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RESUMO

A isotretinoina é uma droga de acdo teratogénica utilizada no tratamento da acne
vulgar por causar a redu¢do no tamanho das glandulas sebaceas e ainda normalizando a
queratina na abertura do foliculo piloso. Relatos indicam que o uso desse farmaco esta
envolvido com malformagdes Osseas. Objetivou-se nessa pesquisa analisar as
consequéncias do uso da isotretinoina sobre o processo de ossificacdo endocondral, de
jovens ratos Wistar machos submetidos a ingestdo oral de uma dose de 8mg/kg/dia
dessa medicacgdo, do 17° ao 30° dia de vida. A amostra, composta por 20 espécimes foi
randomizada e distribuida entre o Grupo Controle (recebendo apenas 6leo vegetal, com
n=10) e o Grupo Experimento (recebendo a isotretinoina diluida em dleo vegetal, com
n=10). Ao fim da administracdo os animais foram eutanasiados e os fémures foram
coletados, dissecados e realizados cortes para a confec¢do das laminas histoldgicas
coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. A analise microscopica do material
permitiu verificar uma reducdo da populacdo de células no canal celular e na epifise
0ssea, ma definicdo e reducdo do espessamento do peridsteo e areas mal definidas no
processo de osteogénese no Grupo Experimento em relacdo ao Grupo Controle. Nesse
sentido, com base nos resultados, foi possivel concluir que houve um retardo no
processo de ossificacdo do grupo submetido ao tratamento com isotretinoina, vindo a
alentar as suspeitas de estudos anteriores onde se relatou as malformacdes Osseas

decorrentes do uso desse farmaco.

Palavras-Chave: Isotretinoina. Osteogénese. Teratogeno.



1 INTRODUCAO

A lIsotretinoina € o acido 13-cis retindico, medicacdo pertencente a familia dos
retindides que tem acdo queratolitica, esfoliante, sebonormalizadora e antibacteriana.
Sua acdo leva a atrofia das glandulas sebaceas diminuindo a oleosidade da pele, além de
diminuir a resposta inflamatéria perante a infeccdo bacteriana comum pelo P. carini,
sendo a medicacdo de eleicdo para o tratamento de acne de graus elevados. Contudo,
esta medicacdo pode apresentar efeitos colaterais indesejados como alteracdo das
enzimas hepéticas (figado) causando uma hepatite medicamentosa e riscos de més
formac0es fetais em gravidas. Outras alteracbes decorrentes desta medicacdo séo: dores
musculares, dores articulares, cefaléia, prisdo de ventre, depressdo, aumento do
colesterol e triglicérides e diminuicdo das células brancas de defesa do sangue tornando
0 paciente suscetivel a candidiases e outras afec¢des devido a baixa imunidade corporal.
Além disso, 0 uso dessa medicacdo durante a gravidez esta relacionado a relatos de

malformacdes congénitas, entre elas defeitos neuroldgicos, cardiacos e esqueléticos.

No que diz respeito as desordens 6sseas, diversos estudos relatam sua apari¢do em
decorréncia do emprego da isotretinoina na terapéutica da acne grave, porém algumas
divergéncias existem em relacdo a sua atuacdo, no sentido de que alguns pesquisadores
acreditam que esta substancia possa ser propiciadora da aceleracdo e da formacdo 6ssea,
enguanto outros a caracterizam como inibidora do processo de ossificacdo, ndo havendo
esclarecimentos sobre 0s mecanismos pelos quais a isotretinoina intervém no

metabolismo ésseo.

Isotretinoina (acido 13-cis-retindico da familia dos retindicos) € um analogo
sintético da vitamina A. Farmaco que possui agdo teratogénica quando do uso na
gravidez. E bastante utilizada no tratamento da acne vulgar, uma doenca inflamatdria da
pele, cuja frequéncia é maior na adolescéncia, quando o nivel elevado de hormonios
sexuais causa 0 aumento da secrecdo de sebo pelas glandulas sebaceas provocando as

erupcdes cutaneas caracteristicas principalmente no rosto, costas, peito e ombros.
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Quando a acne alcanca os graus Il e IV, uma das opcdes de tratamento € a isotretinoina
que reduz o tamanho das glandulas sebaceas e ainda normaliza a queratina na abertura

do foliculo piloso.

Alguns relatos sugerem que o uso desse farmaco, mesmo que durante o
desenvolvimento fetal, pode gerar disfuncbes importantes no desenvolvimento 0sseo
fetal.

1.1 Identificacdo do foco e problemaética da pesquisa:

Esta pesquida focaliza as consequéncias que 0 uso da isotretinoina podera trazer
para com o desenvolvimento dos ossos do feto cujas maes foram submetidas ao

tratamento contendo esse farmaco.

Problema: Quais as consequéncias para o desenvolvimento 6sseo de fetos de
ratos Wistar cujas maes foram submetidas ao tratamento farmacoldgico com a

isotretinoina?

1.2  Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Estudar o impacto da acdo da isotretinoina no desenvolvimento 6sseo em ratos
Wistar.

1.2.2  Objetivos especificos
a) ldentificar as possiveis alteracdes histologicas no processo de ossificagao

endocondral na mandibula de fetos de ratos Wistar cujas méaes foram

submetidas ao tratamento farmacologico com a isotretinoina.
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b) Identificar as possiveis alteracGes histoldgicas no processo de ossificacdo
intramembranosa no parietal de fetos ratos Wistar cujas méaes foram

submetidas ao tratamento farmacologico com a isotretinoina.

c) Comparar as possiveis alteracfes histoldgicas nos processos de ossificacdo

intramembranosa e endocondrais com seus respectivos controles.

1.3 Justificativa

E conhecido o potencial teratogénico que a isotretinoina pode provocar em fetos
de ratos bem como de seres humanos, por isso € um farmaco de uso proibido durante o
periodo gestacional. Porém, as informaces na comunidade cientifica acerca dos seus
efeitos sobre o desenvolvimento 6sseo ainda sdo escassos, embora, alguns relatos de
caso tenham apontado para uma desordem no processo de formagdo dssea.

Os resultados desse estudo, ao indicar se a isotretinoina traz alteracGes
morfoldgicas importantes durante os estagios de maior sensibilidade na formacao 0ssea
e indicar quais sdo os tipos de alteracbes, poderdo melhorar, assim, o entendimento do
fendmeno e favorecer o desenvolvimento de medidas profiléticas que, posteriormente,

poderéo ser adotadas para uma conscientizacdo da sua populagdo consumidora.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

A vitamina A é um nutriente essencial para 0 homem e a sua deficiéncia
além de provocar alteracdes oculares (xeroftalmia e cegueira nutricional) pode causar
retardo de crescimento e aumento da susceptibilidade a infeccdes.

Alids, uma evidente fungdo de tal substancia é como um grande composto de
proteinas presente nos olhos (chamadas Rhodopsin) que reagem a luz e tornam a
visdo possivel.

Com efeito, pesquisas publicaram a importancia da suplementacdo dessa

vitamina para combater a morbidade infantil nos casos de deficiéncia desta, reduzindo
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significativamente a diarréia’ e melhorando o crescimento infantil.?

Nesse sentido, a vitamina A, também conhecida como retinol, apresenta
diversos analogos estruturais, tanto naturais como sintéticos, denominados retindides
e que estdo relacionados com o crescimento e diferenciacdo de varios tipos celulares
durante o desenvolvimento fetal e também ao longo da vida.

Assim sendo, os retindides sdo usados para uma diversidade de afeccdes
dermatolégicas devido as suas acdes contra dermatoses inflamatérias e ceratoticas®,
além de inibir a queratinizacao.

Entre as doencas dermatolégicas em que o0s retindides possuem
aplicabilidade destacam-se a psoriase* (destacando-se como droga de exceléncia a
acitretina®, a ictiose e a acne, que sdo doencas caracteristicas de criancas e
adolescentes, sendo uma preocupacdo para a dermatologia pediatrica®, além da
seborréia, por reduzir o tamanho das glandulas sebaceas (em até 90%) e suprimir a
producéo de sebo.’

Ademais, relatos mostram que além das doencas da pele, os retindides tém
acdo na prevencdo e na terapia em oncologia. A saber, estudos clinicos revelaram
certo grau de eficacia na prevencdo de carcinomas basonucleares, espinonucleares,
tumores superficiais de bexiga e tumores primarios e secundarios, e pacientes com
carcinoma de células escamosas da cabeca e pescoco, com a utilizacdo de
isotretinoina e etretinato.® De forma analoga, outro estudo aponta a ac&o anti-cancer
do retindide acetato de retinil atribuida a sua caracteristica de imunoprotecéo.®

Em sintese, os principais retindides de uso terapéutico sdo a tretinoina (acido
retindico), a isotretinoina (acido 13-cis retingico) e o etretinato, contudo, apesar dos
efeitos adversos, a isotretinoina continua a ser o principal farmaco para o tratamento
de acne cistica severa, devido aos seus altos indices de eficacia.’® *

Em outras palavras, a isotretinoina sistémica continua a ser a forma de
terapéutica mais energica e efetiva para a acne grave, e seu mecanismo de agao
envolve a reducéo da producéo de sebo e atuacéo antiinflamatoria.*?

Por conseguinte, estudos reafirmam os bons resultados do tratamento com a
isotretinoina. Em um deles, uma amostra de 22 homens e 58 mulheres com acne
grave, apos tratamento com esse retindico, obteve-se uma reducdo da acne em 88%

dos pacientes.’®* Pesquisa semelhante, ocorrida no Oriente Médio, apresentou



11

excelente resposta ao tratamento em 90,4% dos casos.”* Como também, em outro
ensaio, a resposta ao tratamento foi muito boa em 62,8% dos casos e boa em 31,9%,
havendo apenas um resultado ndo satisfatério.*

Porém, apesar dos enormes beneficios preventivos e terapéuticos, 0s
retindides também se destacam pelo seu enorme potencial teratogénico. Nesse
sentido, existem regras de prescricdo que devem ser seguidas a risca, para evitar a
exposicdo durante a gestacdo, havendo necessidade de uma cooperacdo entre as
mulheres e seus médicos, no que diz respeito a selecdo de pacientes, aconselhamento
contraceptivo minuncioso, acompanhamento e inclusive a realizacdo de testes de
gravidez antes do inicio do tratamento.

Para tal, um estudo revela que a contracep¢do oral com uma formulacéo
estrogeno-progestageno é o método contraceptivo de escolha para as mulheres em
tratamento com retindides, mas o dispositivo intra-uterino (DIU) é de pouca
relevancia ou quase nenhuma para mulheres jovens em terepéutica.'’

Haja vista esse potencial teratogénico dos diversos tipos de retindides, um
estudo elaborou a seguinte ordem de classificacdo de toxicidade: tretinoina>
etretinato> acitretina> isotretinoina> N-(4-hidroxifenil)-retinamide> N-tetrazol-5-
ylretinamide = N-butylretinamide> N-ethylretinamide = 13-cisN-ethylretinamide,® e
um segundo estudo reafirmou, comparando a tretinoina com a isotretinoina, que este
foi de 4 a 8 vezes menos teratogénico que o promeiro.*®

Entretanto, apesar da isotretinoina ter sico considerada menos tdxica que
outros retinodides, aproximadamente 35% das criancas cujas maes tiveram contato
com a isotretinoina durante a gravidez apresentam ao nascimento alteracdes cardiacas
craniofaciais, neuroldgicas e timicas.?*>*

Em se tratando das alteracdo Osseas, sO para ilustrar, pesquisadores ja
indicaram que a ingestdo de quantidades elevadas de vitamina A est4 associada com a

osteoporose?” 2°

e 0 risco aumentado de fraturas de quadril em mulheres pos-
menopausa.?® Além disso, os riscos de fraturas mostraram-se maior quando a
concentrago sérica de retinol estd aumentada.?’

Mesmo em larvas de peixes, uma revisao bibliografica sobre os componentes
nutricionais que influenciam o desenvolvimento esquelético informou que a alta na

dieta de vitamina A aumenta a incidéncia de deformidades ésseas, como a curvatura
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vertebral, fusdo central e compressio de vértebra.?® Bem como, uma distinta
apreciacdo também avaliou o efeito da Hipervitaminose A sobre 0s 0ssos e observou
retardo do crescimento, fraqueza e fraturas espontaneas dos membros dos ratos do
grupo experimental.”®

Outrossim, no que tange aos retindides de forma geral, seus efeitos sobre a
estrutura dssea incluem calcificacdo progressiva dos ligamentos e inser¢Ges do
tenddo, fusdo prematura das epifises, anormalidades na modelagem dos 0ss0s
longos,* e também pode estar relacionada com a formag&o progressiva de pequenos
espordes na coluna vertebral.**

Do mesmo modo, sendo o &cido 13-cis-retindico o retindide de maior uso
terapéutico, despertou-se o interesse de estudiosos sobre seus efeitos adversos. Dessa
maneira, diversas pesquisas em humanos analisaram e relataram seus efeitos sobre os
0ssos, entre eles a osteofitose bilateral do osso nasal,® hiperostose do esqueleto
apendicular e axial, principalmente da coluna vertebral,® perca da densidade
6ssea,” aumento da reabsorcdo Gssea em pacientes com deficiéncia de vitamina D,*®
inibicdo da remodelagem 6ssea,®® anomalias do osso temporal e dos ossiculos do

ouvido médio,*> #

como também, em ratos, foi verificada a acelera¢do no processo de
reparo de defeitos sseo em calota craniana.*?

Em suma, a génese do tecido 6sseo é bastante susceptivel a interferéncias,
visto que é um processo complexo, delicadamente controlado, e que resulta em
cristais mineralizados rico em matriz organica composta de colageno. A saber, 0s
0ss0s longos se ossificam por um método endocondral, em que células derivadas do
mesoderma se diferenciam em condroblastos constituindo um molde cartilaginoso,
que posteriormente se mineraliza, ocorrendo a morte dos condrdcitos e as células
mesenquimais circundantes se diferenciam em osteoblastos secretores de matriz 0ssea
sobre a cartilagem subjacente.®?

Dessa forma, sabendo-se do evidente potencial teratogénico da isotretinoina,
das implicacbes desse farmaco sobre 0s 0ssos, e do delicado processo de ossificacdo
endocondral, apesar dos diversos relatos macroscopicos de alteracbes Osseas
induzidas por esse farmaco, objetivou-se analisar histologicamente o impacto da

isotretinoina na osteogénese de 0ssos longos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo exploratorio, experimental e comparativo.

3.2 Animais

Foram utilizadas 10 ratas albinas primiparas da linhagem Wistar (250-
300g) e suas descendéncias (compostas por 20 ratos machos), provenientes da colénia
de criacdo do biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande -
FCMCG. Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno com dimenséo de
430x430x200 mm (CxLxA) num ambiente com temperatura de 23 [1 10] C, num ciclo
de luz/escuriddo (12 h) e tiveram livre acesso a agua filtrada. Os animais foram
acasalados na proporcdo de 1 macho para 3 fémeas e o estado de prenhez foi
determinado através da observacdo da presenca de espermatozoOides na secrecdo
vaginal.

As ratas tiveram sua gestacdo fluindo normalmente sem nenhuma
interferéncia e sem ingestdo do medicamento em estudo, ocorrendo 0s partos normais
por volta do 21° dia de gestagdo, sendo verificada apenas a data exata do nascimento
dos filhotes.

3.3 Delineamento experimental

Experimento — Impacto teratogénico da isotretinoina no
desenvolvimento 6sseo endocondral em fetos de ratos Wistar.

A partir da prole das 10 ratas prenhas originou-se aleatoriamente o Grupo
Controle (n=10) e o grupo experimental (n=10). A partir do 17° dia de vida, no
Laboratorio de Farmacologia e Bioquimica da FCMCG, foi administrada uma dose
8mg/kg/dia de isotretinoina diluida em oleo vegetal no Grupo Experimento e 6leo
vegetal sem a isotretinoina no Grupo Controle. No 30° dia de vida das proles, 0s

animais foram sacrificados por aprofundamento de anestesia sob a resolucdo 714 de
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Medicina Veterinaria, e seus fémures dissecados e fixados em formol a 10% para
futura analise histoldgica. A pesquisa seguiu com a andlise histoldgica dos fémures
previamente dissecados e a montagem das laminas para leitura microscopica se deu da
seguinte forma:

e  Fixacdo em formol a 10%;

e Inclusdo: processamento em 3 etapas:

1) Desidratacdo: banhos de alcool a 70%, 80%, 90% e 3 banhos de alcool

100%;

2) Diafanizacao: 3 banhos de xilol;

3) Impregnacdo: 2 banhos de parafina a 60°C em histotécnico e preparacdo

dos blocos com tecido impregnado por parafina para dar consisténcia;

e  Microtomia: corte dos blocos em micrétomo a cinco micras, nédo
havendo a necessidade da descalcificacdo prévia dos fémures em virtude da
consisténcia ndo rigida e da pequena espessura do material;

e  “Pescaria”: os cortes dos blocos foram colocados em banho-maria e
“pescados” pelas 1aminas de vidro;

e  Coloracao pela técnica hematoxilina-eosina:

e  Montagem final das laminas: foi depositada uma gota de resina liquida
sobre o corte aderido & Iamina de vidro e coberto com uma laminula.

Assim que as laminas foram finalizadas e catalogadas, realizou-se uma

analise qualitativa dos focos da osteogénese.

3.4 Analise dos dados

Foi realizada uma analise qualitativa dos focos da osteogénese e/ou
condrogénese dos grupos estudados, com a identificagdo de elementos morfologicos
que possam avaliar o potencial teratogénico da isotretinoina, no Laboratorio de
Histologia e Embriologia da Faculdade de Ciéncias Médicas de Campina Grande -
FCMCG. Para isso foi comparado os achados do grupo experimental para com os do

grupo controle.
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3.5 Considerac@es bioéticas

Os procedimentos adotados no manejo dos animais seguiram as
recomendaces do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA
(BRASIL, 1979).

O projeto foi enviado ao Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Ciéncias médicas de Campina Grande para apreciacdo e Seu Inicio

ocorreu apos sua aprovagao.

4 RESULTADOS

O processo de confeccdo e analise das laminas histoldgicas foi realizado com
altos padrbes de qualidade, sem nenhum prejuizo ou dano aos fémures que foram
estudados, ndo apresentando assim nenhum empecilho que pudesse interferir na
leitura das laminas, dificultando ou modificando a interpretacao.

Para fim de estudo qualitativo o material dos grupos controle e experimento
foram analisadas apresentando os resultados dispostos no Quadro 1, apresentado na

pagina seguinte.

O processo de confeccdo e analise das laminas histologicas foi realizado com
altos padrdes de qualidade e para fim de estudo qualitativo foi selecionada
aleatoriamente uma espécime do Grupo Controle e uma espécime do Grupo

Experimento cujo material apresentou os seguintes resultados:



Quadro 1: Aspectos morfologicos dos fémures cujos ratos foram submetidos a
isotretinoina diluida em 6leo vegetal (Grupo Experimento) e a somente 6leo vegetal,

sem isotretinoina (Grupo Controle).

Grupo Controle

Grupo Experimento
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A diafise mostra células tipicas no canal
medular, ostedide densamente corada,
caracteristico de bom depdsito de fibras
conjuntivas;

A diéafise apresenta-se palida, canal
medular com populagéo celular menor
que o grupo controle;

Periosteo bem definido;

Cartilagem epifisaria bem definida e
apresentando o molde de condrdcitos
caracteristico;

Periosteo mal definido e quando
visualizado, menos espesso que no grupo
controle

Cartilagem epifiséria sem alterac6es
aparente

Epifise bem definida com presenca de
células tipicas do processo de ossificagdo
endocondral;

Apresenta areas bem definidas do

processo de osteogénese.

Fonte: Dados da pesquisa

5 CONCLUSOES

Epifise mal definida com reducéo
aparente na populacao de células em
relacdo ao grupo controle

Apresenta areas mal definidas no
processo de osteogénese.

O processo de mineralizacdo dssea sucede como resultado da interagdo

rigorosamente comandada, entre a ingestdo e absor¢do de célcio alimentar, a sintese

mineral e remodelamento 6sseo. Esse controle homeostatico é intercedido pelo

horménio da paratiredide, a producdo de vitamina D, os niveis séricos de calcio e

ativacdo dos osteoblastos.

Diversas malformacgdes e/ou perturbacdes no aparelho 6sseo decorrem de

desequilibrios nesse mecanismo de regulacdo, seja por alteragdes fisiopatologicas

desses mediadores da homeostasia ou por acéo de substancias que exercem influéncia

direta ou indiretamente sobre essa maquinaria.

Nesse sentido, distintos retindides tém sido encontrados em uma abundéancia
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de sistemas de desenvolvimento, incluindo ossos e cartilagens, pulmdes e pele, onde
cumprem uma funcdo crucial na padronizacdo, proliferacdo e diferenciacédo
celular.*> %

Inclusive, a suplementagéo de vitamina A vem sendo utilizada no sentido de
combater a mortalidade e melhorar os indices de crescimento infantil, em populacdes
de risco.?

Dessa forma, pesquisadores ja& mostraram que os retindides exercem certa
influéncia sobre o metabolismo dsseo, e no que diz respeito as desordens Osteo-
locomotoras, multiplos estudos relatam sua aparicdo em decorréncia do emprego da
isotretinoina na terapéutica da acne grave.

Ainda que o desenvolvimento 6sseo normal exija niveis adequados de
vitamina A, animais alimentados com excesso dessa vitamina ou retindides sintéticos
tém remodelagem Ossea modificada, o que leva ao crescimento pobre do 0sso,
radiolucidez, perda de conteddo mineral e fraturas espontaneas.

De tal modo, as multiplas publicacdes a cerca da relacdo entre a isotretinoina
e 0 sistema esquelético sempre relataram 0s aspectos negativos dessa interacao,
principalmente no que diz respeito a exacerbacdo da dosagem da droga e sua
utilizacdo em fases criticas como o periodo gestacional e a idade infantil, onde esta
ocorrendo a formacdo 0ssea.

Todavia, esse estudo procurou realizar uma analise mais minuciosa do
impacto desse farmaco, no que tange a histologia Gssea, procurando observar 0s
aspectos celulares e a conformidade dos componentes microscopicos do grupo
submetido ao tratamento com a isotretinoina em contraposi¢cdo aos animais que
receberam apenas placebo.

Assim, diante da apreciagdo dos resultados alcancados nessa pesquisa, 0O
grupo experimental apresentou um retardo no processo de ossificacdo em relacdo ao
grupo controle, caracterizado histologicamente por um retrocesso, mal delineamento,
falta de definicdo e reducdo dos componentes teciduais do material em processo de
formacdo Ossea, salientando e reforcando as teorias que apontam para a acdo da
isotretinoina no sentido de inibir a osteogénese, sendo esta a causa das malformacgoes

Osseas resultante do tratamento com esse farmaco.
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