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Analise histologica do impacto da isotretinoina na ossificacédo endocondral em ratos
Wistar

Histological analysis of the impact of isotretinoin in the endochondral ossification in
Wistar rats
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RESUMO: A isotretinoina é uma droga de acéo teratogénica, utilizada no tratamento da acne vulgar por causar a reducdo no
tamanho das glandulas sebaceas e ainda normalizando a queratina na abertura do foliculo piloso. Relatos indicam que o uso
desse farmaco estd envolvido com malformacdes 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 medicacdo, do 17° ao 30° dia de vida. A amostra composta por 20 espécimes foi distribuida entre o
Grupo Controle (recebendo apenas éleo vegetal, com n=10) e 0 Grupo Experimento (recebendo a isotretinoina diluida em éleo
vegetal, com n=10). Ao fim da administracdo os animais foram eutanasiados e os fémures foram coletados, dissecados e
realizados cortes para a confeccdo das laminas histolégicas coradas pela técnica da Hematoxilina-Eosina. A andlise
microscopica do material permitiu verificar uma reducdo da populagdo de células no canal celular e na epifise Ossea,
decréscimo da matriz ostedide, 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 e reducdo da matriz 6ssea do grupo submetido ao tratamento com
isotretinoina, vindo a alentar as suspeitas de estudos anteriores onde se relatou as malformagfes Gsseas decorrentes do uso
desse farmaco.

Palavras-Chave: Isotretinoina; Osteogénese; Teratogénese

ABSTRACT: Isotretinoin is a drug that produces a teratogenic action and is used in the treatment of acne vulgaris because it
causes the reduction of the size of the sebaceous glands and normalizes the keratin in the hair follicle opening. Reports indicate
that the use of this drug is involved with bone malformations. The objective of this research is to analyze the consequences of
the use of isotretinoin in the process of endochondral ossification of young male Wistar rats that were submitted to an oral
ingestion of an 8 mg/kg/day dose of this drug from the 17" to the 30" day of their lives. The sample consists of 20 specimens
that were distributed among the control group (receiving only vegetable oil, with n=10) and the experimental group (receiving
isotretinoin diluted in vegetable oil, with n=10). At the end of the administration the animals were euthanized and the femurs
were collected, dissected and cut for the preparation of histological slides stained by hematoxylin-eosin. Microscopic analysis
of the material has shown a reduction of cell population in the cell channel and bone epiphysis, poorly defined and reduced
thickening of the periosteum and poorly defined areas in the process of osteogenesis in the experimental group compared to the
control group. Accordingly, based on the results, it was concluded that a delay in the process of ossification of the group
undergoing treatment with isotretinoin was present, encouraging the suspicions of earlier studies where bone malformations
arising from the use of this drug were reported.
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INTRODUCAO

Essencial para o homem, a vitamina A é um
nutriente que participa de importantes fungdes organicas, tais
como visdo, imunidade e crescimento. Sua deficiéncia,
portanto, pode provocar alterages oculares (xeroftalmia e
cegueira nutricional), aumento da susceptibilidade a infeccBes
e até retardo no crescimento (ASSIS; BARRETO, 2002).

Assim como a vitamina A, também conhecida
como retinol, seus diversos analogos,tanto naturais como
sintéticos,  denominados  retindides, estdo  também
relacionados com o crescimento e diferenciacdo de varios
tipos celulares durante o desenvolvimento fetal e também ao
longo da vida (WEST et al, 1988).

A aplicacdo dos retindides se da em larga escala na
dermatologia, devido a suas agdes contra dermatoses
inflamatorias e ceratoticas, além de inibir a queratinizacao
(ROLEWSKI, 2003). Entre as doengas dermatol6gicas em
que os retindides possuem aplicabilidade, destacam-se a
psoriase, a ictiose e a ache (BRUN, 2004). Esta Gltima é uma
grande preocupagdo para a dermatologia pediatrica, que tem
langado mdo do uso desses retindides, os quais também
combatem a seborréia, por reduzirem o tamanho das
glandulas sebéceas ( em até 90%) e suprimirem a producéo de

sebo  (RUIZ-MALDONADO;  TAMAYO-SANCHEZ;
OROZCO-COVARRUBIAS, 1988; ORFANOS;
ZOUBOULIS, 1998).

Em sintese, os principais retindides de uso

terapéutico sdo a tretinoina (acido retindico), a isotretinoina
(&cido 13-cis retindico) e o etretinato, sendo a isotretinoina,
apesar dos seus efeitos adversos, o principal fArmaco para o
tratamento de acne cistica severa, devido aos seus altos
indices de eficacia (DINIZ; LIMA; FILHO, 2002;
HARDMAN; LIMBRID, 2003).

Porém, apesar dos enormes beneficios preventivos
e terapéuticos, os retindides também se destacam pelo seu
enorme potencial teratogénico, podendo produzir alteragdes
cardiacas, craniofaciais, neuroldgicas e timicas (FERNHOFF;
LAMMER, 1984 apud TRONCOSO; ROJAS; BRAVO,
2008).

Quanto as suas implicacdes dsseas, também ja foram
relatados casos de osteoporose e risco aumentado de fraturas
de quadril em mulheres p6s-menopausa que tiveram ingestao
elevada de vitamina A, risco aumentado de fraturas quando a
concentragdo sérica de retinol estd aumentada, 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 (MELHUS et al, 1998;
MICHAELSSON et al, 2003; HOUGH et al, 1988).

Desse 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 hiperostose do esqueleto
apendicular e axial, principalmente da coluna vertebral, perda
da densidade ¢ssea, aumento da reabsorcdo Ossea em
pacientes com deficiéncia de vitamina D, inibicdo da
remodelagem dssea, anomalias do osso temporal e dos
ossiculos do ouvido médio, como também, em ratos, foi
verificada a aceleracdo no processo de reparo de defeitos
6sseo em calota craniana (PENNES et al, 1988;

DIGIOVANNA, 2001; ELLIS et al, 1985; LEACHMAN et
al, 1999; SAADI et al, 2008; KINDMARK et al, 1998;
ISHIJIMA; SANDO, 1999; MOERIKE; PANTZAR, 2002;
OLIVEIRA, 2009).

Em suma, a génese do tecido dsseo € bastante
susceptivel a interferéncias, visto que é um processo
complexo, delicadamente controlado, e que resulta em cristais
mineralizados ricos em matriz organica composta de
colageno. A saber, os ossos 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 (JANONES,
2009).

Dessa forma, sabendo-se do evidente potencial
teratogénico da isotretinoina, das implicagfes desse farmaco
sobre os o0ssos, 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.

MATERIAL E METODOS

Tratou-se de um estudo exploratorio, experimental
e comparativo, no qual foram utilizadas 10 ratas albinas
primiparas da linhagem Wistar (250-300g) e suas
descendéncias (compostas por 20 ratos machos), provenientes
da col6nia de criagdo do biotério da Faculdade de Ciéncias
Médicas de Campina Grande - FCMCG. Os animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno com dimensdo de
430x430x200 mm (CxLxA) num ambiente com temperatura
de 23 £ 1°C, num ciclo de luz/escuriddo (12 h) e tiveram livre
acesso a agua filtrada. Os animais foram acasalados na
proporc¢do de 01 macho para 03 fémeas e o estado de prenhez
foi determinado através da observagdo da presenca de
espermatozoides na secrecao vaginal.

As ratas tiveram sua gestacdo fluindo normalmente
sem nenhuma interferéncia e sem ingestdo do medicamento
em estudo, ocorrendo os partos normais por volta do 21° dia
de gestacdo, sendo verificada apenas a data exata do
nascimento dos filhotes. 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, em
torno do qual se inicia o processo de ossificacdo
endocondral,** no Laboratério de Farmacologia e Bioquimica
da FCMCG, foi administrada uma dose 8mg/kg/dia de
isotretinoina diluida em éleo vegetal no Grupo Experimento e
6leo vegetal sem a isotretinoina no Grupo Controle,
administrada via oral pela técnica de gavagem, durante o
periodo de 14 dias. No 30° dia de vida das proles, os animais
foram sacrificados por aprofundamento de anestesia sob a
resolucdo 714 de Medicina Veterinaria, e seus fémures
dissecados e fixados em formol a 10% para analise
histolégica (JANONES, 2009).

A pesquisa seguiu com a andlise histologica dos
fémures previamente dissecados e a montagem das laminas
para leitura microscopica se deu da seguinte forma:

e Fixacdo em formol a 10%;
e Incluséo: processamento em 3 etapas:
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1) Desidratacdo: banhos de alcool a 70%, 80%,
90% e 3 banhos de &lcool 100%;

2) Diafanizacéo: 3 banhos de xilol;

3) Impregnacédo: 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, ndo havendo a necessidade da
descalcificacdo prévia dos fémures em virtude da
consisténcia ndo rigida e da pequena espessura do
material;

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

e Coloracdo pela técnica hematoxilina-eosina:

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

Assim que as laminas foram finalizadas e
catalogadas, realizou-se uma analise qualitativa dos focos da
osteogénese e condrogénese dos grupos estudados, com a
identificacdo de elementos morfoldgicos que avaliassem o
potencial teratogénico da isotretinoina, no Laboratério de
Histologia e Embriologia da FCMCG. Para isso foi

comparado os achados do grupo experimental para com os do
grupo controle.

E importante salientar que o0s procedimentos
adotados no manejo dos animais seguiram as recomendacdes
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA,
que preconiza condutas éticas no que tange a pesquisa com
animais (COLEGIO BRASILEIRO DE
EXPERIMENTACAO ANIMAL, 1991).

O projeto foi enviado ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da FCMCG para apreciagdo e seu
inicio ocorreu somente ap0s sua aprovagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de confeccdo e analise das laminas
histol6gicas foi realizado com altos padrdes 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 sua interpretacéo.

Para fim de estudo qualitativo o material dos
grupos controle e experimento foram analisados apresentando
os resultados dispostos no Quadro 1.

Quadro 1: Aspectos morfolégicos 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

A diafise mostra células tipicas no canal medular, ostedide densamentelA diafise apresenta-se palida, canal medular com

corada, caracteristico de bom depésito de fibras conjuntivas;

populacdo celular menor que o grupo controle;

Periosteo bem definido;

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

Cartilagem epifisria bem definida e apresentando o molde delCartilagem epifisaria sem alteracdes aparente

condrdcitos caracteristico;

Epifise bem definida com presenca de células tipicas do processo defEpifise mal definida com reducdo aparente na

ossificacdo endocondral;

populagdo de células em rela¢do ao grupo controle

Apresenta areas bem definidas do processo de osteogénese.

Apresenta areas mal definidas no processo de
osteogénese.

No estudo comparativo dos achados histologicos,
observou-se uma variacdo morfoldégica no material 4sseo
entre os dois grupos, sendo identificada a partir das
irregularidades e imperfeicbes presentes nos fémures dos
animais tratados com o Aacido 13-cis-retindico, que
diferenciavam em relacdo aos elementos teciduais
encontrados nos 0ssos dos ratos que ingeriram apenas 6leo
vegetal.

Essa diferenca se caracterizou por um retrocesso na
osteogénese, e imperfeicdo dos elementos e aspectos que
assinalam o processo correto e continuo de ossificacdo, o que
implica afirmar que a isotretinoina provocou um retardo do
processo de ossificacdo endocondral dos animais jovens
submetidos so tratamento com essa droga, ndo por alteracao
na cartilagem epifisiaria ou fusdo precoce das epifises, mas
por lentificacdo do préprio processo de proliferacéo celular,
da producdo de matriz ostetide, de definicdo da formagdo da
epifise, diafise e peridstio, e da mineralizagdo 6Ossea.

Esses achados  morfoldgicos  encontradas
representam a influéncia do farmaco no crescimento 6sseo
pés-nascimento, mas especificamente durante a fase do
desenvolvimento e solidificacdo do esqueleto apendicular.

Ademais, a reducdo da eosinofilia da substancia
Ossea compacta em formacdo, com ostedide ainda
desordenada e abreviada frente ao grupo controle (Figura 1),
com palidez da diéafise, e populacdo celular menor, revela
uma reducdo da matriz ostedide (ou seja, uma escassez de
tecido 6sseo recém-formado ou ostedide) e uma caréncia de
fibras conjuntivas, o que aponta para um achado histolégico
que sugere aumento da reabsorgdo Ossea, caracteristico de
uma osteopenia, condigdo possivel precursora de osteoporose.
Nessa fase de desenvolvimento o que se esperava era um
predominio da taxa de formagdo Gssea sobre a de reabsorcao.
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s A

Figura 1: Hemissecgdo longitu

dinal da diafise femoral dos ratos controle (A) e experimento (B). Observa-se em B uma

reducdo da eosinofilia (*) da substancia 6ssea compacta em formagao, com osteodide ainda dispersa. HE — 40x.

O processo de mineralizagdo dssea sucede como
resultado da interacdo rigorosamente comandada, entre a
ingestdo e absorcdo de calcio alimentar, a sintese mineral e
remodelamento  dsseo. [Esse controle homeostatico é
intercedido pelo horménio da paratiredide, a produgdo de
vitamina D, os niveis séricos de célcio e ativagdo dos
osteoblastos.

Diversas malformacdes e perturbacdes no aparelho
0sseo0 decorrem de desequilibrios nesse mecanismo de
regulacdo, seja por alteragdes fisiopatoldgicas desses
mediadores da homeostasia ou por acdo de substancias que

exercem influéncia direta ou indiretamente sobre essa
maquinaria.

Nesse sentido, distintos retindides tém sido
encontrados em uma abundancia de sistemas de

desenvolvimento, incluindo ossos e cartilagens, pulmdes e
pele, onde cumprem uma fungdo crucial na padronizagéo,
proliferacdo e diferenciacdo celular (EICHELE; THALLER,
1987; MALPE; MENDELSOHN; CARDOSO, 2000).

Inclusive, a suplementacdo de vitamina A vem
sendo utilizada no sentido de combater a mortalidade e
melhorar os indices de crescimento infantil, em populacdes de
risco (WEST et al, 1988).

Porém, ainda que o desenvolvimento 6sseo normal
exija niveis adequados de vitamina A, 0 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 (HOUGH et al, 1988).

Dessa forma, pesquisadores j& mostraram que 0s
retindides exercem certa influéncia sobre o metabolismo
6sseo, e no que diz respeito as desordens ésteo-locomotoras,
multiplos estudos relatam sua aparicdo em decorréncia do
emprego da isotretinoina na terapéutica da acne grave,
principalmente no que diz respeito a exacerbagdo da dosagem
da droga e sua utilizagdo em fases criticas como o periodo
gestacional e a idade infantil, onde esta ocorrendo a formagéao
0ssea.

Os mecanismos pelos quais o0s retindides

interferem no metabolismo 6sseo ainda nao foram

completamente elucidados, e os relatos de estudos apresentam
alteragdes dsseas antagonicas, desde osteoporose, fragilidade
0ssea, risco aumentado de fraturas, perda da densidade dssea,
aumento da reabsor¢do Gssea, até retardo do crescimento,
calcificagdo progressiva dos ligamentos e inser¢des do
tenddo, fusdo prematura das epifises, anormalidades na
modelagem dos o0ssos longos, e formacdo progressiva de
espordes na coluna vertebral (MELHUS et al, 1998; HOUGH
et al, 1988; LEACHMAN et al, 1999; SAADI et al, 2008;
MCGUIRE; LAWSON, 1987; KILCOYNE, 1988).

Essa divergéncia é reforcada pela contraditoria
atividade das células dsseas moduladas pelos retindicos,
apresentada por alguns estudos, onde alguns relatam aumento
da acdo dos osteoblastos e outros, diminuigdo. J& a funcdo
osteocléstica apresenta-se elevada em alguns relatdrios ou
conservada em outros (BELANGER; CLARK, 1967,
CLARK; SMITH, 1964; WOLKE et al, 1968; FRANKEL et
al, 1986).

Todavia, diante da apreciacdo dos resultados
alcangados nessa pesquisa, 0s achados histolégicos desse
estudo revelaram a reducdo da matriz déssea no grupo
experimental, que apresentou também um atraso no processo
de ossificacdo em relacdo ao grupo controle, caracterizado
histologicamente por um retrocesso, mau delineamento, falta
de definicdo e reducdo dos componentes teciduais do material
em processo de formacgdo dssea, salientando e reforgando as
teorias que apontam para a a¢do da isotretinoina no sentido de
inibir a osteogénese (onde deveria ocorrer a preponderancia
da formacdo sobre a reabsorcdo Ossea) e acentuar a
reabsorcdo Ossea, sendo estas as alteragdes dsseas resultantes
do tratamento com esse farmaco nesse estudo.

As consequéncias do retardo desse método de
ossificacdo endocondral podem resultar em atraso do
crescimento, baixa estatura, malformacdo dos ossos longos,
encurtamento dos membros e deformidade em varo, além de
outras anormalidades de crescimento em estruturas 6sseas que
resultam do mecanismo endocondral de ossificacdo (LIMA et
al, 2008; CERVAN et al, 2008; FIGREIREDO et al, 2007;
COQUEIRO et al, 2011).
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CONCLUSAO

H& relevancia do estudo sobre a inferéncia da
isotretinoina no crescimento 06sseo durante a fase do
desenvolvimento do animal, em ratos jovens, ja que a maior
parte dos pacientes em tratamento para acne severa com
isotretinoina é adolescente que ainda ndo concluiram o
estagio de completa formagdo do esqueleto e que, portanto,
estéo sujeitos a interferéncias nesse processo.

Como também, o aumento da reabsorgdo éssea, e
em consequéncia a dimunuicdo de matriz dssea, tem como
efeito a reducdo da massa 6ssea e inducdo de osteopenia e
osteoporose.
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