
designed to mimic the pattern of binge drinking; ethanol was given 4 days during
the week followed by three days of abstinence.’

The device used to induce orthodontic tooth movement was built from the

model described by Retamoso et al*®

and consisted of a spring closed nickel-
titanium wire (G&H® Wire - Franklin, Indiana, USA) that was attached to the upper
right first molar and central incisors of all animals, producing a 25-cN reciprocal
force.'”!® The measurement of the force produced by the spring was standardized
with a calibrated dynamometer (Haag-Streit AG, Switzerland Koeniz, Switzerland).
After the initial activation, the springs were not reactivated during the experimental
period; however, their position was checked daily.

The animals were sacrificed with an intraperitoneal overdose of anesthetic
(5.4 ml/kg ketamine). Then, the jaw of each animal was removed, dissected and
sectioned at the midline. The right hemimaxila was fixed in 10% formaldehyde
solution for 24 hours for proper fixation, and after two months of demineralization, it
was further fixed with 4.13% Ethylenediamine tetraacetic acid solution (Biotec
Analytical Reagents, Pinhais, Brazil), processed and embedded in paraffin at the
Laboratory of Experimental Pathology PUCPR. We obtained 15 cross sections
from the cervical third of the mesio-vestibular root of the maxillary first molar, that
were cut with a microtome at 4 um, with the occlusal surface of the molar parallel
to microtome and 60-um intervals between each section.

The sections were stained with hematoxylin and eosin (HE), picrosirius and
tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP). Five sections were used for each
technique.

Picrosirius staining was performed as follows. After deparaffinization in

xylene, sections were hydrated in ethanol, rinsed in distilled water, incubated for 1
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hour in a solution of Sirius Red (Direct RED80, diluted to 0.19% in saturated picric
acid, Aldrich Chemical Company, Milwaukee, USA) at an ambient temperature
followed by washing with distilled water, counterstaining with Harris hematoxylin,
dehydrating in increasing alcohol solutions, deparaffinizing in xylene and mounting
in Entellan.

For the TRAP technique, we used the kit TRAP Sigma 387A (Sigma-Aldrich
Chemicals, St. Louis, MO) following the manufacturer's recommendations.

Picrosirius-treated sections were evaluated under light microscopy, and
images were captured using an Olympus microscope BX-50 (Olympus, Tokyo,
Japan) equipped with a polarized lens Olympus U-Pot ® (Olympus, Tokyo, Japan)
and coupled to a Dino-Lite® microcamera (AmMo Electronics Corporation, New
Taipei City, Taiwan) at a magnification of 100X. The images were analyzed with
the morphometry program Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD)
to obtain the percentage of the areas of immature and mature collagen.*® Type |
Collagen (mature) appeared red-orange, while type Il collagen (immature) was
yellowish-green.'® The bone adjacent to the distal side of the root was chosen for
evaluation because bone is deposited in the alveolar wall tension side during
orthodontic movement.*®

The TRAP-stained sections were used to identify osteoclasts and
guantitatively determine bone resorption. Thus, TRAP-positive multinucleated cells
in the periodontal ligament adjacent to the alveolar bone were considered
functional osteoclasts and quantified.?® For each section, we captured 5 images of
the mesial region of the root totaling an area of 942,813.00 um? of the periodontal
ligament using an Olympus microscope BX-50 (Olympus, Tokyo, Japan) coupled
to a micro Dino-Lite ® at 400x magnification.?* The images were analyzed with
Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) using a counting grid.
We calculated the mean of five sections to obtain the average number of
osteoclasts.

Hyalinization areas were evaluated in the mesial region of the mesio-
vestibular root under an Olympus BX - 40 light microscope (Olympus, Tokyo,

Japan) with a magnification of 100x under HE staining. These areas were
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characterized by degenerative changes of the LP that were homogeneous and cell-

free. 2%

The evaluation of power reproducibility for quantitative osteoclast analysis,
revealed a Dalhberg error less than 1.8%, indicating that the estimate of random
error is reliable. For the variable area of hyalinization, the concordance coefficient
kappa value was 0,9180, suggesting excellent agreement.?* The results show that

the evaluator reproduced reliable measures.

Statistical analysis was performed using SPSS (version 16.0, SPSS IBM,
Armonk, NY). The significance level for all tests was 0.05.

The following criteria were used to compare the mean values of the
dependent variables: % of type | collagen in bone tissue, number of osteoclasts,
and the presence or absence of hyaline area according to the interrelationship
group x time. Additionally, we initially tested the data for normal distributions and
homogeneity of variances among the different treatments with Shapiro-Wilk’s test

and Levene’s test, respectively.

For groups that showed normal distribution (p> 0.05), the mean values were
performed using two-way ANOVA (group and time), full factorial design. When
ANOVA indicated that there were differences and when treatments exhibited
homogeneity of variance, we performed Tukey’'s HSD for multiple comparisons.
For heterogeneous variances, we employed Games-Howell multiple comparisons

tests.

To investigate differences in hyalinization (with a dichotomous categorical
scale), we assessed time and group interaction, with time evaluated using a chi-
square test. When the chi-square test indicated a difference between the variables,
we applied the test of difference between two proportions to identify the variables

that were significantly different when compared 2 x 2.
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RESULTS

Bone Resorption
There was a statistically significant difference (p <0.05) regarding the
number of osteoclasts in the Group x Time interaction when the GE Il and control

groups were compared on day 28 (Table 1).

Figure 1 — Photomicrograph of blade stained with TRAP, group GC (A), GE |
(B) and GE Il (C) on the 28th day after orthodontic appliance installation.
Fewer osteoclasts were observed in GE Il on the pressure side of the
periodontal ligament of the mesial vestibular root of the maxillary right first
molar. OA, alveolar bone, LP, periodontal ligament, OC, osteoclasts, white
arrows indicate TRAP-positive cells (TRAP, magnification 400x).

Bone neoformation
When evaluated, the percentage of type | collagen was not observed to be
statistically significant difference (p >0.05) based on an evaluation of the Group x

Time interaction. (Table 1)
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Figure 2 — Photomicrograph of blade stained with Picrosirius of the distal side of
the periodontal ligament of the mesial vestibular root first molar upper right of the
control group (A), GE | (B) and GE Il (C), in the 28th day after installation of
orthodontic appliance, there was no statistically significant difference in the group
X time interaction. DEN, dentin, CEM, cementum, LP, periodontal ligament, OA,
alveolar bone. (Picrosirius, magnification 100x)

Weight

We found statistically significant difference in GE Il to GC on day 2 (p
<0.05), but GE | was not significantly different from GE Il or GC (Table I).
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Table | — Mean and standard deviation of variables: Number of osteoclasts, % Type |
collagen and weight change in the control group (GC), experimental group | (GE I) and
experimental aroup Il (GE 1.

Groups/Variables

Mean +SD

Comparisons

GC

GE |

GEIl

GCx GEI|GCx GEII|GEIXxGEII

N° of Osteoclasts

2 days 1.7375 + 2.05492 3.3571 + .66045 2.6286 + 1.17716 0.521 0.971 0.862
14 days 4.7250 + 3.24643 3.7143 + 1.79576 3.8571 + 2.36492 0.996 0.999 0.999
28 days 7.0000 * 3.92641 6.1857 + 3.03942 2.1571 + 1.72516 0.999 0.012 0.164
% Type | Collagen

2 days 86.1425 + 8.48060 81.2457 + 13.4601 66.1814 + 15.9878 0.999 0.179 0.579
14 days 78.5175 + 17.6788  78.0242 + 8.68141 70.1642 + 18.7859 0.999 0.968 0.982
28 days 85.7328 + 9.10578 75.5385 + 17.5768 75.8685 + 15.2132 0.919 0.932 0.999
Weight variation

2 days 15.7863 + 4.25056  13.4671 + 3.02566  6.0014 + 5.31286 0.989 0.005 0.102
14 days 10.5050 + 22.8312 13.6629 + 1.97739 14.1914 + 4.39931 0.932 0.852 0.999
28 days 14.2486 + 2.22475  6.8243 + 2.05017 6.1529 + 5.77777 0.106 0.055 0.999

Hyaline area

We observed a statistically significant difference at the 14th day in the

Group x Time interaction (p <0.05), with the presence of a hyaline area just in the

GE | group, and no hyaline area in the GE Il and GC groups (Table II).

Table Il — Frequency of the variable for area in the control group (GC), experimental
group | (GE 1) and experimental group Il (GE 1I).

Variables

Frequency (%)

Comparisons

GC | GEI | GEN |GCxGEI|GCxGEI |GEIXGEI
Hyaline area
2 days 50 28.6 42.9 0.207 0.393 0.293
14 days 0 42.9 0 0.037 0.5 0.037
28 days 0 0 0 0.5 0.5 0.5
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Figure 3 — Photomicrograph of blade stained with hematoxylin and eosin on the
mesial side of the periodontal ligament of the mesial vestibular root first molar
upper right of the control group (A), GE | group (B) and GE Il (C). More
hyalinization areas were observed on the 14th day in GE group I. DEN, tooth, AH,
area hyalinization, LP, periodontal ligament, OA, alveolar bone (magnification
400x).

DISCUSSION

Alcohol use during adolescence and young adulthood is considered an
important public health problem in the United States.?®* However, despite
evidence that a significant proportion of adolescents and young people tend to
binge drink ethanol, most studies on the effects of ethanol action on bone
metabolism use chronic consumption models.** Based on these data, we decided
to employ a binge pattern, which is a more common pattern of alcohol use by
teenagers and college students®®, and patients in this age group often undergo
orthodontic treatment.
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Methods described in the literature employ varying concentrations of ethanol
and different application times to evaluate the effects of ethanol. Studies on the
effects of ethanol on bone tissue use concentrations ranging from 5% to 20% for
periods of 4 to 12 weeks.?®*®*2" There are no reports of association studies
assessing ethanol and tooth movement, so we used two concentrations of ethanol
(10% and 20%) to assess the effects of osteogenesis.>>%*!

The effect of ethanol on bone metabolism has not been fully
elucidated.>'**>?8 Ethanol can promote an increase in bone resorption and
excretion of deoxypyridinoline (DPD), a marker for bone resorption; it can also

9,29,30 An

affect osteoclasts. in vitro study showed increased resorption in

osteoclasts exposed to different concentrations of ethanol.

Contrasting with these
results, another study demonstrated that ethanol does not cause changes in
osteoclastogenesis.® Results published by Klein® showed that habitual ethanol
consumption is clearly associated with osteopenia, and histomorphometric and
biochemical evaluations of alcoholic patients showed a marked impairment in
osteoblastic activity with normal osteoclast activity. In the present study, we
observed that on the 28th day after the orthodontic appliance was installed, there
was a decrease in the number of osteoclasts in the GE Il group (p <0.05)
compared to GC. There are reports that ethanol promotes increased resorptive
activity; however, the maximum time of application in these studies was 4 weeks.*
1 Preedy®® employed a longer ethanol paradigm and observed a decrease in
urinary DPD excretion after 6 weeks of consumption. Accordingly, we observed a
decrease in the number of osteoclasts after 6 weeks of ethanol administration,
which was statistically significant at day 28. These changes suggest that tooth
movement is delayed by decreased bone resorption, and ethanol may influence
osteoclast activity over time.

Approximately 90% of the organic matrix of bone consists of type | collagen,
which is degraded during bone resorption and replaced by immature fibers
composed of collagen type 111.2°** Callaci et al® evaluated the effect of ethanol on
bone metabolism and observed an increase in type | collagen degradation in bone

and a corresponding decrease in bone mineral density. However, Maran et al*®
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found that there was no reduction in collagen type I. Similarly, we did not observe
differences in the percentage of type | collagen in alveolar bone (p = 0.05). These
results suggest that ethanol does not influence the process of collagen deposition.

We found that the hyalinization area increased in GE | by 14 days, which
was statistically significant compared to the GE Il and GC groups. Sampson et al*’
used a lower concentration of ethanol and reported increased bone density in the
femur of Wistar rats. In our study, we observed larger hyalinization areas in GE |I.
One hypothesis for this finding is that the administration of 10% ethanol may have
promoted increased bone mineral density. According to von Bohl et al**, bone
mineral density and bone metabolism are two factors that should be considered to
influence the presence of hyalinization area, and this increase may have generated
greater pressure on the periodontal ligament, thus leading to an increase in the
area of hyalinization.

We observed statistically significant differences in weight (p <0.05) at day 2;
the GE Il group showed greater weight variation compared to GC. Lauing et al**
reported that factors such as animal health after intraperitoneal injection reduced
food intake in animals treated with ethanol and noted the direct effect of ethanol on
the ability of rats to transform dietary nutrients into body weight. These variables
may have directly influenced the difference in weight gain between the control and
experimental group. We only observed a statistically significant difference in the
group that received 20% ethanol, suggesting that weight variation can be
influenced by ethanol concentration.

The effect of ethanol on bone remodeling is still controversial, but the
common hypothesis is that ethanol affects bone metabolism. Differences in the
variables, such as age and time course of ethanol use, may be one explanation for
discrepant results. In addition, it is difficult to ascribe differences to changes in
resorption or decreased bone formation, the main mediator of ethanol-induced
bone loss®. However, we found that ethanol promoted an imbalance in bone
resorption, and the effects must be considered from an orthodontic viewpoint

because tooth movement is a bone-dependent process.
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More studies should be performed to determine how ethanol affects bone
remodeling. Here, we show that 20% ethanol can influence tooth movement when
an orthodontic force is applied; specifically, it causes a delay by decreasing the
number of osteoclasts. The results of animal research should not be directly
extrapolated to humans; however, caution should be taken when applying an
orthodontic force to individuals who binge drink ethanol, as this substance can
promote a delay in bone remodeling processes and may possibly increase the total

time of orthodontic treatment.

CONCLUSIONS

Ethanol affects bone metabolism and induced a decrease in the number of
osteoclasts on the 28th day of orthodontic force application. Administration of 10%
ethanol promoted an increase in the frequency area of hyalinization to day 14.
There were no significant changes in the percentage of collagen type |. These

results suggest that ethanol may decrease the rate of tooth movement.
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