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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administracdo diaria de 7,5
mg/Kg de isotretinoina por via oral, para o tratamento de acne vulgar cistica sobre o
reparo alveolar apos exodontia de incisivos superiores, em ratos. Foram utilizados 32
ratos machos (Wistar), com idade média de 60 dias que foram distribuidos em grupo
Controle (12 ratos) e grupo Experimental (20 ratos). Cada grupo foi dividido em quatro
subgrupos de acordo com os periodos de observagao em 7, 21, 28 e 90 dias apds a
extragdo. Os animais do grupo experimental receberam doses diarias de isotretinoina
por um periodo de 30 dias antes da cirurgia. Apos este periodo, foram realizadas as
extragcdes e 0os animais continuaram a receber a medicagao até os respectivos dias das
eutanasias. Os animais do grupo experimental foram submetidos a coleta de sangue
periférico através do plexo venoso orbital para analise do nivel sérico de calcio antes de
iniciarem uso da medicacdo e no dia da eutanasia. As pecgas operatérias obtidas
(hemimaxila direita) foram processadas, submetidas aos cortes histolégicos de 6um de
espessura, e coradas em HE. As laminas histoldégicas foram analisadas de forma
descritiva sob microscopia de luz. Os resultados mostraram que houve uma aceleragao
no processo de reparo alveolar no grupo experimental, em todos os periodos (7, 21, 28
e 90 dias), quando comparados aos seus respectivos grupos controles. O nivel sérico
de calcio teve uma diminuigao estatisticamente significativa entre a 1° e a 2° coleta de
sangue nos grupos de 21, 28 e 90 dias. Com base nos resultados, foi possivel concluir
que os animais do grupo experimental mostraram uma cicatrizacdo alveolar mais
acelerada do que os animais do grupo controle, indicando que a ingestdo diaria de
isotretinoina em dose correspondente para o tratamento de acne cistica acelerou o
reparo alveolar.

Palavras-chave: isotretinoina, reparo alveolar.

Descritores: isotretinoina, cicatrizagéo de feridas.

' DeCS - Descritores em Ciéncias da Saude, disponivel em www.decs.bvs.br , acessado em 5 de abril de
2009.







ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of daily intake of
isotretinoin in standard therapeutic doses (7,5mg/kg) for cystic acne vulgaris’ treatment
on the alveolar repair after extraction of upper incisors, in rats. Thirty two male Wistar
rats were used, with medium age of 60 days, that were allocated in the Control group
(CG= 12 rats) and in the Experimental group (EG= 20 rats). Each group was subdivided
in 4 subgroups according to 7, 21, 28 and 90 days’ periods in which they were
euthanasied after surgery. All animals from experimental group received daily doses of
isotretinoin during a period of 30 days before surgery. After this period, the extractions
were carried out and animals continued to receive the medication until the respective
day of sacrifice. All animals from experimental group were submitted to a peripheral
blood collection through orbital venous plexus to analysis of calcium serum level before
beginning the use of the medicine and at the time of euthanasia. The obtained operatory
pieces (maxilla) were processed and, submitted to histological sections of 6 um
thickness, and staining in HE. Histological slides were submitted to descriptive
microscopic analysis, under light microscopy. Results showed that there was an
acceleration in alveolar repair process among all rats from experimental group (7, 21, 28
e 90 days), when compared to respective control groups. Calcium serum levels had a
decrease statistically significant between 1%t and 2" blood collections in groups 21, 28
and 90 days. Based on results, it was possible to conclude that all animals from
experimental group presented a more accelerated alveolar healing compared to animals
from corresponding control groups, indicating that isotretinoin accelerated the repair.

Key words: isotretinoin, alveolar repair.

Descriptors: isotretinoin, wound healing?.

2 DeCS - Descritores em Ciéncias da Satde, disponivel em www.decs.bvs.br , acessado em 04 de
dezembro de 2008.
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1 INTRODUCAO

O retinol, sinbnimo da vitamina A na nomenclatura quimica, € uma molécula
multifuncional que regula direta ou indiretamente processos biologicos em diversos
tipos celulares, sendo necessaria para visao, reprodugao, metabolismo, diferenciacéo,
desenvolvimento 6sseo e embriogénese (LEONARDI, 2003). Todo derivado da vitamina
A, seja natural ou sintético, que realiza este mecanismo, € chamado retindide
(KOKHAR; CHRISTIAN, 1997).

Além de suas fungdes bioldgicas, os retindides sintéticos tém um importante
papel como agentes terapéuticos, sendo usados no tratamento de doengas cutaneas e
tratamento e prevencdo de algumas malignidades, como leucemias agudas e a
Sindrome do carcinoma nevoide basal (CABALLERO et al. 2004; LEACHMAN et al.,
1999).

Os retindides mais conhecidos sao os acidos all-trans retindico e 13-cis-retindico.
O acido 13-cis-retindico ou isotretinoina, comercialmente conhecido como Roacutan®?,
é tido como “um dos maiores sucessos da dermatologia” (FERGUSON et al., 2005),
sendo reconhecido como uma terapia altamente efetiva para o tratamento de acne
severa, a0 mesmo tempo em que tem sido associado a uma variedade de efeitos
colaterais semelhantes aos da hipervitaminose A (MARGOLIS et al., 1996).

Ha mais de meio século, é conhecido que a ingestdo de quantidades excessivas
de vitamina A leva a profundos efeitos adversos no esqueleto (ROHDE; DelLUCA,
2003). Frame et al. (1986) constataram que grandes quantidades da vitamina A
administrada em ratos, levaram a uma reabsor¢cdo mineral acelerada do osso cortical e
trabecular como resultado do aumento da atividade osteoclastica.

Em um experimento in vitro, Frankel et al. (1986) mostraram que a vitamina A
atua diretamente sobre a cartilagem embriogénica e 0sso, 0 que causa interferéncia na
formacdo de colageno, evita uma diferenciacdo normal de osteoblastos e aumenta o

numero de osteoclastos e a taxa de calcio liberada do osso.

% Laboratério Roche S/A Brasil
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Além destes relatos in vitro e em animais, anormalidades &sseas como
fechamento prematuro das epifises e desmineralizagdo 6ssea com risco aumentado de
fraturas, bem como, hipercalcemias e hiperostoses estao sendo relatadas em humanos
que usam retindides (ROHDE; DeLUCA, 2003).

As informacdes dos fabricantes do Roacutan® alertam para os efeitos colaterais
deste medicamento, que sao similares aos da hipervitaminose A, incluindo secura
labial, queilite, xeroftalmia, desordens no sistema musculo esquelético, como mialgias,
artralgias, anormalidades esqueléticas como espessamento da cortical Ossea,
hiperostoses, fusdo 6ssea prematura, osteoporose e adelgagamento de ossos longos.
Este excesso de efeitos colaterais de grande magnitude, associado com o crescente
numero de jovens e adultos jovens que fazem uso da isotretinoina, leva muitos autores
a questionarem o real papel da vitamina A e, principalmente de sua administracao
excessiva em humanos (MARGOLIS et al., 1996; LEACHMAN et al.,, 1999; DOWNS,
2003; ERDOGAN et al., 2006). Vale ressaltar que é durante a adolescéncia e a fase de
adulto jovem que o osso mineral € ativamente adquirido e o seu armazenamento
maximizado; sendo também esta, a média de idade dos pacientes que mais
frequentemente fazem uso da isotretinoina no tratamento de acne severa (KOKHAR,;
CHRISTIAN, 1997).

Apesar de muitos estudos sugerirem que a terapia oral com isotretinoina pode ter
efeitos sobre a mineralizacdo 6ssea, as informagdes disponiveis sobre suas acdes,
assim como sobre 0s mecanismos pelos quais a vitamina A atua no metabolismo
0sseo, ainda sao obscuros (MARGOLIS et al., 1996; ROHDE; DeLUCA, 2003). A
maioria dos estudos ressalta que, os efeitos da isotretinoina sobre a densidade 6ssea
mineral e o crescimento 6sseo sao dependentes da dose e da duragao do tratamento,
estando diretamente relacionados ao uso de doses elevadas por periodos de tempo
prolongados (LING et al., 2001; DIGIOVANNA, 2002; BRECHER; ORLOW, 2003; TIAN
et al., 2007)

Ainda que a literatura sustente que quantidades demasiadas de vitamina A
induzem a reabsorgao de ossos longos e aumentam o risco de fraturas em humanos,
além de sugerir a presenca destes mesmos efeitos com o uso de retindides sintéticos, o

excesso de vitamina A na dieta ndo € um assunto discutido no ambito da saude
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mundial, principalmente porque os niveis consumidos n&o ultrapassam a dose
considerada toxica para gerar efeitos adversos (DOWNS, 2003).

Porém, o uso cada vez mais frequente de retindides, especificamente de
isotretinoina, para o tratamento de pacientes com doengas cutaneas, remete a uma
necessidade de discussdo sobre a capacidade deste retindide causar alteragbes
esqueléticas, bem como, qual seriam estas alteracbes e qual a quantidade de
isotretinoina considerada danosa para os ossos do esqueleto craniofacial.

As reabilitagdes bucais através de implantes dentais representam, mais do que
as cirurgias faciais ortognaticas e reconstrutivas, a rotina do Cirurgido e Traumatologista
Bucomaxilofacial e do Implantodontista no consultério. Saber se pacientes que fazem
uso de isotretinoina estdo aptos para se submeter a procedimentos cirurgicos que
exijam reparo alveolar € essencial para o sucesso de qualquer tratamento desta
natureza.

Diante do exposto, o presente estudo objetiva investigar se a isotretinoina, em
dose terapéutica padrao para o tratamento de acne severa, interfere no processo de

reparo alveolar pos-exodontia, por meio de um estudo em ratos.



vista de literatura
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2 REVISTA DE LITERATURA

2.1 VITAMINA A E O METABOLISMO OSSEO

A vitamina A, uma referéncia genérica a uma familia de componentes dietéticos
com atividade do retinol ou tretinoina (sinénimos da vitamina A), foi descoberta no inicio
do século XX como um componente do oleo de figado de bacalhau e gordura de
manteiga e seu nome esta relacionado com sua importancia para o desenvolvimento da
visdo. Esta vitamina ndo pode ser sintetizada in vivo pelo corpo humano, mas pode ser
adquirida através da dieta, sendo encontrada em tecidos vegetais e alimentos de
origem animal, como figado, leite, ovos e manteiga (BICKERS; SAURAT, 2001;
BRECHER; ORLOW, 2003 ROHDE et al., 1999).

A vitamina A tem a seguinte formulagdo quimica: C20H250. Para realizar suas
fungdes, sofre oxidagdo no organismo, o que resulta na produgdo de metabdlitos: o
retinal, essencial para visdo noturna, e o acido retindico, que media todas as outras
acdes dos retindides e cuja acado essencial estd associada ao processo de
diferenciacdo de células epiteliais. Estas acdes dependem da ligacdo do acido a
proteinas receptoras especificas, que fazem parte de uma superfamilia de reguladores
transcricionais que incluem os esteréides e horménios da tiredide e a hidroxivitamina
25-OHD (vitamina D), ativando-os e promovendo a transcrigdo de genes que levam a
diferentes respostas biologicas, mediando a maioria das agdes dos retindides. O acido
retindico possui dois isdbmeros: o acido 11-trans-retindico (tretinoina) e o acido 13-cis-
retindico (isotretinoina) (KOKHAR; CHRISTIAN, 1997; LEONARDI, 2003).

A vitamina A e seus derivados sado conhecidos genericamente pelo termo
retindides e representam uma fonte nutricional necessaria para diversos processos
bioldgicos, incluindo o desenvolvimento embriolégico normal de vertebrados. A caréncia
na dieta inibe o crescimento 6sseo longitudinal enquanto seu excesso durante os
periodos criticos de desenvolvimento, leva a malformagdes na face, coragéo, sistema
nervoso central e esqueleto (DOWNS, 2003; THOMPSON et al., 2003) causando, neste
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caso, fusao prematura das placas de crescimento epifisarias e interrupcdo prematura do
crescimento dos ossos longos (DE LUCA et al., 2000; FRANKEL et al., 1986; ROHDE;
DeLUCA, 2003;) Na pele, a principal fungcdo dos retindides relaciona-se a
hiperproliferacdo da epiderme com aumento das camadas espinhosa e granulosa
(LEONARDI, 2003).

Em animais, a mineralizagdo desempenha um importante papel no
desenvolvimento normal, substituindo o esqueleto cartilaginoso e promovendo o
crescimento 0sseo longitudinal que ocorre por um processo chamado ossificagdo
endocondral, durante o desenvolvimento embriogénico (WANG; KIESCH, 2002). A
mineralizacdo da placa de crescimento cartilaginosa e o consequente crescimento dos
ossos longos sdo realizados por condrécitos hipertroficos, caracteristicos para o
desenvolvimento 6sseo (BALCERZAK et al., 2003).

Experimentos in vitro vém demonstrando que a vitamina A atua diretamente
sobre a cartilagem e osso embrionario interferindo com a formacdo de colageno,
impedindo a diferenciacdo normal de osteoblastos e aumentando o numero de
osteoclastos e a taxa de calcio liberada do osso (FRANKEL et al., 1986; LEACHMAN et
al.,, 1999; ROHDE et al.,, 1999). Mudangcas semelhantes sdo descritas no tecido
esquelético in vivo, principalmente no que se refere ao excesso da vitamina
promovendo hipercalcemia ocasional, a qual parece resultar de uma reabsor¢ao 6ssea
mediada por osteoclastos, levando ao risco de fratura de ossos longos em humanos
(DE LUCA et al., 2000; VALENTIC et al., 1983).

Rohde et al. (1999) relataram que a vitamina A tem um efeito direto sobre os
0ssos, causando desmineralizacdo ou reabsorcdo. Os autores sustentaram esta
afirmacgao apos realizagdo de um estudo em ratos que ingeriram quantidades variadas
de vitaminas A e D, observando que, os animais alimentados com doses excessivas da
vitamina A mostraram uma diminuicdo nos niveis de vitamina D, refletida principalmente
pela elevacao dos niveis de calcio no soro, em fungcado da reabsorcao éssea. Os autores
justificaram a acgao antagbnica da vitamina A sobre a vitamina D em ratos, pelo fato de
que ambas necessitam da mesma proteina ligante (RXR) para realizar sua atividade de

transcricdo. Sendo assim, em animais que recebem altas doses de vitamina A, o acido
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all-trans-retindico (um dos seus metabdlitos) pode dominar ou ocupar mais as proteinas
RXR que estado disponiveis, comprometendo a agao da vitamina D.

Scheven e Hamilton (1990) constataram que o acido retindico antagoniza a
capacidade da vitamina D em manter normais os niveis séricos de calcio, estimulando a
formacao de osteoclastos e suprimindo a atividade osteoblastica. Isso pode contribuir
para acelerar a reabsorgao 6ssea nos casos de hipervitaminose A.

Johansson et al. (2002) mostraram evidéncias indiretas que sustentam a relagao
entre vitamina A e metabolismo 6sseo. Os autores observaram que um nivel de
ingestdo de um tergo de qualquer das doses de vitamina A indicadas como causadoras
de lesdes esqueléticas em humanos, foi capaz de reduzir a densidade mineral e a
dureza 6ssea em ratos.

Com o objetivo de elucidar o papel dos retindides na formacédo O&ssea
endocondral, De Luca et al. (2000) investigaram os efeitos agudos do acido retindico
em ratos com 30 dias de vida, administrando uma unica dose de 300mg/Kg de peso
nos animais. Os autores observaram, apos 48 horas da administracado do medicamento,
uma reducgao significativa na placa de crescimento tibial dos roedores, por diminui¢ao
do pico de crescimento das zonas 6sseas proliferativas e hipertréficas.

Feskanich et al. (2002) publicaram 18 anos de analise prospectiva da absorgao
de vitamina A e fratura de quadril entre mulheres na menopausa, encontrando como
resultado que o risco de fratura de quadril foi quase dobrado entre as mulheres que
ingeriam em torno de 2,000 RE por dia ou mais (RE = equivalentes retindis; 1RE é igual
a 3.33 unidades internacionais (Ul) de vitamina A), quando comparadas com aquelas

que ingeriram, menos de 500 RE por dia.

2.2 ISOTRETINOINA

A isotretinoina, ou &cido 13-cis-retindico, € um isbmero da vitamina A,
encontrado no soro humano em pequenas quantidades (0,8 a 2,4mg/L); quando
sintético, € administrado por via sistémica (BLANER, 2001; DEW et al., 1993).



27

Este medicamento é utilizado no mundo todo para o tratamento de afecgdes
dermatoldgicas e tratamento e prevencédo de alguns tipos de cancer (SCHEINFELD;
BANGALORE, 2006)

A forma sintética foi primeiramente fabricada em 1955 e tem sido usada na
Europa desde o comego da década de 70 para o tratamento de acne (BRECHER,;
ORLOW, 2003), tendo a aparéncia de um pdé amarelo alaranjado, praticamente
insoluvel em agua, mas lipossoluvel, extremamente sensivel ao ar, ao calor e a luz,
principalmente quando em solucdo (LABORATORIO ROCHE ®, 2008; LEONARDI,
2003).

Conhecido comercialmente no Brasil pelo nome de Roacutan®, a isotretinoina é
atualmente o medicamento mais utilizado para o tratamento de acne severa. Seu
principal mecanismo de agdo ocorre na glandula sebacea, através da ligacédo a
receptores retindicos especificos, reduzindo sua atividade e seu tamanho (ERDOGAN
et al., 2006; FERGUSON et al., 2005; FLEISCHER et al., 2003).

Como tratamento padrao de afecgdes cutaneas, a isotretinoina € usada em uma
dose que varia de 0,5 a 2mg/kg de peso por dia, durante um periodo de 5 meses,
totalizando, ao final do tratamento, uma dose de aproximadamente 120mg/kg de peso.
Contudo, aumentos na dose e na duragdo do tratamento sdo usuais (SCHEINFELS;
BANGALORE, 2006)

Embora sua eficacia clinica seja comprovada, o mecanismo pelo qual a droga
consegue suprimir a atividade da glandula sebacea ainda € desconhecida e a
isotretinoina possui uma longa lista de efeitos colaterais que se assemelham aos da
hipervitaminose A. As fraturas de ossos longos em animais foram o ponto chave para
avaliar os maleficios potenciais de retindides sintéticos (ERDOGAN et al., 2006;
PETKOVICH, 2001).

Estes retindides ou &acidos retindides, como sdo conhecidos os metabdlitos
sintéticos e naturais da vitamina A, tém suas ag¢des bioldgicas mediadas por receptores
acido-retindicos (RARs) e receptores X retindicos (RXRs) que sdo membros de uma
familia de receptores nucleares estritamente relacionados com os receptores hormonais

tireoidianos e receptores da vitamina D (THOMPSON et al., 2003). Este fato, segundo
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Becker et al. (2001), torna claro que os retindides podem exercer efeitos toxicos e

terapéuticos como resultado de sua ligagdo aos receptores.

2.3 EFEITOS SECUNDARIOS DOS RETINOIDES ORAIS

As toxicidades mucocuténeas sdo os efeitos adversos mais observados em
pacientes que fazem uso de retindides orais. A queilite € a manifestacdo mais comum,
ocorrendo em todos os pacientes (BRECHER; ORLOW, 2003).

Hull e Demkiw-Bartel (1983) realizaram um estudo prospectivo em 124 pacientes
adolescentes e adultos fazendo uso de isotretinoina pata tratamento de acne (1mg por
Kg de peso por dia, durante 20 semanas) analisando possiveis efeitos adversos. Os
autores observaram que no inicio do tratamento, 93% dos pacientes apresentaram
queilite.

Dentro dos efeitos mucocutaneos, o ressecamento e o0 aumento da fragilidade da
pele ocorrem em cerca de 80% dos pacientes (NGUYEN et al., 2000).

Um monitoramento dos efeitos adversos da isotretinoina em 466 pacientes
realizado por McElwee et al. (1991) mostrou que 97% deles, apresentaram altera¢des
mucocutaneas: 96% tiveram queilite, 87% apresentaram pele ressecada, além de
sangramentos nasais (40%) e conjuntivites (40%).

Alteracdes oftalmolégicas também estdo na lista dos efeitos adversos
provocados pelos retindides de uso oral, e incluem: blefaroconjuntivite, visdo turva e
sintomas mais subjetivos como olhos secos e intolerancia a lentes de contato
(BRECHER; ORLOW, 2003; KARALEZLI et al., 2009).

Fraunfelder et al. (1985) analisaram 237 casos de reagdes oculares adversas
associadas ao uso de isotretinoina em adolescentes e adultos jovens. Casos de
blefaroconjuntivite foram os mais comuns (88 casos), seguidos de secura ocular (47
pacientes) e intolerancia a lentes de contato (19 pacientes).
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Os retindides orais sdo também considerados altamente teratogénicos, sendo as
deformidades fetais o maior risco para mulheres férteis que fazem uso da medicacao
(HANSEN; PEARL, 1985; MITCHELL et al., 1995).

Efeitos musculo-esqueléticos indesejados também tém sido relacionados com
terapias orais com isotretinoina, tais como: artralgias e dores 0sseas severas, além de
efeitos neurolégicos como cefaléias, fadiga e letargia e efeitos psicolégicos envolvendo
depresséao e ansiedade (BRECHER; ORLOW, 2003).

2.3.1 Efeitos esqueléticos

Os efeitos 6sseos adversos do uso da isotretinoina relembram os mesmos da
hipervitaminose A, como: aceleragdo do remodelamento de o0ssos longos,
descalcificagado, calcificagcdo progressiva de ligamentos e insergcbes de tenddes,
fechamento prematuro das epifises e osteoporose (BRECHER; ORLOW, 2003;
DIGIOVANNA, 2001; DIGIOVANNA et al., 2004; TEKIN, 2008).

Dentro dos efeitos 6sseos provocados por terapias orais com isotretinoina, as
mudancas hiperostéticas ou calcificagdo de tenddes e ligamentos e éareas de
osteoporoses sao as mais frequentes. Estas alteracbes relembram as mesmas
observadas em uma desordem conhecida como hiperostose esquelética difusa
idiopatica (DISH, do inglés Diffuse Idiopathic Skeletal Hyperostosis) (ATALAY et al.,
2004; DiGIOVANNA, 2003; LING et al., 2001; TEKIN et al., 2008).

A DISH é uma doenga esquelética relativamente comum, caracterizada por
ostedfitos grandes que ligam vértebras e pela ossificacao de ligamentos e insergédo de
tendbes. Sua marca registrada sdo achados radiograficos de neoformagéo éssea com
aumento da quantidade normal de osso e 0sso heterotdpico, sendo mais proeminentes
na vértebra T9 (MADER, 2003; SCHLAPBACK et al., 1992).

Gerber et al. (1984) analisaram radiograficamente alteragdes hiperostéticas em
pacientes submetidos a dois anos de terapia com isotretinoina. Foram considerados

DISH, os casos onde se pode observar a presenca de ostedfitos em dois ou mais niveis
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vertebrais. Como resultado, os autores encontraram 50% dos pacientes tratados com
isotretinoina (quatro casos em um total de oito pacientes) com algum grau de
envolvimento.

Ling et al. (2001) acompanharam, através de radiografias da espinha e
calcanhares, 16 pacientes submetidos a terapias com isotretinoina a longo prazo, com
dosagens diarias que variaram de média a alta (entre 0,15 a 1,5 mg/kg/dia, acumulando
doses de ingestdao do medicamento de, pelo menos, 360 mg/Kg de peso). Como
resultado, os autores encontraram um paciente com hiperostose espinhal moderada;
sete pacientes com alteragbes radiograficas muito leves; trés pacientes com
hiperostose espinhal e outros quatro com hiperostose de calcanhar. Foi sugerido que a
manifestacdo de hiperostoses esta diretamente relacionada com a dosagem do
medicamento e com o periodo de tempo de uso, bem como que a maioria das
hiperosotoses € assintomatica e clinicamente insignificante.

Atalay et al. (2004) publicaram um caso de ossificagdo de espinha lombar e
fémur semelhante a DISH, pelo uso de doses altas de isotretinoina, a longo prazo, em
uma paciente de 38 anos, para o tratamento de acne severa. Os autores constataram,
apo6s acompanhamento radiografico, que houve um declinio da densidade &ssea
mineral nos sitios afetados apds a descontinuagao do uso do medicamento.

Jones et al. (1988) encontraram que mais de 60% de individuos com mais de 20
anos de idade mostraram algum grau de hiperostose, considerando a DISH uma
patologia comum na populagdo em geral que nunca fez uso de retinoides.

A ocorréncia de fraturas 6sseas em decorréncia de traumas minimos em
criancas que usam isotretinoina é relatada na literatura, assim como a formacgao de
0ssos longos mais finos e frageis. Contudo, a maioria dos casos esta relacionada com
outros derivados da vitamina A diferente da isotretinoina e, com seu uso em doses altas
por longos periodos de tempo (BRECHER; ORLOW, 2003; HALKIER et al., 1987;
PAIGE et al., 1992).

Ainda com relacédo aos efeitos do medicamento em criangas, o fechamento
prematuro de epifises, levando a um retardo no crescimento 6sseo, é também uma
manifestacdo reconhecida, embora rara, no caso do uso prolongado da isotretinoina
(BRECHER; ORLOW, 2003).
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Os efeitos dos retindides sobre os ossos podem ocorrer tanto no caso de
terapias por curtos ou longos periodos, sendo estes efeitos, geralmente, persistentes
apos a descontinuagéo do seu uso (BLANER, 2001).

DiGiovanna (2001) afirmou que cerca de 10% dos pacientes que sao tratados
para acne com terapias padrao de isotretinoina desenvolvem mudancas hiperostéticas
detectaveis e que, com altas doses deste medicamento as mudancas sdo mais
proeminentes. O autor também defende que, sob longos periodos de exposi¢cao a
retindides, as hiperostoses ocorrem até com pequenas doses, embora, um unico curso
de terapia (quatro meses) seja suficiente para remissdo completa da acne na grande
maioria dos pacientes.

Tekin et al. (2008) relataram que muitos estudos tém sugerido que o tratamento
prolongado e com altas doses de isotretinoina pode causar desmineralizagdo e
osteoporose; contudo, muitos resultados conflitantes sdo encontrados em estudos que
avaliam a densidade éssea mineral em pacientes em tratamento com a droga por curto
periodo de tempo. Os autores investigaram o efeito de uma terapia padrdao de
isotretinoina (4-6 meses de uso até o paciente acumular uma dose de 120mg/Kg de
peso) em 36 pacientes fazendo o tratamento para acne severa (grupo experimental).
Os autores utilizaram outros 36 pacientes controles e compararam radiografias da
espinha lombar e fémur destes, com os pacientes do grupo experimental antes e apos a
terapia. Exames que detectaram o nivel sérico de calcio também foram comparados
entre os dois grupos. Foi observado que um curso unico de isotretinoina ndo tem efeito
clinicamente significativo sobre o metabolismo ésseo, pois ndo ha alteracdo detectavel
nos exames radiograficos nem nos niveis de calcio.

DiGiovanna et al. (2004) propuseram-se a avaliar o efeito de uma terapia padrao
de isotretinoina no tratamento de 217 adolescentes com acne nodular cistica (dose total
diaria de 1mg/Kg de peso por 16 a 20 semanas), através da medicdo da densidade
O0ssea mineral da espinha lombar e costela no inicio e no final do tratamento. Os
autores concluiram que ndo houve mudancga clinicamente significativa na densidade
destes 0ssos, bem como, nenhum caso de hiperostose foi observado.

Em 2008, Sampaio e Bagatin publicaram um artigo relatando 26 anos de

experiéncia no uso da isotretinoina para o tratamento de ache em humanos no Brasil,
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relatando n&o terem observado em seus pacientes a ocorréncia de efeitos esqueléticos
adversos. Os autores ainda afirmaram que, no pais, no ano de 2007, 60 a 70 mil
pacientes foram tratados pela isotretinoina oral.

Valentic et al. (1983) relataram um caso de hipercalcemia em um paciente de 19
anos com acne severa tratado com altas doses de isotretinoina oral, onde o
medicamento teve que ser suspenso para restabelecer os niveis séricos de calcio,
fazendo os autores presumirem que o medicamento estava envolvido no aumento do
nivel sérico de calcio. A hipercalcemia induzida por isotretinoina pode ser produzida em
funcédo de possiveis efeitos do medicamento, semelhantes ao excesso de vitamina A,
como: osteolise focal e reabsorgao mineral acelerada no osso trabecular e cortical.

Enfatizando esta relagdo da vitamina A com os horménios reguladores do calcio,
Frankel et al. (1986) estudaram em ratos, os efeitos da vitamina sobre os niveis séricos
de calcio e seus hormdnios reguladores: paratorménio (PTH), calcitonina e vitamina D e
sugeriram que a hipervitaminose A pode alterar o metabolismo dos horménios
reguladores de calcio, através da diminuicdo na sintese dos reguladores, levando a
quadros de hipercalcemia.

Na tentativa de melhor compreender os efeitos dos retindides sintéticos sobre o
0sso, Leachman et al. (1999) analisaram a densidade 6ssea de 18 homens jovens que
receberam isotretinoina (1mg/Kg de peso) durante 6 meses e constataram que quatro
deles tiveram uma diminuicdo média da densidade 6ssea na bacia de mais de 9%.
Contudo, os autores concluiram que o medicamento sozinho ndo pode ser responsavel
pela perda de densidade mineral do osso, sendo este efeito, o resultado do uso de altas
doses de isotretinoina, associado a uma pré-disposi¢ao do proprio paciente.

Um estudo avaliando a densidade 6ssea mineral e marcadores de mecanismos
homeostaticos envolvidos na mineralizacdo 6ssea em 20 pacientes tratados com uma
dose média diaria de isotretinoina de 0,89mg/kg durante 20 semanas (considerada
terapia padréo para o tratamento de acne), ndo mostrou nenhuma mudanga, nem da
densidade mineral 6ssea, tampouco dos niveis séricos dos marcadores homeostaticos
(MARGOLIS et al., 1996). Achados semelhantes foram encontrados por Erdogan et al.
(2006), que afirmaram que os efeitos adversos da isotretinoina sobre a densidade

O6ssea mineral diferem de acordo com a dosagem e com a duragao do tratamento.
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Wang e Kirsch (2002), apds pesquisarem o papel do acido retindico estimulando
anexinas (proteinas que possuem matrizes vesiculares responsaveis pela
mineralizagc&o), concluiram que o retindide promoveu uma alteragdo da homeostasia do
calcio mediado pelas anexinas Il, V e VI, promovendo maturagdo de condrdcitos e
consequente mineralizagdo da matriz éssea. Segundo os autores, o tratamento com
acido retindico levou a um aumento na formagao de canais de calcio e consequente
influxo deste para dentro das células condrocitarias localizadas na placa de
crescimento. Estas afirmacdes sao sustentadas por outros autores, como Balcerzak et
al. (2003) que relataram que os condrdcitos da placa de crescimento proliferam e
maturam rapidamente sobre um tratamento com acido all-trans-retindico, acompanhado
pela producédo de matrizes vesiculares ricas em anexinas Il, V e VI e fosfatase alcalina.

Fleischer et al. (2003) advertiram que os adolescentes e adultos jovens sdo os
maiores usuarios de isotretinoina e apontaram que 40% dos tratamentos para acne
com este medicamento ocorrem logo depois da adolescéncia, dentro da terceira década
de vida.

A formagdo éssea no organismo humano tem lugar ndo somente durante o
processo de desenvolvimento embriogénico (cartlagem da placa de crescimento em
processo de formagdo 6ssea endocondral) e crescimento, mas também, ao longo da
vida do individuo, através dos processos fisiolégicos de remodelamento G6sseo
(BALCERZAK et al., 2003). De acordo com Margolis et al. (1996), a maior parte da
mineralizacdo 6ssea é completada antes dos 20 anos de idade e pelo resto da vida ha
uma diminui¢do gradual no conteudo mineral do osso. Contudo, durante a adolescéncia
e a fase de adulto jovem, onde todo este processo ocorre e o 0sso mineral é ativamente
adquirido, bem como os estoques vitalicios sdo maximizados, € onde surge a maioria
dos casos de acne cistica e a isotretinoina € mais frequentemente usada. Segundo os
autores, esta correlacido é de extrema importancia, uma vez que a perda de 0sso
mineral é considerada permanente, qualquer alteragcado neste processo de aquisi¢ao ou

estocagem pode ter consequéncias terriveis no decorrer da vida.
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2.4 REPARO OSSEO ALVEOLAR

Apos o estudo classico sobre reparo alveolar realizado por Feriz (1941) em caes,
muitos outros autores realizaram seus trabalhos em cées, macacos, ratos e humanos,
permitindo uma definicdo na cronologia do processo de reparo alveolar, desde o
preenchimento do coagulo até a completa neoformagao dssea (TRAZZI, 2004).

De acordo com Clark (1993), o reparo alveolar combina trés eventos:
hemostasia, em fungdo do rompimento de vasos; inflamagcao, em resposta a um dano;
e, 0 reparo propriamente dito, onde ocorre a reposigao dos tecidos por regeneragéo ou
cicatrizagao.

Segundo Berenguel (2006), o reparo alveolar refere-se a um conjunto de reac¢des
teciduais que sao desencadeadas dentro do alvéolo imediatamente apds a extragéo
dental, com o objetivo de preencher este alvéolo com tecido 6sseo.

Contudo, algumas particularidades locais e até sistémicas podem interferir neste
processo, como: grau de suprimento sanguineo, tipo de tecido lesado, presenca de
bactérias e natureza da ferida, curetagem, irrigagdo excessiva do alvéolo, entre outros
(CARVALHO et al., 1980; MAJNO; JORIS, 1996).

Os eventos que ocorrem no interior de um alvéolo dental, do ponto de vista
morfoldgico, foram descritos por Okamoto e Russo (1973) e Carvalho e Okamoto (1987)
apo6s estudarem o processo em alvéolo de incisivos de ratos. Estes eventos podem ser
divididos em quatro fases: proliferagdo, desenvolvimento do tecido conjuntivo,
maturacao deste tecido e diferenciacdo dssea ou fase de mineralizagcao. Decorridas 24
horas apds a extragcédo dental, o alvéolo ja esta totalmente preenchido por um coagulo
de sangue. Passados sete dias, um grande numero de osteoblastos pode ser
encontrado junto as trabéculas Osseas, caracterizando intensa neoformagédo 6éssea,
principalmente junto as paredes alveolares, sendo que no 16° dia, o alvéolo apresenta-
se praticamente preenchido por trabéculas 6sseas.

Aur Junior et al. (2005) realizaram uma avaliagdo histoldégica descritiva em
alvéolos de incisivos superiores de ratos e observaram que sete dias apds a extragao

dentaria ja havia regeneracao epitelial e o reparo do tecido conjuntivo estava em fase
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proliferativa. Em um periodo de 24 dias, os autores observaram regeneragao epitelial e
fase de mineralizagdo 6ssea. Resultados semelhantes foram encontrados nos trabalhos
realizados por Zied et al. (2005) e por Roslindo et al. (1999), também em incisivos de
ratos. Neste ultimo, os autores observaram histologicamente que o alvéolo, no 28° dia

poOs operatorio, encontrava-se totalmente preenchido por tecido ésseo imaturo (jovem).
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da ingestao diaria de isotretinoina, em dose terapéutica para o
tratamento de acne vulgar cistica, sobre o reparo alveolar apos exodontia de incisivos

superiores, em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- comparar, através de analise histolégica descritiva, o processo de reparo
alveolar entre grupo que ingeriu isotretinoina e o grupo controle, nos intervalos de
tempo pré-determinados apés exodontia do incisivo central superior;

- analisar os niveis séricos de ions Calcio, no grupo que ingeriu isotretinoina

antes e apds o uso da isotretinoina.



W2 Materiais e Métodos
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERAGCOES ETICAS

Esta pesquisa foi desenvolvida apds aprovacao do projeto pela Comissao
Cientifica e de Etica da Faculdade de Odontologia da PUCRS através do protocolo n°
0064/07 (ANEXO A) e pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da PUCRS através
do protocolo n° 08/00018 (ANEXO B).

Os principios Eticos em experimentacdo Animal foram obedecidos neste estudo,
como é preconizado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
instituicao filiada ao International Council for Laboratory Animal Science e a Legislagao

Brasileira de Animais de Experimentagao, de acordo com a Lei Federal n° 6.638-1979.

4.2 PROBLEMA

A ingestdo de isotretinoina em doses terapéuticas para tratamento de afecgdes

dermatoldgicas interfere no reparo alveolar em ratos?

4.3 HIPOTESE

A ingestao de isotretinoina em doses terapéuticas retarda o reparo alveolar em

ratos submetidos a exodontia.
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4.4 ANIMAIS

Foram utilizados 32 ratos machos (linhagem Wistar) com aproximadamente 60
dias e peso corporal inicial de aproximadamente 250 gramas. O tamanho da amostra foi
determinado com base na literatura (ROHDE et al., 1999; AMUI et al., 2001; YUGOSHI
et al., 2002). Os animais foram distribuidos de acordo com a variavel tratamento em
grupos controle e experimental e com o periodo de observagado apds exodontia.

Grupo Controle: doze ratos sem ingestdo de isotretinoina. Os animais foram
distribuidos em subgrupos (trés ratos por subgrupo) de acordo com o periodo de tempo
pré-determinado em que foram observados apds a exodontia: 7, 21, 28 e 90 dias.

Grupo Experimental: vinte ratos que ingeriram isotretinoina diariamente,
durante 30 dias previamente a exodontia. Apos este periodo, foram realizadas as
exodontias e os animais foram observados por 7, 21, 28 e 90 dias (cindo ratos por
grupo). Os animais do grupo experimental continuaram a receber a isotretinoina
diariamente durante o periodo de observagao pds-exodontias.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em estantes ventiladas, com
temperatura controlada (22 +_ 2 °C) e em gaiolas numeradas, com no maximo cinco
animais por gaiola, identificados através de pintura na cauda com caneta nanquim.
Todos os animais foram alimentados com ragéo sélida Nuvital-plus®” e agua filtrada ad

libidum.

4.4.1 Controle de peso dos animais

Os ratos do grupo controle foram pesados em balanga de precisdo antes de iniciar
o tratamento e no dia da eutanasia. Os animais do grupo experimental, em fungédo de

receberem doses diarias de isotretinoina de acordo com o peso corporal, foram pesados

* Nuvital Nutrientes S/A, Brasil
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antes de iniciar o tratamento e semanalmente até o dia da eutanasia, para ajustar a dose
do medicamento.

Para verificar se houve alguma diferenga entre os animais do grupo controle e do
grupo experimental observados pelo mesmo periodo de tempo (7, 21, 28 e 90 dias) com
relacdo ao peso final (no dia da eutanasia), foi realizado o teste estatistico ANOVA de
uma via, com nivel de significancia de 5% (p< 0,05); portanto, s6 foi considerado
significativo se p < 0,05. O software utilizado para analise foi o Statisticx versdo 8.0
(APENDICE A).

4.5 PREPARACAO E ADMINISTRACAO ORAL DA ISOTRETINOINA

A isotretinoina foi obtida na forma farmacéutica de po°, fornecida pela farmacia
de manipulagdo Pharma&CIA®® (ANEXO C) mediante apresentacdo de receita
controlada e especial para o medicamento. A cada 30 dias, 30 frascos contendo a
medicacdo em quantidade pré-estabelecida de acordo com a quantidade e peso dos
animais do grupo experimental foram produzidos juntamente com um frasco de 20mL
de 6leo de girassol, usado para diluigdo da isotretinoina (lipossoluvel) e obtencao da

suspensdo no momento da sua administragao oral nos animais (figura 1).

®> Numero do lote: IFO61110. PHARMA A Com, de med. E aviamentos de formulas Ltda.Porto Alegre, RS
® Farmacia de manipulagéo, Porto Alegre, Brasil
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Figura 1 - A - frasco contendo po da isotretinoina;

B - frasco contendo 20 mL de 6leo de girassol.

Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Péds-
Graduagéao - FO/PUCRS (2009).

— FO/PUCRS (2008).

O po de isotretinoina foi armazenado em frascos escuros, mantidos em geladeira
até o momento de sua utilizagdo. Cada suspensao foi preparada imediatamente antes da
administracdo, em funcado da alta sensibilidade ao ar, calor e luz, especialmente em
solugédo (Laboratério Roche, Ltda). No momento da administragdo, as reconstituicdes
foram preparadas, colocando o 6leo de girassol (quantidade em mL, de acordo com a
concentragao desejada - 7,5mg/Kg de peso) (FERGUSON et al., 2005; FRANKEL et al.,
1986; RHODE et al., 1999) com auxilio de uma seringa dosadora de 10 mL’, lentamente
dentro do frasco contendo o p6 de isotretinoina. O frasco foi agitado para promover
melhor diluicdo e a suspensao foi imediatamente administrada aos animais. Este
procedimento de reconstituicao foi realizado diariamente até o dia da eutanasia do ultimo
grupo experimental. A dose diaria de 7,5mg/Kg administrada foi escolhida com base na
literatura, promovendo niveis séricos da medicagdo em ratos, compativeis com os dos
humanos usando uma dose de 1mg/kg de peso corporal (FERGUSON et al., 2005).

A medicagao foi administrada por via oral, através da técnica de gavagem®, com
auxilio de uma seringa de 2ml e de uma canula de metal (figuras 2 e 3) prépria para

esta finalidade.

" Plastipak Packaging do Brasil, Paulinia/SP, Brasil

® Procedimento utilizado para administragio de substancias por via intragastrica (CASTRO et al., 2002).
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Figura 2 — Canula de metal utilizada para Figura 3 — Administrando a suspensao aos animais
administrar a medicagéao. através da técnica de gavagem.

Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Pds- Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Pds-
Graduagado — FO/PUCRS (2009). Graduacéo — FO/PUCRS (2009).

4.6 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no laboratorio de Farmacologia
Aplicada da Faculdade de Farmacia/PUCRS, seguindo os principios de biossegurancga
e controle de infecgao.

As cirurgias ocorreram de forma independente, sobre uma bancada protegida por
um campo de mesa estéril descartavel e trocado, juntamente com os materiais e
instrumentais cirurgicos, a cada animal.

Apés pesagem em balanga de precisdo, os ratos foram anestesiados mediante
injecdo intraperitoneal de cloridrato de quetamina (Ketamin®®) na dose de 50mg/kg
(0,05mL/100g de peso do animal) associado com cloridrato de xilazina (Calmiun ®'°) na
dose de 5mg/Kg (0,025mL/100g de peso do animal).

° Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil
10 Agenor Uniao, Brasil
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Confirmada a anestesia, verificada por meio de teste de reflexo de retirada ao
estimulo, e realizada anti-sepsia peri e intrabucal com solugdo de digluconato de
clorexidina’ a 0,12%, foi realizada a sindesmotomia ao redor de cada elemento
dentario a ser extraido, para desinsercao das fibras gengivais, utilizando um descolador
de periésteo adaptado (figura 4), seguido de luxagado e avulsdo do incisivo superior
direito com férceps cirurgico adaptado para extragdes de elementos dentarios de ratos
(figuras 5 e 6).

Figura 4 — Sindesmotomia do incisivo central superior
direito.

Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Pods-
Graduacgéo — FO/PUCRS (2009).

Figura 5 — Luxagéo do incisivo central Figura 6 — Avulsao do incisivo central.
superior direito com sindesmétomo delicado. Fonte: Dados da pesquisa, Programa de
Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Poés-Graduagao — FO/PUCRS (2008).

Pés-Graduagéo — FO/PUCRS (2009).

B Periogard, Colgate-Palmolive Industria e Comércio Ltda., Sdo Bernardo do Campo/SP, Brasil
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Imediatamente, os tecidos gengivais foram suturados com fios de sutura nylon
nimero 6-0 (Mononylon®'?) e os animais receberam uma dose de medicagdo
analgésica: paracetamol gotas® diluido em agua destilada (dose de 50mg/kg de peso
do animal), administrada por via intramuscular.

O periodo de observacdo foi de 7, 21, 28 e 90 dias apds o procedimento
cirargico. Os animais foram submetidos a eutanasia por aprofundamento de anestesia

com inalacao excessiva de isoflurano.

4.7 OBTENCAO DA PECA OPERATORIA

Com auxilio de lamina de bisturi'® nimero 15, cinzel e martelo cirdrgico, a maxila
foi seccionada na linha média e na distal do ultimo molar superior, separando-a em
direita e esquerda, obtendo-se a peca em bloco contendo parte da hemimaxila direita,
correspondente ao incisivo central superior previamente extraido.

As pecas cirurgicas foram imersas individualmente em recipientes identificados
contendo solugao de formol tamponado a 10% e levadas ao Laboratério de Patologia
da Faculdade de Odontologia da PUCRS onde foram catalogadas (recebendo
numeragao aleatoria, permitindo um estudo cego).

Apos 24 horas de imersdo em formol, as pecgas foram descalcificadas em acido
nitrico a 10% por aproximadamente sete dias. A descalcificagdo foi considerada
completa quando uma agulha fina péde ser introduzida nas pegas sem que elas
oferecessem resisténcia. Em seguida, com auxilio de uma lamina de bisturi nimero
15" a maxila foi seccionada no meio do alvéolo do dente extraido, no sentido
longitudinal, resultando em duas superficies (direita e esquerda) as quais foram
submetidas aos procedimentos de rotina para inclusdo em parafina.

A confeccéo das laminas foi realizada no Laboratério de Patologia da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

'2 Shalon Suturas, Brasil
'* Solidor, Brasil
* Méd Goldman Industria e Comércio Ltda, Manaus, Brasil
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Os cortes histoldgicos para obtencdo das laminas foram realizados em um
micrétomo’®, no sentido longitudinal do alvéolo, no plano sagital, da regido cervical até
apical, com espessura de 6 micrometros. Foram confeccionadas quatro laminas de
cada superficie, totalizando oito |adminas por peca, coradas pela técnica de

H.E.(hematoxilina-heosina) para avaliagéo histoldgica, utilizando microscopio de luz.

4.8 ANALISE MICROSCOPICA

4.8.1 Calibracdo do Observador

Para realizar a avaliagdo das laminas histologicas, um examinador foi calibrado
por um Patologista16 experiente, tornando-se apto para realizar a analise descritiva
deste material. Quinze laminas foram analisadas pelo observador, identificando as
caracteristicas histologicas e transcrevendo-as. As mesmas laminas foram avaliadas
pelo Patologista, sem que este também soubesse a qual grupo as laminas pertenciam.

Trés semanas apos o treinamento, a cada 20 laminas observadas, o examinador
repetia a observacao de 10 laminas (escolhidas aleatoriamente), com um intervalo de
uma semana, comparando as descrigdes obtidas entre ambas, aplicando o teste Kappa
intra-examinador.

O coeficiente Kappa foi utilizado para avaliar a confiabilidade da calibragao,
através da analise da consisténcia interna. O valor estatistico Kappa é utilizado para
mensurar a concordancia entre duas afericdes. Os critérios estabelecidos por Landis e
Koch, em 1977, para interpretagdo da concordancia sao: a) quase perfeita: 0,80 a 1,00;
b) forte: 0,60 a 0,80; c) moderada: 0,40 a 0,60; d) regular: 0,20 a 0,40; e) discreta: 0 a
0,20; f) pobre: -1,00 a 0.

'S Aotec Instrumentos Cientificos Ltda., Alemanha
'® Profa. Dra. Adriana Etges, Cirurgid-Dentista — Prof® Adjunta da FO-UFPel — Pelotas, RS, Doutora em
Patologia Bucal — USP/SP.
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Em ambos os casos, calibracbes inter-examinadores e intra-examinador, o
resultado foi consensual apresentando nivel de concordancia de 0,9, considerada
quase perfeita.

4.8.2 Andlise microscoOpica descritiva

As andlises histologicas foram realizadas em microscopio de luz'’, em aumentos
de 40, 100 e 200x. A descricao das regides dos tergcos cervical, médio e apical dos
alvéolos esta apresentada em conjunto e foi realizada observando os seguintes
critérios:

a) processo inflamatorio: ausente, quando nao havia células inflamatérias no
campo; leve, quando muito poucas células inflamatérias estavam presentes no campo;
moderado, quando células inflamatdrias estavam presentes, mas nao dominando o
campo; intenso, quando as células inflamatérias dominavam o campo (adaptado de
FIGUEIREDO et al., 2001);

b) area de desenvolvimento de tecido conjuntivo (grau de colagenizagao);

c) concentracao de osteoblastos e osteoclastos;

d) area de matriz ostedide;

e) area de osso maduro (compacto e trabecular);

f) grau de epitelizagédo (extensao periférica, intermediaria e completa).
4.9 COLETA DE SANGUE PARA AVALIACAO DO NIVEL SERICO DE CALCIO

A coleta de sangue periférico foi realizada no Laboratério de Farmacologia

Aplicada da Faculdade de Farmacia/PUCRS. Somente os animais do grupo

7 Microscépio Olympus BX50, Sdo Paulo/SP, Brasil.
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experimental foram submetidos a este procedimento (ROHDE et al., 1999; ROHDE;
DELUCA, 2003).

Foram realizadas duas coletas em cada animal. A primeira ocorreu antes do
inicio da administracdo da isotretinoina (12. coleta) e a outra no dia da eutanasia do
animal (22. coleta). Assim, foi possivel comparar os niveis séricos de calcio, no mesmo
roedor, antes e apds o uso do medicamento. Os animais do grupo controle ndo foram
submetidos a este procedimento, pois nao fizeram uso da isotretinoina, substancia que
poderia causar alteragcdes no metabolismo do calcio.

As coletas foram realizadas através do plexo venoso orbital (RHODEN;
RHODEN, 2006), sob anestesia geral, do mesmo modo ja citado no procedimento
cirtrgico. Um capilar sanguineo de vidro™ de 75mm de comprimento e 1,5mm de
didmetro foi introduzido no canto medial do olho, em regido de esclera, em um angulo
de 90 graus com a linha média, mantendo o capilar paralelo ao chdo. Por meio de
movimentos giratorios, o capilar foi delicadamente aprofundado para o interior da
cavidade ocular até alcangar o plexo venoso orbital, e iniciar o gotejamento do sangue.
Foi coletado em um tubo identificado, 1mL de sangue de cada animal (figuras 7 e 8).
Apo6s a coleta, os tubos contendo o sangue foram levados para uma centrifuga'®, onde
foram centrifugados a 5000 rpm durante 5 minutos, separando plasma e soro (figura 9).
Em seguida os tubos foram armazenados em isopor refrigerado e levados até o
laboratério de Analises Clinicas do Hospital Sdo Lucas PUCRS onde foram analisados
0s niveis séricos de calcio.

O mesmo procedimento foi realizado no dia da eutanasia do animal, estando

este sob anestesia geral, antes da eutanasia.

'8 perfecta Ind. Com. De laminas de vidro Ltda, S&o Paulo, SP, Brasil
19 Centrrifuga Excelsa baby I®-Fanem- Sdo Paulo, Brasil



!
|

Figura 7 — Capilares de vidro para coleta Figura 8 — Coleta de sangue através do plexo
de sangue. venoso ocular.

Fonte: Dados da P6s-Graduagéo — Fonte: University of Rochester Medical Center.
FO/PUCRS (2009). Acesso em http;//www.urmc.rochester.edu.

Figura 9 — Centrifuga.
Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Pds-
Graduagao — FO/PUCRS (2009).
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4.9.1 Anélise estatistica do nivel sérico de calcio

Para a comparagao dos niveis de calcio antes (1° coleta) e apdés administracéo
de isotretinoina (2° coleta) dentro de cada periodo de observagao (7, 21, 28 e 90 dias),
por se tratarem de dados pareados, se utilizou o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon.
Este teste tem por objetivo a comparacdo de um par de valores verificando a existéncia
ou nao de diferencga significativa entre estes. O software utilizado para esta analise foi o

SPSS versao 10.0 e o nivel de significancia maximo adotado foi 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE HISTOLOGICA DESCRITIVA

5.1.1 Reparo epitelial

A regeneracdo do epitélio de revestimento pavimentoso estratificado
ortoceratinizado foi observada em todos os grupos e subgrupos através de uma analise

visual sob microscopia de luz.

5.1.2 Reparo 6sseo

5.1.2.1 Grupo controle 7 dias

Todos os espécimes apresentam o alvéolo preenchido por tecido conjuntivo
levemente colagenizado, bastante celularizado, com infiltrado inflamatério moderado a
intenso, predominantemente linfocitico e com neoformacéao vascular abundante.

As regides mais centrais dos alvéolos apresentaram um infiltrado inflamatério mais
intenso do que na periferia, com predominio de polimorfonucleados contornando areas de
remodelacao 6ssea. Osteoblastos de permeio as trabéculas de neoformagao éssea foram
observados, além de focos de reabsor¢do Ossea na regidao proxima as cristas Osseas

alveolares (figura 10- A a C).
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5.1.2.2 Grupo experimental 7 dias

Os espécimes mostraram-se com os alvéolos totalmente preenchidos por tecido
conjuntivo moderadamente colagenizado, bem celularizado, apresentando infiltrado
inflamatério linfocitico leve, com discreta neoformagédo vascular. Presengca de algumas
células gigantes multinucleadas.

As regides mais centrais dos alvéolos apresentaram areas de inflamagao mais
intensa em torno de espiculas 6sseas em reabsor¢cdo. Foi observada a presenca de
osteoblastos permeando trabéculas 6sseas em formacao e focos de reabsor¢cao dssea
me areas proximas as das cristas 0sseas. Estas areas foram consideradas semelhantes

as do grupo controle (figura 11 — A a C).
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Figura 10- A a C: Grupo Controle 7 Dias: A — visao geral do alvéolo: reabsorgéo
Ossea na crista 0ssea alveolar e tecido conjuntivo com infiltrado inflamatério severo
(x40); B — porgao mais central do alvéolo, mostrando areas de neoformagédo Ossea
(NO), com osso ja existente e osso trabecular em formacado (x100); C - Tecido
Conjuntivo em maior aumento (x200), levemente colagenizado, com infiltrado
inflamatério linfocitico intenso e neovascularizagéo intensa.

Figura 11 — A a C: Grupo Experimental 7 Dias: A — visdo geral do alvéolo:
trabéculas 6sseas em formagao permeadas por osteoblastos e areas de reabsorcao
Ossea (X40); B — porgdo mais central do alvéolo, mostrando areas de neoformacgao
ossea (NO) com osso trabecular em formagao (x100);

C - tecido conjuntivo em maior aumento (x200), moderadamente colagenizado com

infiltrado inflamataério linfocitico leve .
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Figura 11l

Figura 10
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5.1.2.3 Grupo controle 21 dias

Observa-se a presenga de tecido conjuntivo rico em fibroblastos jovens, depésito
de colageno e moderado infiltrado inflamatério linfoplasmocitario. Raras areas de infiltrado
inflamatério neutrofilico em torno de fraturas das corticais alveolares foram observadas.
Leve neoformacao vascular esta presente.

Nas porcbes mais centrais dos alvéolos, tecido 6sseo em fase de neoformacéo,
com osteoblastos permeando trabéculas dsseas, além de reabsorcdo da crista dssea,
tecido conjuntivo denso e infiltrado inflamatério linfocitico leve, foram observados (figura
12-AaC).

5.1.2.4 Grupo experimental 21 dias

O tecido conjuntivo intensamente colagenizado rico em fibroblastos maduros,
levemente celularizado e apresentando neoformacgao vascular leve foi observado, além de
um leve infiltrado inflamatério linfocitico.

Nas regides mais centrais dos alvéolos notou-se extensas areas de neoformagéo
Ossea, 0sso evidentemente compacto, entremeado por tecido conjuntivo denso e leve

infiltrado inflamatario linfocitico (figura 13 — A a C).



S7

Figura 12 — A a C: Grupo Controle 21 Dias: A — porgédo do alvéolo mostrando
espicula éssea (EO) envolvida por infiltrado inflamatério intenso e tecido conjuntivo (TC)
no restante da area (x40); B — Tecido conjuntivo da porgdo mais central e cervical do
alvéolo rico em fibroblastos, depdsito de colageno e infiltrado inflamatorio
linfoplasmocitario moderado com leve neoformagao vascular (x100); C — por¢gao mais
apical do alvéolo com area e neoformagao 6ssea (NO) com a presenca de osteoblastos
(x 200)

Figura 13 — A a C: Grupo Experimental 21 Dias: A — visdo geral do alvéolo
mostrando tecido 6sseo neoformado (NO) em deposicdo trabecular, permeado por
tecido conjuntivo (TC) (x40); B — por¢cao mais central e cervical do alvéolo: tecido 6sseo
trabecular de aspecto jovem permeado por tecido conjuntivo hiocelularizado e com
colageno organizado (x100); C — Maior aumento do tecido 6sseo neoformado,

levemente celularizado e neovascularizado da regiao apical do alvéolo (x200) .
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Figura 13
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5.1.2.5 Grupo controle 28 dias

O tecido conjuntivo intensamente colagenizado, rico em fibroblastos maduros, leve
celularidade, infiltrado inflamatério linfocitico variando de leve a moderado e
vascularidade discreta. Presenca de areas mais concentradas de infiltrado inflamatorio
linfocitico em torno de espiculas 6sseas em reabsorcgéo.

Grande parte do alvéolo preenchida por tecido 6sseo trabecular neoformado

contornado por inumeros osteoblastos (figura 14 — A a C).

5.1.2.6 Grupo experimental 28 dias

O tecido conjuntivo intensamente colagenizado hipocelularizado, rico em
fibroblastos maduros e leve infiltrado inflamatério linfoplasmocitario, além de discreta
neoformacao vascular.

Osso trabecular neoformado aparece preenchendo a maior parte do alvéolo
apresentando rara atividade osteoblastica na periferia e pouca quantidade de tecido

conjuntivo em torno das trabéculas ésseas (figura 15— A a C).
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Figura 14 — A a C: Grupo Controle 28 Dias: A — area mais central e apical do
alvéolo com tecido conjuntivo (TC) levemente celularizado, infiltrado inflamatério
linfocitico leve a moderado e presenca de tecido 6sseo (TO) trabecular com areas de
reabsorcdo e neoformacdo Ossea(x 40); B — tecido conjuntivo intensamente
colagenizado, rico em fibroblastos maduros (fusiformes) com infiltrado inflamatdrio
linfocitico leve a moderado (x100);

C — osso trabecular neoformado, jovem, com osteoblastos e permeado por tecido

conjuntivo com infiltrado inflamatdrio leve e alguma neovascularizagao (x 200).

Figura 15 — A a C: Grupo Experimental 28 Dias: A — area mais central e apical do
alvéolo com tecido conjuntivo hipocelularizado, bem colagenizado e osso trabecular
neoformado (TO) (x 40); B — tecido conjuntivo em maior aumento (x 100), mostrando-se
bem colagenizado, hipocelularizado com infiltrado inflamatério ausente, pouca
neovascularizagao; C — osso trabecular neoformado,jovem, com pouco tecido conjuntivo

permeando as trabéculas (x200).
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5.1.2.7 Grupo controle 90 dias

Tecido d&sseo trabecular em quase toda extensdo do alvéolo contornado
perifericamente por osteoblastos ativos. Entre algumas trabéculas e na por¢cao mais
cervical, observa-se tecido conjuntivo com acentuada colagenizagdo e leve infiltrado

inflamatério linfocitico (figura 16 — A a C).

5.1.2.8 Grupo experimental 90 dias

O espaco alveolar aparece completamente preenchido por tecido 6sseo compacto,
apresentando poucas areas de tecido conjuntivo entremeado. Dois espécimes mostraram
completa cicatrizagao éssea alveolar com osso em fase de remodelagao (figura 17 — A a
C).
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Figura 16 — A a C: Grupo Controle 90 Dias: A — visdo central do alvéolo: tecido
0sseo neoformado (TO) com padrédo de deposigao trabecular, celularizado e permeado
por tecido conjuntivo (TC) (x40); B — por¢éo mais cervical do alvéolo com tecido 6sseo
trabecular em neformagdo e reabsor¢gao permeado por tecido conjuntivo (TC) com
infiltrado inflamatdrio linfocitico leve (x40); C — maior aumento do osso trabecular
evidenciando a presenga de osteoblastos na periferia e de tecido conjuntivo denso (x
200).

Figura 17 — A a C: Grupo Experimental 90 Dias: A - visdo central do alvéolo:
tecido 6sseo (TO) compacto (x40); B — porcdo mais cervical do alvéolo com tecido
o0sseo compacto (TO) e pequena quantidade de tecido conjuntivo (TC) denso na

periferia (x40); C — Maior aumento do tecido ésseo (x200).
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FIGURA 17

FIGURA 16
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5.2 ANALISE DOS NIVEIS SERICOS DE CALCIO

Através dos resultados do teste nao-paramétrico de Wilcoxon (nivel de
significancia maximo adotado foi 5%, p<0,05), verifica-se que existe diferenca
significativa entre os niveis de calcio para todos os periodos com excegado de 7 dias.
Para os outros periodos de observagao: 21, 28 e 90 dias, verifica-se que houve uma
redugao significativa do calcio sérico apds a administragao de isotretinoina (tabela 1 e
grafico 1). Dos cinco animais observados no periodo de 7 dias, quatro tiveram
diminuicdo do nivel de calcio entre a primeira e a segunda coleta, embora, esta
diminuicdo nao tenha sido significativa e um deles, apresentou um aumento. Todos os
animais dos periodos de 21, 28 e 90 dias mostraram, na 2° coleta, diminuicdo do nivel

sérico de calcio (tabela 2 e grafico 2).

Tabela 1. Comparacéao entre niveis séricos de calcio antes e apdés a administracdo de
isotretinoina.

Niveis séricos de calcio (mg/dL)

Comparagéo n Média Desvio-padrdo  Rank Médio z p

Tempo: 7 dias

Antes 5 9,98 0,18 3,50 -1,753 0,080
Apos 5 9,66 0,15 1,00

Tempo: 21 dias

Antes 5 10,28 0,20 3,00 -2,023 0,043
Apos 5 9,22 0,53 0,00

Tempo: 28 dias

Antes 5 10,10 0,07 3,00 -2,032 0,042
Apos 5 9,44 0,15 0,00

Tempo: 90 dias

Antes 5 10,36 0,47 3,00 -2,032 0,042
Apos 5 9,66 0,24 0,00

p< 0,05

Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Pds-Graduagéao — FO/PUCRS (2009).
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7 dias 21 dias 28 dias 90 dias

| Antes administragéo de Isotretinoina B Apds administracao de Isotretinoina

Grafico 1 — Comparacao dos niveis sérico de calcio antes a apds a administragcao de

isotretinoina.
Fonte: Dados da pesquisa, Programa de Pds-Graduagéo — FO/PUCRS (2009).
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6 DISCUSSAO

Ha mais de 20 anos, a isotretinoina vem sendo usada para o tratamento de acne
nodular cistica em pacientes que n&o respondem a terapia convencional. No meio
dermatoldgico, este medicamento ganhou fama e proporgéo nao so6 por sua eficacia, mas
por seus discutidos e temidos efeitos colaterais que relembram os efeitos da
hipervitaminose A, principalmente sobre 0s 0ssos.

Os efeitos adversos da isotretinoina associados ao 0sso, incluem: ossificagcao
semelhante a observada na DISH, fechamento prematuro de epifises e afinamento
periosteal, hipercalcemias e osteoporose (ATALAY et al., 2004; BRECHER; ORLOW,
2003; DIGIOVANNA et al., 2001, 2004).

Atualmente, jovens e adultos jovens representam a parcela da populagdo que mais
fazem uso deste medicamento, ao mesmo tempo em que estdo alocados dentro da faixa
etaria dos pacientes que mais comumente se submetem as cirurgias ortognaticas,
reconstrutivas faciais, extragdes dentarias (pré-molares por indicagdo ortodontica,
terceiros molares) reabilitagbes bucais (DOWNS, 2003; ERDOGAN et al.,, 2006;
LEACHMAN et al., 1999)

Mesmo dentro deste cenario de necessidade de conhecimento, as informacbes
disponiveis sobre os reais efeitos 6sseos da isotretinoina e seus mecanismos de atuacao
permanecem obscuras, principalmente no que se refere ao complexo 6sseo do sistema
estomatognatico.

O presente trabalho teve por objetivo, avaliar os efeitos de uma terapia de
isotretinoina sobre o reparo alveolar em ratos nos periodos de 7, 21, 28 e 90 dias. Os
resultados indicaram um processo de reparo mais acelerado em todos os animais que
receberam a medicagdo, quando comparados com seus grupos controles.

O uso de ratos como modelo experimental foi baseado na literatura. Os trabalhos
sobre isotretinoina envolvendo modelos animais foram realizados com ratos, o que
permitiu maior fidelidade quanto a definicdo do tamanho da amostra e, principalmente, na
escolha da dose de medicagdo administrada (DE LUCA et al., 2000; FERGUSON et al.,
2005; FRANKEL et al., 1986; ROHDE et al., 1999; ROHDE; DELUCA, 2003). De modo

semelhante, a maioria dos trabalhos envolvendo cicatrizagcdo alveolar, utiliza o rato como
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modelo experimental, o que forneceu uma metodologia bem sedimentada, permitindo
uma discussdo e comparagdo mais segura dos resultados (AMUI et al. 2001; AUR
JUNIOR et al. 2005; ROSLINDO-BALDUCCI et al., 1999; YUGOSHI et al., 2002).

No presente estudo, os animais tiveram idade e peso inicial padronizados, na
tentativa de se evitar uma possivel interferéncia destes fatores em nossos resultados
finais. A padronizacdo da idade dos animais seguiu modelos da literatura vinculados a
pesquisa da isotretinoina, na tentativa de simular a agdo do medicamento em jovens e
adultos jovens (FERGUSON et al., 2005; FRANKEL et al., 1986; RHODE et al., 1999;
RHODE; DELUCA, 2003;).

As diferentes fases de cicatrizacao alveolar nos periodos de 7, 21, 28 e 90 dias dos
animais do grupo controle mostraram eventos bioldégicos de cicatrizagdo alveolar
semelhantes aos estudos de Okamoto e Russo (1973), Carvalho e Okamoto (1987)
Yugoshi et al. (2002), Trazzi (2004), Aur Junios et al. (2005) e Berenguel (2006).

Com relagdo aos grupos de 7 dias (experimental e controle), embora ambos
tenham mostrado quantidade semelhante de tecido 6sseo neoformado e tecido conjuntivo
em fase proliferativa, como é comumente descrito na literatura (AUR JUNIOR et al.,
2005); o grupo experimental evidenciou um tecido de granulagdo menos celularizado,
mais colagenizado, com um menor quantidade de células inflamatérias, e neoformagao
vascular mais discreta, indicando uma fase ligeiramente mais evoluida no processo de
reparo (CARVALHO; OKAMOTO, 1987).

Aos 21 e 28 dias, os grupos experimentais e controles mostraram cicatrizagdo com
a presenga de eventos de diferenciagdo oéssea ou mineralizagdo (CARVALHO,
OKAMOTO, 1987; OKAMOTO, RUSSO, 1973; YUGOSHI et al., 2002). Ficou evidente
que os grupos experimentais de 21 e 28 dias mostraram uma maior neoformacgao éssea,
com mais areas do alvéolo preenchidas por tecido ésseo imaturo e tecido conjuntivo mais
maduro, menos celularizado e com menor neoformagao vascular do que o0s grupos
controles correspondentes.

O maior contraste foi visto entre o grupo controle e experimental aos 90 dias. Nos
espécimes experimentais, todo alvéolo se encontrava preenchido por osso compacto e,
em alguns espécimes, mostrando remodelamento ésseo, enquanto que no grupo controle

correspondente, 0 0sso que preenchia o alvéolo tinha uma aparéncia ainda trabeculada.
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Apesar das exodontias terem sido realizadas delicadamente, da forma mais
atraumatica possivel, em todos os grupos, foi possivel observar a presenga de pequenos
sequestros 6sseos no interior dos alvéolos, indicando que ocorreu, durante a extragao
dos incisivos, a fratura de algumas tabuas ésseas. Dentre os trabalhos sobre reparo
alveolar estudados para esta pesquisa, ndo existem comentarios da ocorréncia de tal
evento para gerar uma discussao. Além disso, em fungéo deste evento ter sido observado
em praticamente todos os espécimes e, em fungcdo dos sequestros 0sseos serem de
tamanho muito pequeno, tais areas nao foram incluidas na analise histolégica descritiva.

Nao existe na literatura pesquisada, trabalhos que tenham avaliado o efeito da
isotretinoina no reparo alveolar. Contudo, o fato da medicacao ter acelerado o reparo
alveolar nos animais do grupo experimental, levanta uma série de indagagbes que
merecem ser discutidas.

Existe um consenso na literatura de que os efeitos adversos da isotretinoina
dependem da dose e da duragao do tratamento (BICKERS; SAURAT, 2001; BRECHER,
ORLOW, 2003; DIGIOVANNA, 2001; SAMPAIO; BEGATIN, 2008; TEKIN et al., 2008;
TIAN et al., 2006). No presente trabalho se utilizou uma dose de 7,5mg/kg, por um
periodo variavel de 37 a 120 dias, de acordo com os tempos de observacéo. Esta dose é
considerada a menor para o tratamento de acne severa (FERGUSON et al., 2005) que
produz niveis séricos da medicagcdo comparaveis aqueles em humanos fazendo uso de
terapia padréo, ou seja, uma dose baixa, por um periodo de tempo variavel, mas que néo
ultrapassou 120 dias, correspondente ao tratamento em humanos onde o tempo de 4 a 5
meses € suficiente para remissdo completa da acne na grande maioria dos pacientes
(DIGIOVANNA, 2001; SCHEINFELS; BANGALORE, 2006). A questao € que, mesmo
fazendo uso de uma dose considerada baixa, foram observadas alteragdes no processo
de reparo alveolar. Os relatos da literatura sobre alteragdes em ossos longos reportam
terapias com altas doses por longos periodos de tempo relacionados com efeitos
adversos sobre a densidade Ossea mineral, visto que a busca pela ocorréncia de
hiperostoses ou perda de massa 6ssea exigem muito mais tempo para ocorrerem do que
uma cicatrizacéo alveolar. Milstone et al. (2005) acreditam que a ingestao de isotretinoina
produz efeitos sobre a homeostase do tecido ésseo, e a administragcdo da medicacao por

curta duracdo nao tem efeito adverso na densidade éssea mineral. Contudo, ponderam
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que é prematuro concluir que nao haja efeito clinico significativo em nenhuma parte do
esqueleto humano em curta duragao.

Outra questao relevante é o fato de saber como a medicag&o agiu para produzir tal
resultado neste trabalho. Ainda hoje s&o obscuros os mecanismos pelos quais a vitamina
A e seus derivados atuam no metabolismo 6sseo (MARGOLIS et al., 1996; RODHE;
DeLUCA, 2003). Os resultados aqui apresentados vao de encontro aos achados de
Valentic et al. (1983) e Frankel et al. (1986), que apdés administrarem grandes
quantidades de vitamina A em ratos observaram reabsorcdo mineral acelerada de osso
cortical e medular (em ossos longos). Contudo, estas diferengas podem sugerir que a
isotretinoina atuou na cicatrizacdo alveolar, do mesmo modo que atua na formacao de
hiperostoses e fechamento prematuro de epifises ésseas (ATALAY et al.,, 2004;
BICKERS; SAURAT, 2001; BRECHER; ORLOW, 2003; DE LUCA et al,. 2000;
DIGIOVANNA, 2001; WANG; KIRSCH, 2002). Pesquisas publicadas por De Luca et al.
(2000) e Wang e Kirsch (2002) mostraram que condrocitos da placa de crescimento
epifisiaria proliferam e maturam rapidamente sobre um tratamento com acido retindico.

Balcerzak et al. (2003) realizaram pesquisas in vitro que os fizeram acreditar que
retindides podem promover o processo de mineralizacéo, através do aumento da fluidez
das membranas de osteoblastos produzido pela liberagdo anexinas (proteinas celulares
que se ligam a camadas lipidicas formando canais de calcio), induzindo aumentos na
concentragdo de calcio intracelular. Wang e Kirsch (2002) realizaram pesquisas
semelhantes e descobriram que o uso de acido retindico estimula alteragdes na
homeostase do calcio, aumentando sua quantidade a nivel intra-celular, desencadeando
a liberacdo de matrizes vesiculares que promovem a mineralizacdo da placa de
crescimento condrocitaria. Os autores ressaltam que apenas as vesiculas de matrizes
isoladas das células tratadas com acido retinéico que continham as anexinas foram
capazes de captar o calcio e se mineralizar. Bickers e Saurat (2001), pesquisando a
toxicidade da isotretinoina sobre os ossos humanos, afirmaram que hiperostoses e
calcificacdo de vértebras e tenddes sdo muito mais comuns do que a ocorréncia de
desmineralizacdo e osteoporose. Sao necessarios estudos adicionais para elucidar o

mecanismo pelo qual a isotretinoina acelera o reparo alveolar.
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Os resultados nao permitem fazer qualquer observacdo quanto a outras
propriedades (como dureza e resisténcia) do osso neoformado nos animais do grupo
experimental, sendo relevante a realizacdo de futuros estudos utilizando a isotretinoina
onde as qualidades fisicas e quimicas do osso neoformado sejam avaliadas. Da mesma
forma, ndo foram investigadas outras areas do esqueleto dos animais para deteccéo de
possiveis alteragdes dsseas concomitantes.

O nivel sérico de calcio foi avaliado nos animais do grupo experimental. A
comparagao entre os valores dentro de cada grupo (7, 21, 28 e 90 dias), antes de iniciar o
uso da isotreinoina e no final do experimento (dia da eutanasia de cada animal), revela
diferengas estatisticamente significativas nos grupos de 21, 28 e 90 dias, onde a ultima
coleta mostrou uma diminuicdo no nivel de célcio sanguineo. Estes dados diferem de
alguns trabalhos que relataram quadros de hipercalcemia em humanos (VALENTIC et al.,
1983) e em ratos (FRAME et al., 1974; MACGUIRE; LAWSON, 1987) fazendo uso de
isotretinoina. Os proprios autores consideram que a hipercalcemia € de ocorréncia rara e
especulam que, do mesmo modo que o0 excesso de vitamina A em ratos causa
reabsorcao acelerada do osso em funcdo de um aumento da atividade osteoclastica; a
hipercalcemia induzida por isotretinoina pode resultar da retirada dos ions calcio dos
0sso0s que sao langados na corrente sanguinea. Evidenciando esta correlagao de efeitos
secundarios da isotretinoina: reabsorgédo 0ssea e hipercalcemia (ATALAY et al., 2004;
DIGIOVANNA, 2001) o presente estudo pode sugerir que, inversamente, a diminuigdo nos
niveis séricos de calcio entre a 1° e a 2° coleta de sangue dos ratos do grupo
experimental estdo relacionados com o fato de ter havido uma cicatrizacao 6ssea alveolar
mais acelerada neste grupo, com aumento da deposigdo 0ssea e, consequentemente, de
ions calcio provenientes da corrente sanguinea.

Em virtude da influéncia que a ingestédo de isotretinoina parece ter no processo de
reparo alveolar, torna-se evidente a necessidade de mais pesquisas sobre o assunto,
principalmente no que se refere ao estudo de doses mais elevadas e por periodos de
tempo mais prolongados. Alteragdes no osso alveolar podem representar um campo de
interesse de investigacdo para Cirurgides, Implantodontistas, Ortodontistas e
Periodontistas, buscando avaliar a relagdo entre uso de isotretinoina e o metabolismo do

0sso alveolar nas suas respectivas areas de atuacdo. Um maior entendimento e
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esclarecimento sobre os efeitos da isotretinoina nos ossos da face fornecerdo ao
Cirurgido-dentista uma maior segurancga no tratamento de pacientes que fazem uso deste

tipo de medicacéao por via sistémica.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados, avaliando os efeitos da isotretinoina em doses de

tratamento padrao de acne cistica vulgar no reparo alveolar, pode-se concluir que:

a) O uso de isotretinoina em doses diarias de 7,5mg/kg promoveu aceleragao no
reparo alveolar de ratos, tempo-dependente.
b) Os animais que fizeram uso de isotretinoina tiveram diminuicao

estatisticamente significativa nos niveis séricos de calcio.
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Porto Alegre 16 de novembro de 2007
O Projeto de: Dissertacdo

Protocolado sob n®; 0064/07
Intitulado: Efeito da isotretinoina no reparo ésseo alveolar apos

exodontia estudo em ratos
Pesquisador Responsdvel: Profa. Dra, Daniela Nascimento Silva

Pesquisadores Associados: Roberta Dalmolin Bergoli

Nivel: Mestrado

Foi aprevade pela Comissio Cientifica ¢ de Ftica da Faculdade de Odontelogia da PUCRS
em 19 de ontubro de 2007,

Liste projeto devera ser imediatamente enceminhado ao CEUA PUCRS

Profa. Dra. Marilia Gerhardt de Oliveira
Presidente da Camissao Gientifica e de Etica da
Faculdade de Odontologia da PUCRS

Av_ Ipiranga, 6681, Prédio 06 sala 209 Fone/Fax; (51) 3320-3538
Porto Alegre /RS — Brasil — Cx, Postal: 1429 e-mail: odonmologia-peiipucrs br
90619-900
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ANEXO B
Aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais da PUCRS

-:;ﬁ:: Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul (EUA*‘
!;*;;g PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAC e B o 00 -
PUC COMITE DE ETICA PARA G USC DE ANIMAIS ibrh iy
Oficio 037/08-CEUA Porto Alegre, 16 de maio de 2008,

Senhor{a) Pesquisador(a):

O Comité de Efica para o Uso de Animais apreciou
& aprovou seu protocolo de pesquisa, registro CEUA 08/00018, intitulado: “Efeito
da isotretinoina no reparo alveolar apés exodontia - estudo em ratos”,

Sua investigagdo eslda autorizada a partir da
presente data.

Relatérios do andamento do projeto devem ser

entregues a este Comite.

B . ) Atenciosamente,
Thaad| |t 1 ’P

1\/ Profa. Ora. Anamaria Feijd
COORDENADORA DO CEUA-PUCRS

llmo(a) Sr{a)
Profa Daniela Nascimento Silva
N/Universidade
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ANEXO C

Bula para manipulacdo do p6 de isotretinoina e preparagao da suspensao com

lote de origem do medicamento.

SPHARMACIA

Profa. Dra. Daniela Nascimento Silva
Dra. Roberta Dalmolin Bergoli

Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
Faculdade de Odontologia
Programa de Pos-Graduagao em Odontologia

Projeto de Dissertagéo: EFEITO DA ISOTRETINOINA NO REPARO
ALVEOLAR APOS EXODONTIA - ESTUDO EM RATOS

SEGUNDA ETAPA:

ADMINISTRACAO EM COBAIS COM PESO ESTIMADO DE 400G.
ISOTRETINOINA

FORMA FARMACEUTICA E APRESENTACAO:

Suspenséo oral 3,0 mg/ml : frasco para 20 ml, acompanhado de dosador
e veiculo para reconstituicio ( dose Unica) — caixa com 30 frascos.

COMPOSIGAO:
Cada 1 ml da suspensao oral reconstituida de ISOTRETINOINA contém:

ISOTRETINOINA 3,0 mg
Veiculo ( 6leo de girassol) g.s.p 1,0 ml

VALIDADE do pé de isotretinoina: 19/03/2009

VALIDADE da suspenséo: para uso imediato, extemporanea.

FHARMAA COM. DEMED. E AVIAMENTO DE FORMULAS LTDA.
Av. Benjamin Conslant, 1379 — CEF 90550-005 - Bairro Floresta — Porto Alegre/RS
CNPI 91019232/0001-47 Inscrigio Estadual: 656/0887679
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$PHARMACIA

MODO DE PREPARO DA SUSPENSAO ORAL
A ISOTRETINOINA suspenséo oral deve ser preparada da seguinte forma
1. Agite o frasco para dispersar ¢ po.

2 Abra o frasco e adicione aos poucos os 20 ml do veiculo (6leo de
girassol), agitando o frasco com cuidado.

3. Apods adicdo completa do éleo de girassol, feche o frasco com o
batoque e agite-o vigorosamente.

4. Insira a seringa de insulina e puxe o émbolo ate a dose desejada,
sendo que cada ml tem 3mg.

5. Apbs a reconstituicdo, a suspensao oral deve ser utilizada de
imediato, e a quantidade restante deve ser descartada.

AGITE A SUSPENSAQ ANTES DE USAR.
ADMINISTRAGAO

Considerando:
1. A dose preconizada no projeto: 7,5 mg/kg
2. O peso de cada rato em torno de 400g
3. A concentracdo da suspenséo oral de isotretinoina 3 mg/ml

Administrar diariamente: 1,0 ml da suspenséo para cada rato do grupo
experimental de setembro-outubro 2008

=

PHARMAA COM, DE MED. E AVIAMENTO DE FORMULAS LTDA. {
Av. Benjamin Constant, 1879 — CEP $0530-003 - Bairro Floresta — Porto Aleare/RS
CNPJ: 91019232/0001-47 Inscrigio Estadual: 056/0887679
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DADOS DA MATERIA PRIMA:

- Isotretinoina
D.CB.: 05110
Lote: IFOB1110 Fornecedor: PHARMA NOSTRA

Data de Fab.: Novembro/2006 Data de Val.: Novembro/2009

- Veiculo: 6leo de girassol

Lote: 0104/08 Fornecedor: Mapric
Data de Fab.: Agosto/2008 Data de Val.: Fevereiro/2010

Documentagdo: segue o procedimento padrdo adotado pela empresa. Todos
os registros gerados durante o processo (fichas de pesagem e de controle
qualidade do processo) ficam arquivados durante dois anos.

i
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APENDICE A
Tratamento estatistico ANOVA 1 fator, (p menor 0,05) para verificar diferenca no
peso final entre os animais do Grupo Controle e Experimental no periodo de 7, 21,
28 e 90 dias .
Nao que nao houve diferenga estatisticamente significativa nos pesos finais dos animais
entre o grupo controle e experimental nos periodos de tempo em que foram observados:
7,21, 28 e 90 dias.

PESO FINAL DOS RATOS DO GRUPO CONTROLE E EXPERIMENTAL- 7 DIAS
Statistix 8.0

One-Way AOV for peso by Rato

Source DF SS MS F P

Rato 1 44.10 44.100 0.18 0.6863

Error 8 2010.80 251.350
Total 9 2054 .90

PESO FINAL ENTRE OS RATOS CONTROLE E EXPERIMENTAL- 21 DIAS

Statistix 8.0

One-Way AOV for Peso by Ratos

Source DF SS MS F P
Ratos 1 0.10 0.100 0.00 0.9793

Error 8 1112.00 139.000
Total 9 1112.10

PESO FINAL ENTRE RATOS CONTROLE E EXPERIMENTAL — 28 DIAS

Statistix 8.0
One-Way AOV for Peso by Ratos

Source DF SS MS F P
Ratos 1 57.600 57 .6000 0.75 0.4126
Error 8 616.800 77.1000

Total 9 674.400



PESO FINAL RATOS CONTROLE E EXPERIMENTAL- 90 DIAS

Statistix 8.0

One-Way AOV for Peso by Rato

Source DF SS
Rato 1 102.40
Error 8 8097.60
Total 9 8200.00

MS F P
102.40 0.10 0.7586
1012.20
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